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Abstrak: Transformasi plasmid merupakan proses masuknya plasmid ke dalam protoplas atau sel
inang yang mengakibatkan perubahan materi genetika. Tujuan dari penelitian untuk mentransformasi
plasmid pTRLI ke dalam protoplas Aspergillus terreus dan menentukan stabilitas transforman. Penelitian
diawali dengan isolasi plasmid pTRILI, penentuan kemurnian dan konsentrasi plasmid pTRLI dengan
menggunakan serapan pada panjang gelombang 260 dan 280 nm dari alat nanodrop. Kemudian,
protoplas A. terreus diisolasi secara enzimatik dengan enzim kitinase, selulase, dan maserosim. pTRLI1
ditransformasi ke dalam protoplas 4. ferreus dengan penambahan kalsium klorida dan polietilenglikol.
Transforman ditumbuhkan dalam media Czapek-Dox agar yang mengandung piritiamin 1 mg/L. Jumlah
transforman yang dapat tumbuh antara 12 sampai 19 transforman/pg plasmid pTRLI. Transforman
dideteksi dengan mengamplifikasi gen p#r4 yvang berukuran 801 pb. Dari penelitian ini, dapat disimpulkan
bahwa PEG dapat digunakan untuk mentransformasi plasmid pTRLI ke dalam protoplas A. ferreus dan
transforman stabil sampai generasi ke-5

Kata kunci: transformasi plasmid, plasmid pTRLI. protoplas., dspergillus terreus.

Abstract: Plasmid transformation is the introduction and incorporation of exogenous plasmid into
cells or protoplast. The purpose of this research is transformation of pTRLI plasmid into protoplasts of
Aspergillus terreus and obtain stable transformants. The research was initiated by isolation of pTRLI
plasmid and determining its purity and concentration by nanodrop machine. Furthermore, protoplasts
of A. rerreus were isolated enzymatically by addition of chitinase, cellulase. and maserozyme enzymes.
PTRLI plasmid was transformed into proioplasts of 4. rerreus by addition of calcium chloride and
polyethyleneglycol (PEG) solutions. These transformants were grown in Czapek-Dox agar medium
containing pyrithiamine 1 mg/L. and the number of transformants/jig of pTRLI plasmid was calculated.
The number of transformants were produced ranging from 12 to 19 transformants/pg of pTRLI plasmid.
The success of the transformation was indicated by pfr4d gene in transformants that could be amplified
by PCR of 801 base pairs in size. It was concluded that PEG solution could be used to transform pTRLI
plasmid into protoplasts of 4. ferrews and transformants are stable up to five generations by growing the
transformants in Czapek-Dox agar medium containing pyrithiamine 1 mg/L.

Keywords: transformation plasmid, pTRLI plasmid, protoplast, Adspergillus terreus.

PENDAHULUAN kontaminan pada produk jagung dan kacang. Kapang

ini menghasilkan beberapa metabolit sekunder seperti

ASPERGILLUS terreus merupakan kapang yang lovastatin yang digunakan sebagai obat antikolesterol

tmumbuh di tanah, kompos. dan dapat juga sebagai dan asam itakonat (itacoric acid) yang dapat digunakan
sebagai bahan polimert' 2.
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mengakibatkan perubahan materi genetika. Transformasi
plasmid pada kapang dapat dilakukan menggunakan
protoplas dengan penambahan polietilenglikol
(PEG). elektroporasi, tranformasi dengan bantuan
Agrobacteritm tumefaciens, dan particle bombardment.
Transformasi protoplas dengan penambahan PEG
digunakan pada penelitian ini untuk mentrasnformasikan
plasmid pTRLI ke dalam protoplas 4. rerreus. Beberapa
kapang yang telah berhasil ditransformasi menggunakan
transformasi protoplas dengan penambahan PEG
adalah Penicillium chrysogenum™®, Laccaria laceata™,
Monascus purpurenus'™, Neurospora crassa, Aspergillus
oryzae'®, Aspergillus nidulans™®, Trichoderma reese™,
Penicillium griseoreum'?, Aspergillus paraticus?,
dan Aspergillus flaviest'?),

