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ABSTRAK

Pada beberapa tanaman buah di daerah subtropis, gen pengkode thaumatin-like protein (TLP) seringkali dikaitkan dengan
allergen atau gen pengkode protein penyebab alergi. Selain itu protein yang dikode gen ini juga diketahui berperan dalam proses
pertahanan tanaman terhadap stress kekeringan dan serangan pathogen. Kajian ini akan membahas tentang potensi gen pengkode
TLP pada lima varietas tanaman apel yang seringkali ditanam para petani apel di Indonesia, yaitu Ana, Manalagi, Rome Beauty,
Wanglin dan Australi. Gen tersebut terdeteksi dengan teknik PCR (Polymerase Chain Reaction) menggunakan primer Mal d 2.01B.
Hasil perbandingan sekuen gen pengkode TLP pada 5 varietas apel yang digunakan menunjukkan bahwa semua sampel memiliki
similaritas sekuen dengan sekuen gen pengkode TLP antara lain dari tanaman Malus x domestica clone M2-FS7, Malus x domestica
clone M2-PM2, Malus x domestica clone M2-FS1, Malus domestica cv. Gala, Pyrus pyrifolia cv. Cuili, Prunus persica cv. Yuanhuangtao,
dengan tingkat similaritas yang berbeda-beda.

Kata kunci: gen pengkode TLP, allergen, Malus sylvestris Mill.

PENDAHULUAN

Thaumatin merupakan sweet protein yang pada dasarnya hanya terdapat pada tanaman
Thaumatococcus danielli dari Afrika Selatan. Protein ini dikode oleh suatu famili gen (multigen) yang memiliki
banyak intron pada gen strukturalnya. Salah satu gen thaumatin, yaitu Thaumatin 1l telah diklon dan
disekuen (Edene et al.,, 1982 dalam Faus dan Sisniega, 2001). Introduksi sekuen gen tersebut pada
beberapa tanaman buah antara lain apel, Solanum lycopersicum, pir dan strawberry, menghasilkan tanaman
transgenik yang memiliki rasa manis meningkat pada berbagai organ tanaman serta resistensi terhadap
beberapa fitopatogen yang menyerang (Lebedev, et al.,, 2002; Dolgov, et al., 2004; Radhajeyalakshmi,
2005; Schestibratov dan Dolgov, 2005; Schestibratov dan Dolgov, 2008).

Pada beberapa tanaman terdapat protein yang memiliki homologi sekuen asam amino dengan
thaumatin dan disebut thaumatin-like protein (TLP). Protein tersebut antara lain ditemukan pada cherry (Fils-
Lycaon, et al., 1996 dan Inschlag, et al., 1998), Cryptomeria japonica (Futamura et al, 2005), buah kiwi
(Wurms, et al., 1998), anggur (Monteiro, et al., 2003), pisang (Barre et al., 2000), tomat (Ghosh dan
Chakrabarti, 2008). Berdasarkan perannya, protein TLP tersebut dapat diklasifikasikan menjadi tiga
kelompok yaitu protein yang menghasilkan respon terhadap infeksi pathogen, respon terhadap stress
osmotik serta sebagai protein antifungi (van Loon et al., 2006 dalam Pagliarani et al., 2009)

Pada tanaman apel, TLP pertama kali diidentifikasi di Swedia. Hsieh et al. (1995) menyebutkan
bahwa pada Granny Smith, Red Delicious, Mcintosh dan Red Delicious protein tersebut terakumulasi
dengan kadar yang bervariasi ketika buah apel tersebut matang serta menjadi allergen yang dominan dalam
buah apel. Sedangkan menurut Krebitz et al. (2003) thaumatin-like protein apel 23.2-kDa juga dapat
diperoleh dari cDNA hasil isolasi protein buah apel matang yang selanjutnya gen penyandinya disebut
sebagai gen Mal d2. Terkait gen tersebut Gao et al (2005) menyebutkan bahwa gen Mal d2 merupakan
salah satu dari 4 macam allergen pada apel selain Mal d1, Mal d3 dan Mal d4. Akan tetapi diantara keempat
allergen tersebut, hanya Mal d2 yang dapat mengkode pembentukan protein TLP.

