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KLONING GEN COAT PROTEIN SMV DENGAN PENDEKATAN PCR
(CLONING OF THE COAT PRGTEIN GENE OF SMV WITH THE PCR APPROACH )

Sismindari dan Sudjadi
Pusat Antar Universitas Bioteknologi UGM

ABSTRACT

SMV is RNA virus had to be converted to the first strand DNA using oligo (dT) and murine
reverse rranscr}gptase. Amplification of coat protein gene region was carried out by Polimerase Chain
Reaction (PCR) with two primers, 3TACATCTTGGAACCAATGGCAAGGAGAGAAG3® and
S'AGGACAACAAACATTGCCGS'. The PCR product was blund ended by S1 nuclease, and ligated inio
Smal digested pUCI8 and phcsphatase treatment by calf intestine phos%ha!ase. Ligation mixture was
used to transform E. coli DH5 a. Recombinant plasmid was digested with EcoRI and HindIII showed 0,8
kb fragmeni. Southern blot analysis at high strigency using PCR product as a probe shows that the 0,8
kb fragment produced intense signal.
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INTISARI

SMV merupakan virus RNA schingga sebagai langkah pertama dalam penelitian ini perlu
dilakukan sintesis untai pertama cDNA dengan menggunakan Primer oligo-(dT) dan murine reverse tran-
Ecnptme@%%% amgnggm[iﬁkam{aemh gen coat protein cg akukan wgcng:]n dl:;t(ci:de Polimerase Chain

eaction m untai pertama cDNA sebagai cetak aw. ua primer yang terdiri
dari 5'-TACATCTTGGAACCAATGGCAG CAAGGAGAGARG-S‘ dan
S'-AGGACAACAAACATTGCCG-3'. Hasil PCR dibuat papak dengan nuklease s, diligasikan dengan
pUCI8 yang telah dipotong dengan Smal dan dihilangkan ujung fosfatnya dengan calf intestine
phosphatase (CIP). Transformasi dilakukan pada E. coli DHSa. Plasmid rekombinan yang didigesti
dengan EcoRI dan Hindlll menunjukkan fragmen 0,8 kb. Analisis Southern blot pada suhu tinggi dengan

pelacak fragmen hasil PCR menunjukkan fragmen tersebut memberikan signal kuat.

Kata kunci : SMV, coat protein

PENDAHULUAN

Soybean  Mosaic  Virus  (SMV)
merupakan suatu virus yang banyak menyerang
kedelal. Untuk mengendalikan virus tersebut pada
umumnya digunakan cara cross-protection. Pada
saat ini banyak peneliii menggunakan teknik
rekayasa genetik untuk mengembangkan tanaman
transgenik yang tahan terhadap virus. Pendekatan
dengan cara penyisipan gen coat prolein (cp)
suatu virus pada tanaman telah banyak dilaporkan
dapat menyebabkan tanaman tersebut tzhan atau
toleran terhadap serangan virus. Virus yang telah
diteliti di antaranya adalah Tobacco Mosaic Virus
(TMV), Potato Virus X dan Potato Virus Y (Ling
etal., 1991). Sedangkan tanaman yang digunakan
untuk percobaan adalah tanaman tembakau,
tomat, kentang, dan alfalfa. Lebih lanjut
dilaporkan  bahwa  tanaman  transgenik
menunjukkan sifat yang sama, baik pada
percobaan laboratorium maupun pada sawah.
Penelitian sejenis sedang dilakukan di Australia

pada tanaman kacang tanah terhadap infeksi virus
Peanut Stripe Virus (PSV).

SMV berbentuk batang dengan satu
macam coat protein. Genom potyvirus tersebut
terdiri dari RNA untai tunggal dengan ukuran
sekitar 10 kb dan poly A pada ujung 3'nya. Pada
infeksi, tidak diperoleh subgenom RNA pada
jaringan tanaman terinfeksi. SMV menyandi
delapan protein yang pada awalnya merupakan
satu protein besar yang kemudian mengalami
pemotongan (post-translationally ~ processed)
menjadi protein virus (Eggenberger ef al., 1989).
Urutan basa dari gen c¢p SMV dan daerah
pengapitnya telah dilaporkan oleh Eggenberger et
al. (1989). Dari urutan basa tersebut kemudian
disusun dua primer untuk amplifikasi daerah gen
cp. Kloning gen cp saja, tanpa bagian genom
SMYV lainnya diharapkan akan memberikan hasil
yang lebih meyakinkan bahwa perubahan sifat
tanaman transgenik benar-benar disebabkan oleh
penyisipan gen cp SMV.
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Virus kedelai isolat Yogyakarta telah
berhasil diisolasi dan dimurnikan dengan metode
bercak tunggal pada Phaseclus vulgaris dan
kemudian diperbanyak pada tanaman kedelai c.v.
Wilis (Sumardiyono ef al., 1994). Tujuan jangka
panjang penelitian ini adalah untuk memperoleh
tanaman kedelai transgenik yang toleran terhadap
infeksi wvirus berdasarkan pada mekanisme
resistensi protein pembungkus.