Untuk membedakan sel yang mengalamai
transformasi dan yang tidak mengalami transformasi
digunakan penanda seleksi (disandi oleh suatu gen
dan dibawa oleh vektor atau plasmid). Ada dua cara
mendeteksi keberhasilan transformasi yang digunakan
untuk kapang, yaitu'?!*: dengan penanda resistensi dan
penanda konversi mutan auksotrof menjadi prototrof.
Penanda resistensi yang digunakan adalah resistensi
terhadap benomil (gen bernd). pleomisin (gen ble).
higromisin (gen Aph), dan piritiamin (gen prrd).
Sedangkan penanda konversi mutan auksotrof menjadi
profotroph antara lain meliputi kemampuan mengubah
nitrat menjadi nitrit (gen riald), kemampuan untuk
mensintesis pirimidin (gen pyr4), dan kemampuan
untuk mensintesis arginin (gen agrel). Pada penelitian
ini digunakan penanda resistensi terhadap piritiamin.
Transforman akan tumbuh dalam medium seleksi
Czapek-Dox agar yang mengandung piritiamin karena
plasmid pTRLI mengandung gen pfrd yang mampu
menggunakan piritiamin sebagai pengganti tiamin.

Tujuan dari penelitian ini adalah mentransformasi
plasmid pTRLI, yaitu plasmid pTRI yvang mempunyai
sisipan gen /ovE (gen yvang berperan sebagai regulator
dalam biosintesis lovastatin) ke dalam protoplas 4.
terreus dan mendapatkan transforman yang stabil.

BAHAN DAN METODE

BAHAMN. Mikroorganisime yang digunakan adalah
Aspergillus terreus dan Echericia coli DHSa vang
mengandung plasmid pTRI1 koleksi dari Balai
Pengkajian Bioteknologi, BPPT, ekstrak ragi (Difco).
ekstrak malt (Oxoid), pepton (Oxoid). glukosa
(Difco), agar bakteriologikal (Oxoid), piritiamin
(Sigma), air bebas DNAse dan RNAse (MPBio), PDA
(Oxo0id), Czapex-Dox (Oxoid), ampisilin (Sigma),
Hindlll (Fermentas), ladder 1 kb (Fermentas), agarosa
(Fermentas), sybersafe (Invitrogen), kalium klorida
(Merck). asam klorida (Merck). natrium klorida
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(Merck), baktotripton (Difco), kitinase (Sigma
Chemical), selulase (Yakult Biochemical), maserozim
(Yakult Biochemical), Kalsium klorida (Merck), primer
(Alpha DINA), Polietilenglikol 6000 (Merck), asam
asetat glacial (Merck), medium YMP (ekstrak ragi
0,3%, ekstrak malt 0,3%, pepton 0.6%., glukosa 2,0%).
medium YMP padat (ekstrak ragi 0.3%, ekstrak malt
0,3%, pepton 0,6%, glukosa 2,0%, agar 2,0%%), medium
LB (tripton 1%, NaCl 1%, ekstrak ragi 0,5%), medium
LB padat (iripton 1%, NaCl 1%, ekstrak ragi 0.5%,
agar bakteriologikal 224), larutan enzim (kitinase 0,1%.
selulase 1%, dan maserozim 1%5). larutan PEG (60%
PEG 6000; Dapar tris-HC1 10 mM pH 7.5; CaCl2 50
mM), kit PrimeSTAR HS DNA polymerase (Takara),
kit isolasi plasmid (BioBasic), dapar TAE 50X (10 mL
=24.2 g Tris, 5.71 mlL asam asetat glasial, 10 ml1 0.5 M
EDTA pH 8.0), Loading Buffer (Fermentas), dan etanol
absolut (Merck).

Alat. Alat yang digunakan dalam penelitian
ini adalah neraca elektrilk (Sartorius)., mikropipet
(Gilson), autoklaf (Tommy), mesin PCR (Takara), alat
elektroforesis (Mupid), UV transilluminator (UVP),
microwave (Sharp). pemutar orbital (Stuart), nanodrop
(ND 1000), sentrifuse (Tommy), Laminar air flow, hoit
plare (Stuart), kamera digital (Canon), vortex {Stuart),
alat gelas dan peralatan lain yang biasa dipakai di
laboratorium Bioteknologi.

