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ABSTRACT

Sucrose phosphate synthase (SPS) plays an importat role for sucrose biosynthesis in
plant. The plant SPS consist of several domains; N-terminal, C-terminal, and
glycosyltransferase (GT) domains. However, functional study on N-terminal and C-
terminal domains is unclear. Therefore, characterization of SPS domain function is
necessary to be studied through deletion of N-terminal (AN), C-terminal (AC), and both
domains (ANC). The AN, AC, and ANC mutants were expressed via recombinant E. coli
system and partially purified to remove contaminating protein. The expression of
recombinant SPS mutants were confirmed by western blot and enzyme assay
analysis. The results showed that expression and enzymatic activity of AN mutant
were increased. Conversely, the enzymatic activity of AC and ANC were decreased
and found to be an inactivite form of enzyme. It indicated that C-terminal domain of
plant SPS has a crucial role for synthesis of sucrose. Based on this study, it indicated
that N-terminal domain may demonstrate an allosteric regulation of enzyme, while C-
terminal domain might be associated with catalytic reaction of enzyme.

Keywords: deletion mutagenesis; sucrose metabolism; sucrose phosphate synthase
(SPS); sugarcane

INTISARI

Sucrose phosphate synthase (SPS) berperan penting untuk biosintesis sukrosa pada
tanaman. SPS tanaman dibagi menjadi beberapa domain diantaranya bagian domian
N-terminal, domain C-terminal, dan domain glycosyltransferase (GT). Namun, fungsi
domain N-terminal dan C-terminal masih belum jelas. Oleh karenanya, dilakukan studi
karakterisasi fungsi masing-masing domain SPS melalui penghilangan domain N-
terminal (AN), C-terminal (AC), dan kedua domain tersebut (ANC). Mutan AN, AC, dan
ANC diekspresikan melalui sistem rekombinan E. coli dan dilakukan purifikasi protein
secara parsial untuk menghilangkan sebagian protein kontaminan. Protein
rekombinan mutan dikonfirmasi ekspresinya melalui teknik western blot dan
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dilakukan uji aktivitas enzim. Hasil studi menunjukkan bahwa ekspresi dan aktivitas
enzim mutan AN meningkat. Sebaliknya, pada mutan AC dan ANC terjadi penurunan
aktivitas enzim, bahkan mendekati kondisi tidak aktif. Hal ini mengindikasikan bahwa
bagian domain C-terminal SPS tanaman memiliki peran yang sangat krusial untuk
sintesis sukrosa. Melalui studi ini dapat diketahui bahwa domain N-terminal
diindikasikan berperan dalam regulasi alosterik enzim, sedangkan domain C-terminal
diasumsikan berkaitan dengan reaksi katalitik enzim.

Kata kunci: metabolisme sukrosa; mutasi delesi; sucrose phosphate synthase (SPS);

tebu.

PENDAHULUAN
Sukrosa merupakan hasil utama
fotosintesis di daun yang selanjutnya

ditranslokasi ke seluruh bagian jaringan
tumbuhan, termasuk ke organ penyimpanan
pada tumbuhan. Peran sukrosa sangat

penting sebagai sumber karbon untuk
pertumbuhan dan perkembangan tumbuhan
(Lemoine et al., 2013; Ruan, 2012). Dalam
metabolismenya, sukrosa sangat
dipengaruhi oleh beberapa enzim. Salah
satu enzim kunci yang bertanggung jawab
dalam sintesis sukrosa adalah sucrose
phosphate synthase (SPS; EC 2.4.1.14).
SPS mengkatalisis reaksi pertama dalam
pembentukan sukrosa, dari substrat uridine
diphosphate-glucose (UDP-G) dan fructose-
6-phosphate  (F6P)
phosphate (S6P) (Huber & Huber 1996).

Selain sintesis sukrosa, beberapa studi

menjadi  sucrose-6-

melaporkan bahwa SPS juga meregulasi
partisi karbon pada tanaman. Melalui studi
overekspresi pada tanaman padi (Wang et
al.,, 2015), kapas (Haigler et al.,, 2007),
kentang (Ishimaru, et al., 2015), tebu (Anur,
et al., 2020), dan tomat (Afidah et al., 2022)
membuktikan adanya peningkatan
akumulasi sukrosa yang akan mengarah

pada peningkatan produktivitas tanaman.