Tanaman apel berasal dari daerah subtropis. Belrose, Inc. (2001) menyebutkan bahwa pemasok
apel terbesar di dunia terdapat di negara-negara subtropis, meliputi Selandia Baru, Chili, Belanda, Austria
dan Prancis. Di Indonesia sendiri apel telah mengalami domestikasi dan ditanam sejak tahun 1937 dengan
daerah produksi apel terbesar terdapat di Propinsi Jawa Timur, yaitu Batu, Poncokusumo Malang dan
Nongkojajar Pasuruan (Balai Penelitan Tanaman Jeruk dan Buah Subtropika, 2006). Setiowati (2006)
menyebutkan bahwa di ketiga daerah tersebut telah ditanam dan dikembangkan berbagai varietas apel.
Varietas apel yang banyak ditanam antara lain Rome Beauty, Manalagi, Australi, Wanglin, Granny Smith,
Princess Noble dan Anna.

Terkait dengan beberapa pembahasan tentang potensi alergi maupun pemanfaatan protein TLP
sebagai antifungi maupun antifitopatogen dari buah apel, kajian tentang potensi keberadaan TLP maupun
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gen pengkodenya dirasa perlu. Hal ini dimaksudkan untuk meningkatkan perhatian tentang pemanfaatan
serta pengembangannya di bidang kesehatan maupun produksi pertanian.

PEMBAHASAN
Gen Pengkode TLP pada Apel

Apel merupakan buah yang umumnya dikonsumsi dalam kondisi segar tanpa pengolahan terlebih
dahulu. Akan tetapi meskipun apel dikenal baik untuk kesehatan, buah tersebut dapat menimbulkan gejala
alergi bagi sebagian orang. Alergi terhadap buah apel dialami oleh 2-4% masyarakat Eropa dan 3,5%
masyarakat di US (Rona et al, 2007 dalam Maghuly, et al, 2009). Di Indonesia kasus terkait alergi terhadap
buah apel masih jarang dijumpai. Hal ini dimungkinkan bahwa reaksi alergi yang ditimbulkan oleh buah apel
dipengaruhi oleh faktor genotipe dan beberapa faktor eksternal diantaranya kondisi penyimpanan serta
pemrosesan buah itu sendiri (Botton et al, 2008 dalam Pagliarani et al, 2009)

Reaksi alergi pada buah apel diindikasikan oleh adanya allergen sebagai protein yang cukup banyak
dijumpai dalam buah yang dikonsumsi tersebut. Salah satu protein tersebut adalah Mal d2. Mal d2 atau
seringkali disebut sebagai TLP pada apel diketahui terdapat pada buah apel yang diantaranya berasal dari
Korea yaitu Malus domestica cv Fuji (Oh et al, 2000), apel varietas Prima dan Viesta di Eropa (Gao et al.,
2005) serta apel varietas Gala dan Florina dari Italia ((Pagliarani, 2009) Pada apel varietas Gala dan
Florina pola ekspresi gen pengkode TLP tertinggi dijumpai pada bagian kulit dan daging buah yang matang
(Pagliarani, 2009).

Selain dikenal sebagai allergen, protein TLP dapat berperan sebagai protein antifungi. Krebitz et al
(2003) menunjukkan bahwa Mal d2 yang diisolasi dari Malus domestica cv. Golden Delicious kemudian
diekspresikan pada tanaman Nicotiana benthamiana dengan vektor tobacco mosaic virus memberikan
pengaruh berupa kemampuan dalam melawan serangan Fusarium oxysporum dan Penicillium expansum.
Selain pada tanaman apel, gen pengkode TLP yang diisolasi dari buah Pyrus pyrifolia Nakai cv Huobali
dari Yunnan Cina juga diketahui berperan dalam aktivitas antifungi. PpTLP yang banyak terekspresi pada
pericarpium serta daun P. pyrifolia Nakai cv Huobali dapat menghambat serangan Sclerotinia
sclerotiorum, Phomopsis sp., Phytophthora parasitica var. nicotianae, Alternaria sp. pada tanaman
tembakau transgenik (Liu et al, 2012).