METODE. Isolasi DNA Plasmid pTRLI.
Isolasi DINA plasmid dilakukan menggunakan kir
EZ-10 colummn (BioBasic). Satu koloni £.coli yvang
mengandung plasmid diinkubasi dalam medium LB cair
yvang mengandung ampisilin 100 ug/mL selama 20 jam.
Suspensi tersebut kemudian dimasukkan dalam tabung
Eppendorf 1,5 mL dan disentrifugasi dengan kecepatan
15.000 g selama 2 menit. Supernatan dibuang dan pelet
diresuspensi dalam 0,100 mL Larutan I dari kit EZ.
Suspensi tersebut diinkubasi selama 1 menit kemudian
ditaimbahkan 0.200 mL Larutan 11 dari kit £7 dan tabung
Eppendorf dibolak balik sebanyak 4 sampai 6 kali.
Suspensi diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit.
Larutan IH dari kit £Z ditambahkan ke dalam suspensi
sebanyak 0.350 mL.. Suspensi dalam tabung Eppendorf
dibolak balik sebanyak 4 sampai 6 kali dan diinkubasi
pada suhu ruang selama 1 menit. Selanjuinya suspensi
disentrifugasi dengan kecepatan 15.000 g selama 5
menit. Supernatan dipindahkan dalam kolom yang
berada tabung 2 mL dan disentrifugasi dengan kecepatan
15.000 g selama 2 menit. Larutan dalam tabung 2 mlL
dibuang dan kolom dipasang kembali dalam tabung 2
ml.. Kolom ditambahkan larutan pencuci dari kit £Z
sebanyak 0,500 mL dan disentrifugasi dengan kecepatan
15.000 g selama 2 menit. Larutan dalam tabung 2 mL
dibuang dan kolom dipasang kembali dalam tabung 2
mL. Kolom disentrifugasi dengan kecepatan 15.000
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g selama 1 menit untuk menghilangkan sisa larutan
pencuci. Kemudian kelom dipindahkan ke dalam tabung
1.5 mL dan ditambah 50 pL larutan elusi. Larutan
diinkubasi selama 2 menit dan disentrifugasi dengan
kecepatan 15.000 g selama 2 menit. Larutan elusi yang
diperoleh sebanyvak 50 plL merupakan larutan DINA
plasmid.

Visualisasi DNA plasmid. Visualisasi DNA
plasmid dilakukan menggunakan elektroforesis gel
agarosa. Larutan DINA plasmid yang diperoleh diambil
sebanyak 5 pnlL dan ditambahkan 1 L loading buffer,
dicampur merata dan dimasukkan dalam sumur pada
1%% gel agarosa yang mengandung svbersafe (sebagai
pengganti etidiumbromida). Sampel dielektroforesis
selama 20 menit pada 100 volt dan hasil eclektroforesis
dilihat dengan UV transluminator dan didokumentasi.

Penentuan kemurnian dan konsentrasi DNA
plasmid. Sebanyak 3 pnlL DNA plasmid yang diperoleh
diukur kemurnian dan konsentrasinya dengan
menggunakan nanodrop pada panjang gelombang A
260 nm dan A 280 nm.

Restriksi plasmid pTRI dan pTRLI. Sebanyak
S puLl plasmid pTRI dan pTRLI dalam tabung 0.2 ul.
masing-masing ditambahkan 2 ul. Hindlll, 11 ul air
bebas nukleasec, dan 2 pL buffer R Hindlll, kemudian
dicampur dan diinkubasi selama 2 jam pada suhu 37°C.
Kemudian Hasil restriksi dielektroforesis selama 20
menit pada 100 volt dan hasil elektroforesis dilihat
dengan UV transluminator dan didokumentasi.