Mekanisme SPS tanaman sangat
melibatkan
enzim SPS
dikontrol oleh efektor glucose-6-phosphate
(G6P) dan inorganik fosfat (Pi). Hal ini

ditunjukkan dengan peningkatan aktivitas

kompleks karena regulasi

alosterik dimana aktivitas

enzim SPS yang terjadi akibat adanya G6P
(Volkert et al., 2014; Fibriani, et al., 2019).
SPS
ditemukannya dua bentuk isoform SPS,
SoSPS1 dan SoSPS2, yang didapatkan dari
cDNA
keberadaannya, diketahui bahwa SoSPS1

Karakterisasi tebu berawal dari

pustaka tebu. Berdasarkan
banyak ditemukan di
SoSPS2
tanaman seperti akar (Sugiharto, et al.,
1997). SoSPS1
terhadap efektor alosterik daripada SoSPS2.
SoSPS1 lebih
yang terlibat

fotosintesis, sehingga SoSPS1 digunakan

daun sedangkan

pada organ non-fotosintetik

Regulasi lebih  sensitif

Selain itu, representatif

sebagai enzim dalam
dalam studi sebelumnya untuk dilakukan
karakterisasi enzim (Sawitri, et al., 2016;
Sawitri, et al., 2018; Kurniah, et al., 2021).
SPS tidak hanya diregulasi pada sel
tanaman, tetapi juga terdapat pada sel
prokariotik seperti sianobakteria dan bakteri

non-fotosintetik. SPS tanaman berukuran
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sekitar 120 kDa dan terdiri dari tiga domain
yaitu domain N-terminal, glycosyltransferase
(GT), dan C-terminal. Berbeda dengan SPS
tanaman, ukuran SPS pada sel prokariotik
berkisar antara 61 kDa dan hanya memiliki
satu domain yaitu domain GT (Chua et al.,
2008; Sawitri 2018).
preferensi substrat pada SPS bakteri non-

et al., Selain itu,

fotosintetik untuk  mengkatalisis reaksi
pembentukan sukrosa tidak spesifik pada
UDP-G melainkan nucleotide diphosphate-
glucose (NDP-G) dimana nukleotida di sini
dapat
guanin (GDP-G).

dapat disimpulkan bahwa UDP-G adalah

berupa adenin (ADP-G) maupun

Melalui studi tersebut
substrat yang spesifik pada SPS tanaman
(Chua et al., 2008). Pada studi sebelumnya
SoSPS1

tanaman

menggunakan sebagai
SPS

bahwa peran domain N-terminal penting

representatif dilaporkan
untuk regulasi alosterik (Sawitri et al., 2016).
Namun, peran domain C-terminal masih
belum jelas karena struktur SPS tanaman
belum dilaporkan. Oleh karenanya, pada
studi ini dilakukan delesi domain SoSPS1
dan dikarakterisasi ekspresinya.
Karakterisasi peran masing-masing domain
SPS

memberikan

tanaman ini diharapkan dapat

informasi mengenai potensi
target rekayasa enzim terkait metabolisme

sukrosa.

BAHAN DAN METODE
Konstruksi mutan SoSPS1 pada vektor
ekspresi pTrcHisA
Konstruksi mutan diawali dengan pemilihan

sekuens yang dimutasi dan amplifikasi gen

38

pengkode SoSPS1. Gen pengkode SoSPS1

didapatkan dari  hasil  re-sekuensing
rekombinan DNA SoSPS1 pada penelitian
sebelumnya  dengan aksesi
AB001337.1 di GenBank dan panjang
sekuens 3,225 bp (Sawitri et al., 2016).

Bagian SoSPS1 yang dimutasi yaitu delesi

nomor

171 asam amino di bagian N-terminal (AN-
SoSPS1), delesi 340 asam amino di bagian
C-terminal (AC-SoSPS1), dan delesi 511
asam amino di bagian domian N-terminal
(ANC-SoSPS1).