Keberadaan Gen Pengkode TLP pada Tanaman Apel di Indonesia

Keberadaan gen pengkode TLP pada 5 tanaman apel yang ditanam di Indonesia, yaitu Apel Anna,
Manalagi, Rome Beauty, Wanglin dan Australi dapat diketahui dari DNA hasil isolasi dari organ daun dengan
primer Mal d 2.01B. Hasil amplifikasi menunjukkan bahwa DNA genom semua varietas apel dapat
diamplifikasi oleh primer Mal d 2.01B dan menghasilkan pita amplifikasi dengan ukuran sekitar 600 bp
(Gambar). Analisis lebih lanjut melalui pembacaan serta penjajaran sekuen gen tersebut menunjukkan
adanya variabilitas yang tidak terlalu tinggi dari kelima tanaman apel tersebut. Susunan basa nukleotida
pada kelima varietas apel menunjukkan bahwa pada semua tanaman tersebut terdapat gen pengkode TLP
yang sama. Akan tetapi perbedaan beberapa basa diduga terkait dengan alel berbeda dari gen tersebut
(Pramesti, 2009).

1000 bp

500 bp +— 600 bp

Gambar hasil amplifikasi gen pengkode TLP tanaman apel pada gel agarose 1,5 % oleh primer Mal d 2.01B

M = Marker 3 = Apel varietas Manalagi
1 = Apel varietas Anna 4 = Apel varietas Rome Beauty
2 = Apel varietas Australi 5 = Apel varietas Wanglin
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Perbandingan Sekuen Gen Pengkode TLP Tanaman Apel dengan Sekuen dalam Gene bank Data
Base

Hasil perbandingan sekuen gen pengkode TLP pada 5 varietas apel dengan gene bank database
menunjukkan bahwa terdapat similaritas sekuen dengan gen pengkode TLP pada beberapa tanaman antara
lain Malus x domestica clone M2-FS7, Malus x domestica clone M2-PM2, Malus x domestica clone M2-FS1,
Malus domestica cv. Gala, Pyrus pyrifolia cv. Cuili, dan Prunus persica cv. Yuanhuangtao. Kelima varietas
apel, yaitu Anna, Manalagi, Rome Beauty, Wanglin dan Australi memiliki persentase similaritas sekuen di
atas 80% dengan sekuen gen pengkode TLP tanaman-tanaman tersebut (tabel).

Tabel Similaritas Sekuen Gen Pengkode TLP Tanaman Apel Varietas Anna, Manalagi, Rome
Beauty, Wanglin dan Australi dengan Tanaman Lain

Tanaman .
Panjang yang Lo
apel S . . ; Similarit
. Tanaman yang memiliki similaritas sekuen dengan varietas sampel dibandingkan
(varietas as (%)
(basa)
sampel)
Malus x domestica clone M2-FS7 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 476 98
Malus x domestica clone M2-PM2 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 476 98
Anna Malus x domestica clone M2-FS1thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01A) gene, complete cds 476 98
Malus domestica cv. Gala pathogenesis-related protein 5 mRNA, complete cds 476 98
Pyrus pyrifolia cv. Cuili thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 475 94
Prunus persica cv. Yuanhuangtao thaumatin-like protein-like (i) mRNA, partial sequence 486 83
Malus x domestica clone M2-FS7 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 528 100
Malus x domestica clone M2-PM2 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 528 100
Manalagi Malus x domestica clone M2-FS1thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01A) gene, complete cds 528 100
Malus domestica cv. Gala pathogenesis-related protein 5 mRNA, complete cds 528 99
Pyrus pyrifolia cv. Cuili thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 496 95
Prunus persica cv. Yuanhuangtao thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 506 83
Malus x domestica clone M2-FS7 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 526 99
Malus x domestica clone M2-PM2 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 526 99
Rome Malus x domestica clone M2-FS1thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01A) gene, complete cds 526 99
Beauty Malus domestica cv. Gala pathogenesis-related protein 5 mRNA, complete cds 526 99
Pyrus pyrifolia cv. Cuili thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 492 95
Prunus persica cv. Yuanhuangtao thaumatin-like protein-like (t) mRNA, partial sequence 505 84
Malus x domestica clone M2-FS7 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 405 97
Malus x domestica clone M2-PM2 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 405 97
. Malus x domestica clone M2-FS1thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01A) gene, complete cds 405 97
Wanglln Malus domestica cv. Gala pathogenesis-related protein 5 mRNA, complete cds 405 97
Pyrus pyrifolia cv. Cuili thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 393 95
Prunus persica cv. Yuanhuangtao thaumatin-like protein-like (tl) mRNA, partial sequence 378 85
Malus x domestica clone M2-FS7 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 322 99
Malus x domestica clone M2-PM2 thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01B) gene, complete cds 322 99
Australi Malus x domestica clone M2-FS1thaumatin-like protein precursor (Mal d 2.01A) gene, complete cds 322 99
Malus domestica cv. Gala pathogenesis-related protein 5 mRNA, complete cds 322 99
Pyrus pyrifolia cv. Cuili thaumatin-like protein-like (1) mRNA, partial sequence 322 95
Prunus persica cv. Yuanhuangtao thaumatin-like protein-like (t) mRNA, partial sequence 326 88

