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Abstract

Aspergillus terreus is a Saprophyte fungus that produces several secondary metabolites
as lovastatin (anti-cholesterol drug) and itaconic acid (a polymer material). Lovastatin is
one of the statin class of drugs that have efficacy as antihypercholesterolemic. Plasmid
transformation is the introduction and incorporation of exogenous plasmid into cells or
protoplast. In this study, pTRLI plasmid (pTRI inserts containing lovE gene as a regulator
gene in the biosynthesis of lovastatin) will be transformed by electroporation
transformation. The purpose of this research is transformation of pTRLI plasmid into
protoplasts of Aspergillus terreus by electroporation and obtain stable transformants. The
research was initiated by isolation of pTRLI plasmid. Then pTRLI plasmid was
determined purity and concentration by nanodrop. Furthermore, Protoplasts of
Aspergillus terreus were isolated enzymatically by adding an enzyme which can degrade
the cell wall of Aspergillus terreus which contains chitin and cellulose. PTRLI plasmid
were transformed into protoplasts of Aspergillus terreus by electroporation. These
transformants were grown in Czapek-Dox medium containing pyrithiamine agar and the
number of transformants pg'l of pTRLI plasmid was calculated. Transformants were
selected to grow in Czapek-Dox medium containing piritiamin 1 mg I'*. The number of
transformants produced 187 transformants pg'l of PTRLI plasmid. Transformants are
stable up to five generations by growing the transformants in Czapek-Dox medium agar
containing piritiamin 1 mg I'*. The success of the transformation indicated by ptrA gene in
transformants that can be amplified by PCR. The size of fragment DNA is 801 bp.

Kata kunci: transformation plasmid, pTRLI plasmid, protoplast, Aspergillus terreus

1. PENDAHULUAN kapang dapat dilakukan dengan cara transformasi

protoplas dengan penambahan larutan

Aspergillus terreus merupakan kapang samprofit
yang tumbuh di tanah, kompos, dan dapat juga
sebagai kontaminan pada produk jagung dan
kacang (Balajee, 2009). Aspergillus terreus
menghasilkan beberapa metabolit sekunder
lovastatin  yang digunakan sebagai obat
antikolesterol, asam itakonat (itaconic acid) yang
digunakan sebagai bahan polimer (Lai dkk.,
2007).

Transformasi adalah proses masuknya
molekul DNA asing dalam protoplas atau sel
inang yang mengakibatkan perubahan materi
genetika (Gillian dkk., 2010). Transformasi pada

polietilenglikol, elektroporasi, tranformasi dengan
bantuan Agrobacterium tumefaciens, dan particle
bombardment. Pada Penelitian ini plasmid pTRLI
akan ditransformasikan dengan teknik
transformasi elektroporasi. Beberapa kapang
yang telah berhasil ditransformasi dengan
elektroporasi diantaranya: Neurospora crassa
(Chakraborty dan Kapoor, 1990); Epichloe typhina
(Dombrowski dkk., 2011) Tyromyces palustris,
coriolus  versicolor  (Furuno  dkk., 1994);
Thermomyces lanuginosus (Gangavaram dkk.,
2009); Pleurotus ostreatus (Jing dkk., 2002);
Lentinula edodes (Kuo dkk., 2008); Colletrichum
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trifolii - (O'Neill  dkk., 1998,); Stylosanthes
guianensis (Quecini dkk., 2002); Ganoderma
lucidum (Sun dkk., 2001); Acrominium Endophyte
(Yunus dkk., 1998). Dari studi literatur diperoleh
bahwa sampai saat ini masih belum ada
transformasi dengan teknik elektroporasi pada
Aspergillus terreus dengan menggunakan plasmid
pTRLI.

Untuk membedakan sel yang mengalami
transformasi dan yang tidak mengalami
transformasi digunakan penanda seleksi (disandi
oleh suatu gen dan dibawa oleh vektor atau
plasmid). Ada 2 cara mendeteksi keberhasilan
transformasi yang digunakan untuk kapang, yaitu
(Fincham, 1989; Woloshuk dkk., 1989): dengan
penanda resistensi dan penanda konversi mutan
auksotrof menjadi prototrof. Penanda resistensi
yang digunakan antara lain: resistensi terhadap
benomil (gen benA), pleomisin (gen ble),
higromisin (gen hph), dan piritiamin (gen ptrA)
(Woloshuk dkk., 1989). Sedangkan penanda
konversi mutan auksotrof menjadi prototroph
antara lain: kemampuan mengubah nitrat menjadi
nitrit (gen niaD), kemampuan untuk mensintesis
pirimidin (gen pyr4), dan kemampuan untuk
mensisntesis arginin (gen argB). Pada penelitian
ini digunakan penanda resistensi terhadap
piritiamin. Piritiamin adalah antagonis tiamin yang
menghambat pertumbuhan A, oryzae, A. niger, A.
kawachii, A. shirousamii, A. sojae, A. tumarii, A.
flavus, A. parasiticus, A. nidulans, A. terreus, A.
fumigates, M. anka, T. reesei (Kubodera dkk.,
2002). Transforman akan timbuh dalam media
seleksi Czapek-Dox agar yang mengandung
piritiamin  karena plasmid pTRI rekombinan
mengandung gen ptrA  yang mampu
menggunakan piritiamin sebagai pengganti tiamin.