Penghilangan bagian N-terminal dan C-

dan C-terminal

terminal dihasilkan dari amplifikasi gen
menggunakan polymerase chain reaction
(PCR) dengan primer pada Tabel 1. Hasil
amplifikasi tiga macam mutasi tersebut
selanjutnya dipotong dan diligasikan pada
pTrcHisA

Strategi yang digunakan dalam konstruksi

vektor ekspresi (Invitrogen).
gen ini adalah teknik dimana hasil ligasi
fragmen DNA yang tidak dapat dipotong
(compatible cohesive ends). Amplikon yang
mengandung restriksi enzim Sbfl dan EcoRl
diligasikan pada vektor pTrcHisA yang
dan EcoRI. Sisi

akan tersambung

dipotong dengan Pstl
restriksi enzim  Sbfl
dengan Pstl, tetapi sisi ini tidak dapat
terpotong oleh restriksi enzim Sbfl maupun
Pstl.
melalui sistem bakteri Escherichia coli strain
XL10-Gold (Stratagene) dan diverifikasi
menggunakan sekuensing DNA metode

Sanger (Fibriani et al., 2019).

Kloning hasil konstruksi dilakukan
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Tabel 1. Pasang primer yang digunakan dalam konstruksi gen mutan SoSPS1

Nama primer

Sekuens nukleotida (5’ — 3’)

A N-SoSPS1 F CGC CCT GCA GGA AGG AGAAGAAGCTTTACATIG TG
R CGC GAATTC TCA CAT GCC GCT AGA AGT CTT GGA
A C-SoSPS1 F CGC CCT GCAGGATGG CCG GGAACGAGTGGATC
R GCG GAATTC TCA GTC CAACGA CAG TGG GTC GTT AGT
ANC-Sosps1 _F CGC CCT GCA GGA AGG AGA AGAAGC TTT ACATTG TG
R GCG GAA TTC TCA GTC CAA CGA CAG TGG GTC GTT AGT
Ekspresi dan purifikasi rekombinan selama 6 menit di suhu 4°C. Sel yang telah

mutan AN-, AC-, ANC-SoSPS1

Plasmid mutan SoSPS1 yang telah
dikonstruksi selanjutnya ditransfer ke dalam
strain BL21(DE3)

menggunakan metode heat-shock (Sawitri et

kompeten sel E. coli
al., 2016). Bakteri E. coli strain jenis strain
BL21(DE3) pada umumnya digunakan untuk
ekspresi  protein. Bakteri transforman
ditumbuhkan pada suhu 30-37°C selama
semalam sebagai kultur starter ke dalam
media Luria Broth (LB) sebanyak 50 ml yang
Kultur

starter sebanyak 10 ml diinokulasikan ke

mengandung 50 pug/ml ampicillin.
dalam 1 liter media LB yang mengandung
50ug/mL ampicillin dan dikultur pada suhu
3-5

log untuk

30°C selama sekitar jam hingga

mencapai awal fase inisiasi

ekspresi protein. Ketika telah mencapai awal
fase bakteri,

log kurva pertumbuhan

selanjutnya dilakukan tahap ekspresi protein
B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) sebanyak 0.05

dengan penambahan jsopropyl!
mM dan pemindahan suhu kultur di 20°C
selama semalam.

Hasil kultur keesokan harinya sekitar
17-20 jam kemudian, sel bakteri dipanen
menggunakan

sentrifugasi dengan

kecepatan 6,000 revolution per minute (rpm)

dipanen dilarutkan ke dalam buffer ekstraksi
(50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 150 mM NacCl; 1
mM MgCl,, 1 mM EDTA; dan 1 mM PMSF)
dan disonikasi selama 2 x 30 detik dalam
kondisi dingin (on ice). Sel yang telah

terhomogenisasi  selanjutnya  dilakukan
sentrifugasi dengan kecepatan 15,000 rpm
selama 15 menit di suhu 4°C. Larutan
supernatan dicampurkan ke dalam resin
anion exchange DE52 (Whatman) dan
difiltrasi menggunakan Miracloth
(Calbiochem) untuk purifikasi protein. Dalam
studi ini dilakukan purifikasi protein secara
parsial dikarenakan banyaknya protein yang
hilang ketika melakukan beberapa tahap
purifikasi protein hingga mendapatkan
protein yang murni. Sedangkan dalam studi
ini diperlukan kelimpahan protein yang besar

dalam analisis aktivitas enzim.