Varietas Manalagi memiliki sekuen gen pengkode TLP yang sama persis dengan Malus x domestica
clone M2-FS7, Malus x domestica clone M2-PM2, Malus x domestica clone M2-FS1 ditunjukkan dengan nilai
similaritas 100% karena tidak terdapat satupun basa yang berbeda. Malus x domestica clone M2-PM2
merupakan tanaman apel yang sekuen gen pengkode TLP-nya digunakan sebagai acuan penyusunan
pasangan primer Mal d 2.01B. Kesamaan sekuen menunjukkan bahwa gen yang mengkode TLP pada
varietas Manalagi sama dengan gen pada Malus x domestica clone M2-PM2.

Kelima varietas apel, yaitu Anna, Manalagi, Rome Beauty, Wanglin dan Australi termasuk dalam
kelompok Malus sylvestris atau Malus domestica. Spesies ini adalah anggota famili Rosaceae subfamili
Pomoideae. Sebagaimana apel, pir (Pyrus pyrifolia) yang memiliki similaritas sekuen cukup tinggi
merupakan anggota famili Rosaceae subfamili Pomoideae sehingga apel berkerabat dekat dengan buah pir.
Hal tersebut menunjukkan bahwa kekerabatan antar spesies juga meliputi tingkat similaritas sekuen gen
pengkode TLP yang menunjukkan similaritas di atas 80%.

Potensi Keberadaan Gen Pengkode TLP pada Apel di Indonesia

Pemanfaatan protein TLP dan gen yang mengkodenya telah banyak diteliti untuk beberapa
tanaman, khususnya di beberapa negara. Pada dasarnya hal tersebut memberikan peluang bagi kegiatan
penelitian serupa di Indonesia. Apalagi jika dikaitkan dengan keberadaan berbagai buah yang dapat
dikembangkan karena kondisi geografis Indonesia yang cukup beragam, pemanfaatan potensi yang dimiliki
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masing-masing spesies tanaman dapat digunakan sebagai sarana untuk mengatasi berbagai permasalahan
diantaranya dalam hal peningkatan ketahanan pangan.

Berdasarkan uraian di atas paling tidak ada beberapa potensi keberadaan gen pengkode TLP pada
tanaman apel di Indonesia yaitu:

1. Sebagai antifungi bagi tanaman apel itu sendiri maupun pada tanaman lain

2. Berpeluang sebagai antifitopatogen yang menyerang tanaman apel maupun tanaman lainnya

PENUTUP

Pada tanaman apel yang terdapat di Indonesia yaitu varietas Anna, Australi, Manalagi, Rome Beauty
serta Wanglin terdapat gen Mal d 2.01B. Sekuen gen Mal d 2.01B pada tanaman apel varietas Anna,
Australi, Manalagi, Rome Beauty dan Wanglin memiliki rata-rata nilai similaritas 98% dan terdapat
perbedaan sebesar 2%. Hal ini menunjukkan bahwa potensi yang telah diketahui pada tanaman apel yang
berasal di negara lain dapat pula dikaji bahkan dikembangkan dari lima varietas tanaman apel yang ditanam
di Indonesia.
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