Tujuan dari penelitian ini adalah
mentransformasi plasmid pTRLI dengan teknik
elektroporasi ke dalam protoplas Aspergillus
terreus dan mendapatkan transforman yang
stabil.

2. BAHAN DAN METODE

2.1.Bahan

Mikroorganisme yang digunakan adalah
Aspergillus terreus dan Echericia coli DH5a yang
mengandung plasmid pTRLI koleksi Balai
Pengkajian Bioteknologi, BPPT, ekstrak ragi
(Difco), ekstrak malt (Oxoid), pepton (Oxoid),
glukosa (Difco), agar (Oxoid), piritiamin (Sigma),
air bebas DNAse dan RNAse (MPBio), PDA
(Oxoid), CZapex-Dox (Oxoid), ampisilin (Sigma),
ladder 1 kb (Fermentas), agarosa (Fermentas),
sybersafe (Invitrogen), kalium Kklorida (Merck),
asam klorida (Merck), natrium klorida (Merck),

bactotripton (Difco), kitinase (Sigma Chemical),
selulase (Yakult Biochemical), maserozim (Yakult
Biochemical), Kalsium Kklorida (Merck), primer
(Alpha DNA), 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 (tripton 1%, NaCl 1%, ekstrak
ragi 0,5%, agar 2%), larutan enzim (kitinase 0,1%,
selulase 1%, dan maserozim 1%), kit PrimeSTAR
HS DNA polymerase (Takara), kit isolasi plasmid
(BioBasic), dapar TAE 50X (10 ml = 24,2 g Tris,
5,71 ml asam asetat glasial, 10 ml 0,5 M EDTA
pH 8,0), Loading Buffer (1,5 ml bromofenol biru
1%, 100 ul EDTA 0,5 M pH 8, glisreol 30% air
sampai 10 ml), dan etanol absolut (Merck).

2.2.METODE

2.2.1. lIsolasi DNA Plasmid pTRLI (EZ-10
column dari BioBasic).

Sebanyak 5 ml kultur E.coli yang diinkubasi
semalam (20 jam) dalam medium LB cair yang
mengandung ampisilin 100 pg ml* kemudian
dipanen dengan dimasukkan ke dalam tabung 1.5
ml dan disentrifugasi dengan kecepatan 15.000 g
selama 2 menit. Lalu supernantan dibuang dan
diresuspensi dalam 100 pl larutan larutan 1
diinkubasi selama 1 menit lalu tambahkan 200 pl
larutan larutan , diinversi sebanyak 4 - 6 kali, dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit.
Sebanyak 350 pl larutan larutan 3 ditambahkan,
diinversi sebanyak 4 - 6 kali, dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 1 menit lalu disentrifugasi
dengan kecepatan 15.000 g selama 5 menit.
Supernatan dipindahkan dalam kolom koleksi
yang berada tabung dalam 2 ml dan disentrifugasi
dengan kecepatan 15.000 g selama 2 menit.
Larutan dalam tabung penampung dibuang. Lalu
kolom ditambahkan Larutan pencuci sebanyak
500 pl dan disentrifugasi dengan kecepatan
15.000 g selama 2 menit. Larutan dalam tabung
dibuang. Kemudian disentrifugasi  dengan
kecepatan 15.000 g selama 1 menit untuk
menghilangkan sisa larutan pencuci. Larutan
dalam tabung penampung dibuang. Kolom
dipindahkan ke dalam tabung 1,5 ml dan
ditambah 50 pl air bebas nuklease dan RNAse
atau larutan elusi, diinkubasi selama 2 menit, dan
disentrifugasi dengan kecepatan 15.000 g selama
2 menit. Sebanyak 5 ul DNA plasmid dicampur
dengan 1 pl Loading Buffer dan dimasukkan
dalam sumur pada 1% gel agarosa yang
mengandung sybersafe. Sampel dielektroforesis
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selama 20 menit pada 100 volt dan hasil
elektroforesis dilihat dengan detektor UV.