Western blot

Total protein yang merupakan hasil
ekstraksi dari sel bakteri E. coli kemudian
10%
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide-gel
electrophoresis (SDS-PAGE) berdasarkan
2016).

Protein yang telah terpisah di dalam gel

dipisahkan menggunakan sodium

metode Laemmli (Sawitri et al.,
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selanjutnya ditransfer menggunakan
membran nitroselulosa Immobilon-P
(Millipore) untuk analisis western blot

menggunakan antibodi monoklonal Xpress
epitope yang mengandung histidine tag
(Invitrogen) dan antibodi sekunder alkaline
phosphatase-conjugated (BioRad). Protein
yang
divisualisasi dengan pewarnaan NBT/BCIP.

telah bereaksi dengan antibodi

Aktivitas enzim

Pengukuran aktivitas enzim SPS
dideskripsikan pada studi sebelumnya
(Sawitri et al., 2016). Total reaksi adalah
50 ul yang mengandung 50 mM Hepes-
NaOH (pH 7.5), 20 mM MgCl2, 20 mM
F6P, 20 mM UDP-G, dan enzim. Reaksi
enzimatis berlangsung selama 10 menit
diinkubasi pada suhu ruang 25°C dan
reaksi berhenti melalui penambahan 1 M
NaOH
dilanjutkan dengan pemanasan di suhu
95°C

mendekomposisi sisa F6P yang tidak

sebanyak 35 uyl kemudian

selama 10 menit untuk

bereaksi. Selanjutnya dilakukan
pewarnaan pada sukrosa yang terbentuk
melalui penambahan 125 pl of 0.1%

(w/v) resolcinol dalam 95% etanol dan
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30% (w/v) HCI, serta diinkubasi pada

85°C selama 8 menit. Warna yang

terbentuk diukur menggunakan
spektrofotometer  (SH-1000, Corona
Electric) yang dilengkapi dengan

microtiter plate reader. Untuk deteksi
produk enzim SPS berupa sukrosa
digunakan dengan panjang gelombang
520 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil konstruksi dan ekspresi
rekombinan mutan AN-, AC-, ANC-
SoSPS1 pada E. coli

Tiga rekombinan mutan telah

berhasil didapatkan melalui amplifikasi gen
target SoSPS1 menggunakan beberapa
pasang primer pada Tabel 1, kemudian
diinsersikan pada vektor ekspresi pTrcHisA
dan diekspresikan di bakteri E. coli BL21
(DE3). Hasil konstruksi telah dikonfirmasi
menggunakan PCR dan didapatkan bahwa
rekombinan mutan AN-SoSPS1 berukuran
2.7 kB, AC-SoSPS1 berukuran 2.2 kB, dan
ANC-S0SPS1 berukuran 1.68 kB (Gambar
1). Melalui sekuensing DNA, telah dibuktikan
pula bahwa klon rekombinan mutan adalah
klon positif yang sesuai dengan desain

konstruk pada Gambar 2A.
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AN AC ANC M

M =1 kb DNA Ladder NEB
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Gambar 1. Hasil amplifikasi PCR klon rekombinan mutan menggunakan primer konstruksi
pada Tabel 1. Marker (M) yang digunakan adalah 1 kb DNA Ladder (New Englands Biolabs,

UK).