Penelitian ini  bertujuan  untuk
menerapkan teknik rekayasa genetik dengan
mengklon gen ¢p SMV tersebut dengan teknik
polymerase = chain reaction (PCR) dan
menggunakan vektor pUC18. Dari penelitian ini
diperoleh dua klon (pCP18-1 dan pCP18-30)
yang diduga membawa gen cp.

BAHAN DAN METODE

Virus kedelai yang merupakan isolat lokal
(Sumardiyono et al., 1994). Sebagai vektor untuk
kloning digunakan pUC18 (Yanisch-Perron ef al.,
1985) dan sebagai sel inmang digunakan
Escherichia coli DHeS.

Isolasi RNA

Suspensi virus diekstraksi dengan
fenol-kloroformm dalam suasana basa untuk
menghilangkan protein pembungkusnya. Fase air
kemudian ditambah NaCl dan PEG6000
(konsentrasi akhir). Pellet RNA dilarutkan dalam
buffer TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM).

Sintesis untai pertama cDNA (Sambrook ef al,
1989)

Untai pertama ¢cDNA disintesis sesuai
metode baku dengan menggunakan murine
reverse transcriptase dan primer oligo dT.
Sebelum dilakukan sintesis larutan RNA
dipanaskan terlebih dahulu pada 70°C untuk
menghilangkan struktur sekunder.

Kloning ger cp.

Daerzh gen ¢p disintesis menjadi DNA
untai ganda dan diamplifikasi dengan cara PCR
dengan  menggunakan Tag  polimerase
{Boehringer) dan dua primer pengapit 5TACAT-
CTGAACCATGGCAGGCAAGGAGAAGS' dan
S'AGGACAACAAACATTGCCGS'. Denaturasi
dilakukan pada subu 94°C, annealing pada suhu
55°C dan sintesis pada 72°C. Amplifikasi
dilakukan 30 putaran.

Produk PCR dibuat papak pada keduna
ujungnya dengan nuklease S1 pada suhu 37°C,
kemudian diligasikan dengan T7 DNA ligase pada
pUCI18 yang telah dipotong dengan Smal-dan
kedua ujung fosfatmya telah dihilangkan-dengan
calf intestinal phosphatase (CIP). Campuran
ligasi tersebut kemudian digunakan untuk
mentransformasi E. coli DHe5 sesuai cara yang
dijelaskan Kushner (1978) dengan menggunakan
campuran kalsium klorida, rubidium klorida dan
MOPS. ‘Transforman diseleksi pada medium
Lauria Bertani yang mengandung ampisilin, X-gal
dan IPTG.

Isolasi DNA plasmid
DNA plasmid diisolasi dengan lisis alkalis
seperti dijelaskan oleh Sambrook et al. (1989).

Hibridisasi Southern

Southem blot dari gel agaros hasil
elektroforesis klon 1 dan klon 30 menggunakan
membran Hybon N selama semalam. Selanjutnya
membran tersebut ‘dicuci dan dikeringkan pada
suhu 80°C selama 2 jam, kemudian dihibridisasi
selama semalam pada temperatur 66°C dengan
pelacak fragmen hasil PCR berlabel **P=(dATP)
dan menggunakan pelarut hibridisasi seperti yang
dijelaskan oleh Sambrook er al. (1989).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi. SMV merupakan virus RNA
untai tunggal, sehingga tidak dapat langsung
dikion pada suatu vektor. RNA tersebut harus
terlebih dahulu diubah menjadi DNA untai
tunggal oleh wmurine reverse transcriptase
dengan menggunakan primer oligo dT 12 mer.
Hasil sintesis DNA untai tunggal tersebut
digunakan sebagai cetakan pada amplifikasi gen
cp. Primer yang digunakan untuk amplifikasi
dirancang dari susunan basa pengapit gen cp
{(Eggenberger et al., 1989). Amplifikasi dilakukan
30 siklus. Hasil amplifikasi diperoleh fragmen
sekitar 0,80 kb (Gambar 1I).
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Gambar 1. Hasil amplifikasi
Figure 1. The result of amplification