2.2.2. Penentuan Kemurnian dan
Konsentrasi DNA Plasmid

Isolat DNA plasmid diukur kemurnian dan
konsentrasinya dengan menggunakan nanodrop
pada A260 nm dan A280 nm. (Serapan
(Absorbansi) pada A260 nm = 1 sebanding
dengan 50 pg/ml).

2.2.3. Preparasi dan Transformasi dengan
Teknik Elektroporasi

Satu koloni Aspergillus terreus dalam cawan petri
yang berumur 7 hari dihomogenisasi sampai
halus dengan potter yang mengandung air steril
50 ml, kemudian disaring dan ditumbuhkan dalam
50 ml medium YMP cair diinkubasi selama 20
jam pada suhu kamar dengan kecepatan putaran
200 rpm di atas pemutar orbital. Setelah itu hifa
disentrifugasi selama 5 menit pada 8.000 g.
Endapan hifa dicuci air sterii kemudian
disuspensikan dalam 20 ml larutan enzim.
Suspensi diinkubasi selama 3 jam pada suhu
kamar dengan kecepatan putaran 100 ppm di
atas pemutar orbital. Suspensi protoplas disaring
untuk  menghilangkan  debris dan filtrat
disentrifugasi pada 5. 000 g selama 20 menit
kemudian endapan dicuci dengan air steril.
Endapan protoplas disuspensi dalam air steril
ditentukan jumlah protoplas dengan mengunakan
hemositometer. Protoplas Aspergillus terreus
sejumlah 10" dalam 400 pl larutan ditambahkan
10 pg plasmid, kemudian diinkubasi selama 20
menit dalam es dan dielektroporasi pada 2,5 kV
cm™ dengan menggunakan Gene Pulser Xcell
dari BioRad. Hasil transformasi dicampur dengan
500 ul YMP 1 jam dan sebanyak 100 pl hasil
transformasi ditumbuhkan dalam medium CZapex
dox agar yang mengandung 1 mg I™* piritiamin
pada suhu kamar. Diamati pertumbuhan
transforman dari hari ke 3 sampai hari ke 10.
Setelah 5 hari ditentukan jumlah transformannya.
Sebagai kontrol negatif plasmid diganti dengan air
steril.

2.2.4. Uji Stabilitas Transforman

Transforman diuji stabilitasnya dengan cara

2.2.5. Amplifikasi Fragmen Gen ptrA dengan
PCR

Amplifikasi gen ptrA dengan menggunakan pTRLI
(control positif) dan genom transforman sebagai
template. Pada 1 tabung Eppendorf ditambahkan
masing-masing 30,5 pl air bides, 10 ul dapar 5X,
4 ul dNTP (2,5 mM), 1 pl Primer Forward (10 pm),
1 pl Primer Reverse (10 pm), 0,5 pul Taq DNA
polimerase. Selanjutnya pada tabung Eppendrof 1
ditambahkan 1 pl plasmid pTRI (kontrol positif),
tabung Eppendrof 2 ditambahkan 1 pl sampel
genom DNA (transforman berumur 20 jam),
PraPCR 98°C selama 3 menit. PCR dilakukan
sebanyak 30 siklus (satu siklus terdiri dari:
Denaturasi 98°C selama 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 sumur pada 1% gel agarosa yang
mengandung sybersafe . Dielektroforesis selama
20 menit pada 100 volt dan hasil elektroforesis
dilihat dengan detektor UV.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil elektroforesis plasmid pTRLI
menunjukkan bahwa plasmid pTRLI berhasil
diisolasi dapat dilihat dari elektroforegram.
Sebagai pembanding digunakan plasmid pTRI
(tanpa sisipan) yang mempunyai ukuran lebih
kecil (Gambar 1.). Hasil penentuan kemurnian
plasmid pTRLI dengan menggunan nanodrop
diperoleh perbandingan absorbansi antara 260
nm/280 nm adalah 1,88. Dari literatur disebutkan
bahwa kemurnian DNA yang memenuhi
persyaratan antara 1,8 sampai 2,0. Hal ini
menunjukkan bahwa purifikasi DNA plasmid
pTRLI memenuhi persyaratan. Sedangkan
konsentrasi plasmid pTRLI 98,8 ng uI* (pada
percobaan ini diisolasi sebanyak 200 ul plasmid
pTRLI). Konsentrasi plasmid pTRLI ini mencukupi
untuk transformasi protoplas Aspergillus terreus
yang memerlukan 10 pg plasmid (Herzog dkk.,
1996).