Untuk melihat ekspresi mutan AN-,
AC-, ANC-S0SPS1, maka dilakukan analisis
western blot pada sampel berupa total
protein rekombinan E. coli. Pada studi ini
tidak dilakukan pengukuran total protein,
tetapi total protein diambil dari pellet 1 mL
kultur rekombinan E. coli. Pengambilan
sampel dilakukan setiap 0, 6, 24 jam kultur
E.coli dan antibodi yang mengandung
histidine tag. Pada Gambar 2B terlihat
bahwa ukuran pita protein mutan AN-, AC-,
ANC-S0SPS1 sesuai dengan model desain
konstruksi pada Gambar 2A, yaitu AN-
SoSPS1 sekitar 106 kDa, AC-SoSPS1
sekitar 87 kDa, dan ANC-SoSPS1 sekitar 68
kDa. Hal ini membuktikan bahwa protein
mutan berhasil

rekombinan terekspresi

karena adanya peningkatan ketebalan pita
protein dari kultur O jam hingga 6 jam.
protein AC dan ANC-SoSPS1

berubah menjadi lebih tipis setelah kultur

Ekspresi

selama 24 jam, sedangkan hal tersebut tidak
terjadi pada mutan AN-SoSPS1. Ekspresi
protein mutan AN-SoSPS1 menunjukkan
bahwa keberadaan protein tidak berubah
setelah kultur selama 6 jam hingga 24 jam.
Oleh AN-S0SPS1
diasumsikan lebih stabil daripada AC dan
ANC-SoSPS1. Pada mutan AC dan ANC-
SoSPSL1 terlihat bahwa protein terdegradasi

karenanya, mutan

setelah kultur selama 24 jam. Hal ini terjadi
karena enzim SPS mutan diduga mengalami
proses proteolisis pada sel E. coli selama

kultur.

Vegetalika | https://doi.org/10.22146/veg.81130



42

A
6xHis-tag
[ INterm GRS | cierm. | SoSPS1(120 kDa)
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Gambar 2. Ekspresi rekombinan mutan AN-, AC-, ANC-SoSPS1. (A) Model konstruksi
mutan dan prediksi ukuran protein yang dihasilkan berdasarkan Chua et al., 2008. (B)
Ekspresi protein yang dihasilkan melalui analisis western blot.

Hasil yang ditunjukkan pada Gambar
2B

masing mutan SPS dapat diekspresikan.

telah membuktikan bahwa masing-

Namun, fungsi masing-masing harus

dikarakterisasi melalui analisis aktivitas
enzim, apakah karakter enzimatis mutan
SPS berubah atau tidak. Protein rekombinan
diekstrak dari E. coli yang telah dikultur
selama 24 jam, selanjutnya dipurifikasi
secara parsial menggunakan resin anion
untuk  memisahkan

exchange protein

kontaminan yang tercampur dengan protein

rekombinan mutan SoSPS1. Hasil purifikasi

parsial tersebut kemudian diuji aktivitas
enzimnya dengan mengukur produk yang
terbentuk berupa sukrosa. Pada Gambar 3
terlihat

bahwa produk yang terbentuk

melalui katalisis enzim pada mutan AN
terlihat lebih tinggi daripada mutan AC dan
ANC. Produk yang dihasilkan baik pada
mutan AC maupun mutan ANC ditunjukkan
hampir mendekati 0 mM sukrosa per 10

menit.

Tabel 2. Produk S6P yang terbentuk melalui aktivitas enzim mutan AN-, AC-, ANC-SoSPS1

Nama mutan SoSPS1

Produk S6P yang terbentuk (mM/10 menit) + SD*

AN
AC
ANC

0.68 +0.022
0.02 + 0.006
0.01 +0.001

*SD = Standar Deviasi

Vegetalika | https://doi.org/10.22146/veg.81130



Pada Tabel 2 juga menunjukkan bahwa
dengan adanya pemotongan di daerah

domain C-terminal dapat menurunkan
aktivitas enzim hingga hampir 35 kali lipat
dibandingkan mutan AN-SoSPS1. Hal ini
dapat diasumsikan bahwa mutan dengan
penghilangan bagian domain C-terminal
dapat menyebabkan enzim  menjadi
inaktivasi. Beda halnya rekombinan mutan
dengan penghilangan daerah domain N-
terminal yang masih menunjukkan aktivitas

enzimnya. Melalui pengamatan ekspresi

AC dan ANC-SoSPS1 dapat
diasumsikan bahwa setelah kultur selama
24 sedikit sedikit

mengalami degradasi. Hasil

protein

jam demi protein

ini
mengindikasikan domain C-terminal memiliki
fungsi yang penting dalam aktivitas enzim.
Hal ini dibuktikan dengan adanya delesi
domain C-terminal dapat mengakibatkan
tidak stabil

kehilangan fungsinya sebagai enzim sintesis

enzim SPS menjadi dan

sukrosa.