Kloning gen cp SMV. Pada penelitian ini
dipilih pUC18 scbagi vektor, dengan
pertimbangan bahwa pUC18 mempunyai ukuran
yang lebih kecil dengan jumlah kopi (copy
number) yang besar dibanding pRT101; suatu
plasmid vektor untuk tanaman. Fragmen DNA
hasil amplifikasi pada umumnya mempunyai
ujung tergantung, schingga perlu dibuat papak
menggunakan nuklease SI. Fragmen tersebut
kemudian diligasikan pada vektor pUC18 yang
telah dipotong dengan Smal yang juga mempunyai
ujung papak. Supaya tidak terjadi penyambungan
kembali, maka kedua ujung fosfat dari pUCI8
dihilangkan dengan CIP. Campuran ligasi
kemudian digunakan untuk mentransformasi E.
coli DH5c. Transforman diseleksi pada agar
Luria Bertani-ampisilin yang mengandung X-gal
dan [PTG. Koloni yang membawa plasmid dengan
penyisipan DNA virus dapat dilihat dari warmna
koloni putih, sedang koloni yang membawa
pUCI8 utuh berwama biru. Pada dua kali
percobaan diperoleh 36 koloni putih.

Masing-masing koloni yang diambil
secara acak ditumbuhkan pada Luria
Bertani-ampisilin dan plasmidnya diisolasi.
Masing-masing plasmid dipotong dengan ensim
restriksi FcoRl dan Hindlll dan kemudian
dielektroforesis pada agaros 0,8%. Hasil
elektroforesis menunjukkan bahwa ada beberapa
kemungkinan klon yang tidak membawa DNA
virus. Hal ini kemungkinan terjadi karena adanya
dimer pUC ataupun pada tahap fosfatasc DNA
plasmid sedikit terpotong. Untuk klon yang
membawa sisipan fragmen DNA dapat terlihat
adanya dua pita pada elektroforesis. Pita dengan
ukuran 2,7 kb adalah fragmen pUC18, sedangkan
pita 0,8 kb adalah gen cp. Dari 30 klon dengan
beberapa kali percobaan analisis diperoleh dua
klon yang menunjukkan adanya fragmen DNA
sisipan, yang kemudian diberi nama pCP18-1 dan
pCP18-30.

Analisis klon. Untuk lebih meyakinkan
bahwa klon tersebut betul-betul membawa
fragmen hasil PCR, maka sclanjutnya diuji dengan
metode hibridisasi Southern. Pertama diblot untuk
memindahkan fragmen DNA ke membran nilon.
Selanjutnya dilakukan hibridisasi pada temperatur
55°C dengan menggunakan pelacak fragmen hasil
PCR yang telah dilabel dengan [**P=]dATP. Hasil
autoradiografi menunjukkan bahwa terjadi
komplementasi antara pelacak dengan fragmen
DNA sisipan. Sehingga dapat disimpulkan bahwa
kedua klon tersebut membawa fragmen hasil
amplifikasi.

Digesti pCP18-1 dengan berbagai enzim
restriksi menunjukkan bahwa DNA sisipan
mempunyai lokasi pengenalan untuk BamHI,
Smal dan Sall tetapi tidak mempunyai pengenalan
untuk Bgll, EcoRl, dan Hindlll. Peta restriksi
belum dikerjakan menunggu hasil digesti dengan
enzim lainnya. Oleh karena kloning hanya
digunakan satu ensim, maka ada kemungkinan
diperoleh dua orientasi. Untuk ini 0,8 kb fragmen
EcoRI-Hindlll diisolas1 dani agaros LMP dan
kemudian diligasikan pada pUC19 yang telah
dipotong dengan  EcoRI-Hindlll.  Seleksi
dilakukan seperti dijelaskan pada waktu kloning.
Beberapa koloni putih diperbanyak dan diisolasi
DNA plasmidnya yang kemudian dipoiong dengan
EcoRI-Hindlll. Hasil menunjukkan fragmen
dengan ukuran 0,8 kb. Klon pada pUC19 ini
diberi nama pCP19-1.
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Pada penelitian lebih lanjut gen cp pada
pCP19-1 akan dipindahkan pada vektor pRT101
untuk memberikan protomer S35 CaMV dan
poli-A. Selanjutnya gen ¢p yang telah mempunyai
promoter dan poli-A ini dipindahkan pada vektor
pCV002 yang mempunyai T-DNA dan marker
kanamisin. Konstruk ini siap untuk transformasi
protoplas tanaman tembakau ataupun transformasi
eksplan dengan pertolongan Agrobacterium.
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