Preparasi dan transformasi protoplas. Protoplas
4. terreus ditransformasi dengan menggunakan
modifikasi prosedur dari Herzog dkk . Satu koloni 4.
rerreuws yang berumur 7 hari dalam cawan petri diambil,
ditambahkan air steril, dihomogenisasi sampai halus
menggunakan potier, dan disaring. Filtrat dimasukkan
dalam erlenmeyer yang mengandung 50 mL medium
Y'MP cair dan diinkubasi pada pemutar orbital selama
20 jam dengan kecepatan putaran 200 rpm. Setelah
itu hifa disentrifugasi selama 5 menit pada 6000 g.
Endapan hifa dicuci air steril setelah itu disuspensikan
dalam 20 mL larutan enzim. Suspensi diinkubasi selama
2 jam pada suhu kamar pada pemutar orbital dengan
kecepatan putaran 100 ppm. Suspensi yang mengandung
protoplas disaring untuk menghilangkan debris dan filtrat
disentrifugasi pada 3000 g selama 20 menit kemudian
endapan dicuci dengan larutan kalsium klorida 50
mM-KC1 0,6 M. Endapan protoplas disuspensi dalam
larutan KC1 0.6 M—Tris-C1 10 mM pH 7.5 ditentukan
sumlah protoplas dengan mengunakan hemositometer.
Sebanyak 107/100 uL protoplas A. terreus dalam larutan
kalsium klorida 50 mM—-KC1 0.6M dalam tabung
Eppendorf ditambahkan 10 pg plasmid dan 50 pl
larutan polietilenglikol. Kemudian tabung Eppendorf
direndam dalam es selama 20 menit, ditambahkan 1
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mL larutan polietilenglikol. dan diinkubasi pada suhu
kamar selama 15 menit. Hasil transformasi ditummbuhlkan
dalam medium Czapex-Dox agar yvang mengandung 1
mg/L piritiamin pada suhu kamar. Transforman diamati
pertumbuhannya pada hari ke-3 sampai hari ke-10.
Setelah 5 hari ditentukan jumlah transformannya.
Sebagai kontrol negatif plasmid diganti dengan air steril.

Uji stabilitas transforman. Transforman diuji
stabilitasnya dengan cara ditumbuhkan dalam medium
YMP padat yang mengandung 1 mg/L piritiamin sampai
generasi ke-5.

Amplifikasi fragmen gen prrd dengan PCR.
Amplifikasi gen prrd dengan menggunakan pTRLI
(kontrol positif) dan genom transforman sebagai
templare. Pada tabung PCR 1 dan 2 masing-masing
ditambahkan 30.5 pL air bides, 10 pLL dapar 5X, 4 uLL
dNTP (2.5 mM), 1 nL primer forward 10 pm, 1 L
primer reverse 10 pm, 0.5 pLL Taqg DNA polimerase.
Selanjutnya pada tabung PCR 1 ditambahkan 1 pL
plasmid pTRI (kontrol positif) dan tabung PCR 2
ditambahkan 1 pL sampel genom DNA (transforman
berumur 20 jam). PCR dilakukan sebanyak 30 siklus
(satu siklus terdiri dari: Denaturasi 98°C sclama 10
detik., Hibridisasi (Annealing) 58°C selama 10 detik,
dan pemanjangan (polimerasi) fragmen DNA 72°C
selama 1 menit) dan pascaPCR 72°C selama 10 menit.
Produk PCR Sebanyak 5 pl dicampur dengan 1 pl
loading buffer dan dimasukkan dalam sumuran pada
1%% gel agarosa yang mengandung sybersagfe. Sampel
dielektroforesis selama 20 menit pada 100 volt dan
hasil elektroforesis dilihat dengan UV transiuminator
dan didokumentasi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Plasmid pTRLI berhasil diisolasi dan dapat dilihat
dari elektroforegram. Sebagai pembanding digunakan
plasmid pTRI (tanpa sisipan) yang mempunyai ukuran
lebih kecil (Gambar 1). Hasil penentuan kemurnian
plasmid pTRLI dengan menggunakan nanodrop pada
perbandingan absorban 260 nm/280 nm adalah 1,87.
Ini menunjukkan bahwa plamid pTRLI mempunyai
derajat kemurnian yang tinggi dan memenuhi
persyaratan kemurnian DNA antara 1.8 sampai 2,0.
Sedangkan konsentrasi plasmid pTRLI 98.8 ng/l.
Konsentrasi plasmid pTRLI ini mencukupi untulk
transformasi protoplas A. ferrews yang memerlukan
10 ug plasmid®. Plasmid pTRI dan pTRLI direstriksi
dengan enzim Hindlll. Hasil restriksi plasmid
pTRI menghasilkan satu pita berukuran 4.782 bp
dan plasmid pTRLI menghasilkan satu pita yang
berukuran 7.617 bp (Gambar 1).