Aktifitas enzim SoSPS1

T 08

£ 1

o

—

~

= 06

£

=

=

£ 04

'}

0

g

o 0.2

Y

Q

A

= 0 = [ —
AN AC ANC

Gambar 3. Hasil aktivitas enzim pada rekombinan mutan AN-, AC-, ANC-SoSPS1 melalui
pengukuran spektofotometer dengan panjang gelombang 520 nm.

Partisi karbon merupakan proses

penting dalam distribusi energi pada
tanaman. Salah satu enzim yang sangat
berperan dalam proses patrtisi karbon adalah
SPS (Wang, et al., 2013). Karakterisasi SPS
tanaman, utamanya pada masing-masing
fungsi domain, masih belum sepenuhnya
diketahui. Oleh karenanya, hingga saat ini
mekanisme partisi karbon pada tanaman
dari organ fotosintetik ke seluruh bagian

tanaman (source ke sink) masih belum jelas.

Salah satu studi yang telah dilakukan
sebelumnya untuk mengetahui fungsi
domain SPS tanaman adalah dengan

penghilangan bagian domain N-terminal.
Hilangnya domain N-terminal menyebabkan
enzim tidak dapat merespon G6P karena
dimungkinkan G6P tidak dapat berikatan
dengan daerah N-terminal, meskipun hal ini
dibuktikan.

daerah N-terminal

masih belum dapat

Penghilangan justru

dapat meningkatkan spesifik aktivitas enzim
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hingga 10 kali lipat. Sebaliknya SPS

tanaman dapat merespon G6P melalui
peningkatan aktivitas enzim ketika domain
N-terminal masih utuh. Hal ini dapat
diasumsikan bahwa pengikatan G6P pada
domain N-terminal
SPS

sehingga

menyebabkan afinitas

tinggi
mengalami

terhadap substrat semakin

aktivitas  enzim
peningkatan (Sawitri, et al., 2016). Informasi
mengenai penghilangan daerah domain C-
terminal SPS masih belum dilaporkan,
seperti halnya pada daerah N-terminal. Oleh
karenanya, studi ini merupakan studi yang
pertama kali dilakukan pada bagian C-
terminal SPS.

Studi ini dapat memberikan informasi
bahwa penghilangan C-terminal SPS tidak
direkomendasikan untuk aplikasi rekayasa
genetik yang berkaitan dengan peningkatan
akumulasi sukrosa tanaman. Akan tetapi,
knock out

mutasi pada SPS melalui

penghilangan bagian C-terminal dapat
dijadikan sebagai target agar enzim menjadi
tidak aktif. Pada

penghilangan  bagian

tanaman, adanya
SPS

sintesis

C-terminal

mungkin dapat mengakibatkan

sukrosa tidak dapat terjadi. Sebaliknya,

penghilangan N-terminal pada SPS tanaman

memiliki  potensi untuk  meningkatkan

aktivitas sintesis sukrosa melalui genomic
sukrosa

editing. Peningkatan akumulasi

tersebut nantinya dapat mengarah ke

peningkatan produktivitas tanaman.
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KESIMPULAN

Mutan rekombinan SoSPS1 yang terdiri dari
AN-, AC-, ANC telah
diekspresikan di E. coli. Namun, mutan AN-,
AC-, dan ANC memiliki karakter aktivitas

dan berhasil

enzim yang berbeda. Penghilangan bagian
N-terminal dapat menyebabkan aktivitas
enzim meningkat, akan tetapi penghilangan
bagian C-terminal mengakibatkan aktivitas
enzim hilang. Hal ini mengindikasikan
pada SPS

penting dalam

bahwa bagian C-terminal

tanaman memiliki fungsi

proses biosintesis sukrosa.
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