Isolasi protoplas, dapat dilakukan secara enzimatik
dan mekanik. Cara mekanik menghasilkan jumlah
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Gambar 1. Elektroforegram: sumuran 1 lasn‘lid pTRI, sumuran 2 sampai 5 plasmid pTRLIL, sumuran 6 ladder 1 kb, sumuran
7 plasmid pTRI yang direstriksi dengan HindlIl, dan sumuran 8 sampai 11 plasmid pTRLI yang direstriksi dengan HindIll.

a =]

Generasi 1 Generasi 2 Generasi 3

a. Transforman dalam Czapex-Dox a. dan b. Transforman dalam Czapex- Transforman dalam Czap ex- Dox
piritiamin agar Dox piritiamin agar piritiamin agar

b. Transforman dalam Czapex-Dox
piritiamin agar c.dand. Induk A. terreus dalam

Czapex-Dox piritiamin agar

Generasi 4 Generasi 5

a. Transformandalam Czapex-Dox a. Transforman dalam Czapex-Dox
piritiamin agar piritiamin agar
b. Induk A terreus dalam Czapex-Dox b Induk A terreus dalam Czapex-Dox agar

piritiaminagar i Induk A terreus dalam Czapex-Dox

piritiamin agar
Gambar 2, Transforman Generasi 1, 2, 3, 4, dan 5 dalam Media Czapek-Dox Agar yang Mengandung Piritiamin 1 mg/L pada

hari ke-10.
protoplas yang sedikit karena banyak protoplas yang kitin. Pada penelitian ini digunakan campuran kitinase,
pecah saat isolasi protoplas sehingga tidak digunakan selulase, dan maserozim. Sctelah diinkubasi selama 4
pada penelitian ini. Isolasi protoplas sccara enzimatik jam diperoleh protoplas sebanyak 1,6 x 107 protoplas/
menggunakan enzim yang dapat mendegradasi ml. dan jumlah ini mencukupi untuk transformasi

dinding sel kapang yang tersusun dari selulosa dan karena untuk sekali transformasi diperlukan 5 x 10¢
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Froduk PCR 1000 bR

fragmen gen prrA 750bp

Gambar 4. Elektroforegram Produk Ampifikasi Gen prrd.
Keterangan: 1. Produk PCR fragmen gen ptrA pada plasmid;
2. Produk PCR fragmen gen prrd pada 4, terreus; 3. Produk

PCR fragmen gen prrd pada 4. ferreus; dan 4. Ladder 1 kb

protoplas/mIL{*.

Transformasi plasmid pTRLI ke dalam protoplas
A. terreus dengan penambahan polietilenglikol
dan kalsium klorida. Penambahan polietilenglikol
berfungsi untuk membantu masuknya DNA
plasmid dalam protoplas dengan cara menurunkan
tegangan permukaan. Adanya ion kalsium berfungsi
mempercepat masuknya DINA plasmid dengan cara
membentuk ikatan dengan muatan negatif pada
membran. Setelah hari ke-5 diperoleh transforman
antara 12 sampai 19 transforman per/DNA plasmid.

Transforman diuji stabilitasnya dengan cara
menumbuhkannya dalam medium agar Czapek-dox
vang mengandung piritiamin 1 mg/T. sampai generasi
ke-5 dan transforman dapat tumbuh dari generasi
ke-1 sampai ke-5. Dari hasil pengamatan diketahui
bentuk, warna, dan diameter koloni antara 0,5 sampai
1.4 cm relatif sama®?. Hal ini menunjukkan bahwa
transforman bersifat stabil sampai generasi ke-5. Hasil
uji stabilitas transforman dapat dilihat pada Gambar 2.

Gen prrd diamplifikasi dengan PCR untuk
mendeteksi transforman secara genetik. Setelah proses
PCR dilakukan karakterisasi produk PCR dengan
elektroforesis gel agarosa dengan menggunakan
marker. Fragmen gen pir4d yvang akan teramplifikasi
berukuran 801 bp. Hal ini menunjukkan bahwa
transformasi dan amplifikasi gen prrd berhasil
dilakukan. Hasil karakterisasi produk PCR dengan
elektroforesis gel agarosa dapat dilihat pada Gambar 3.

SIMPULAN
Transformasi plasmid pTRLI ke dalam protoplas 4.

terreus berhasil dilakukan dengan jumlah transforman
vang dihasilkan 12 sampai 19 koloni/pg plasmid dan
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transforman 4. ferreus dapat tumbuh stabil dalam
medium seleksi sampai generasi ke-5.
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