ditumbuhkan dalam medium YMP padat yang  PasmidpTRI _
mengandung 1 mg I'* piritiamin sampai generasi § Plasmid pTRLI
ke 5.
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Gambar 1. Elektroforegram hasil isolasi plasmid,
sumuran 1 plasmid pTRI, sumuran 2 Ladder 1 kb,
sumuran 3-6 plasmid pTRLI

Isolasi protoplas secara enzimatik dilakukan
dengan menggunakan enzim yang dapat
mendegradasi dinding sel Aspergillus terreus
yang disusun dari selulosa dan Kkitin. Pada
penelitian ini digunakan campuran Kkitinase,
selulase, dan maserozim. Setelah diinkubasi
selama 4 jam diperoleh protoplas sebanyak 1,6 X
10" protoplas mI™* Isolasi protoplas, selain secara
enzimatik dapat dilakukan juga secara mekanik.
Cara mekanik ini tidak dilakukan karena protoplas
yang dihasilkan sedikit (banyak protoplas yang
pecah saat isolasi protoplas). Sebagai Penstabil
osmatik pada protoplas digunakan KCI 0,6 M (Li,
dkk.,2010). Pemilihan KCI 0,6 M ini berdasarkan
penelitian Li dkk. (2010) pada tahun 2010 yang
menyebutkan bahwa larutan KCI 0,6 M
menghasilkan protoplas terbanyak yaitu 8,9 X 10°
protoplas ml*, sedangkan manitol 0,6 M
menghasilkan 7,8 X 10° protoplas mi™.

Hasil studi literatur diperoleh bahwa yang
mempengaruhi  jumlah tansforman pada
transformasi dengan teknik elektroporasi adalah
jumlah transforman, jumlah plasmid, dan arus
listrik yang digunakan. Berikut ini adalah data
beberapa  penelitian: Kuo dkk. (2008)
menggunakan 10" protoplas, 10 pg plasmid, 10
kV cm™, dan jumlah transforman yang dihasilkan
30 — 50 transforman; O'Neill dkk (1998).
menggunakan 1,5 X 10° protoplas, 5 pg plasmid,
2,5 kV cm™ dan transforman yang dihasilkan 180
transforman; Yunus dkk. (1998) menggunakan 1,8
X 10’ protoplas, 5 pg plasmid, 2,0 kV cm™ dan
transforman yang dihasilkan 37 transforman. Dari
3 data studi literatur di atas ditetapkan untuk
jumlah protoplas 1,6 X 10’ protoplas, 10 pg
plasmid, dan arus listrik 2,5 kv cm™. Hasil
transformasi pada hari ke 5 diperoleh transforman
sebanyak 187 koloni pg® DNA plasmid. Jumlah
transforman yang dihasilkan lebih banyak
dibandingkan dengan data literatur karena jumlah
protoplas yang digunakan 1,6 X 10’ protoplas
dengan tegangan 2,5 kV cm™.

Gambar 2. A. terreus dalam medium seleksi
Czapex-dox agar yang mengandung piritiamin, (1)
A. terreus induk tidak dapat tumbuh dalam
medium Czapex-dox agar yang mengandung
piritiamin, (2) Transforman A. terreus dapat
tumbuh dalam medium Czapex-dox agar yang
mengandung piritiamin

Transforman  diuji stabilitasnya dengan
menumbuhkannya dalam medium CZapek-dox
padat yang mengandung piriiamin 1 mg I
sampai generasi ke 5. Transforman generasi ke 1
sampai ke 5 dapat tumbuh pada medium CZapek-
dox padat yang mengandung piriiamin 1 mg I,
Dari hasil pengamatan diperoleh bahwa bentuk,
warna, dan diameter koloni antara 0,5 sampai 1,4
cm relatif sama (Woloshuk dkk., 1989),hal ini
menunjukkan bahwa transforman bersifat stabil
sampai generasi ke 5.

Untuk mendeteksi secara genetik dilakukan
amplifikasi gen ptrA (gen risistensi terhadap
piritiamin). Gen ini terdapat dalam plasmid pTRLI.
Pada transforman A. terreus fragmen gen ptrA
dapat teramplifikasi sedangkan kontrol digunakan
A. terreus induk tidak mengandung gen ptrA
sehingga gen ini tidak teramplifikasi. Hasil
karakterisasi produk PCR dengan elektroforesis
gel agarosa dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Elektroforegram produk ampifikasi gen
ptrA, sumuran 1 Ladder 1kb, sumuran 2-3
fragmen gen ptrA dari transforman A. terreus,
sumuran 4 tidak terbentuk pita fragmen gen ptrA
dari A. terreus induk

. Produk PCR
fragmen gen ptrA
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4. KESIMPULAN

Jumlah transforman yang dihasilkan dengan
teknik elektroporasi sebanyak 187 koloni ug™
plasmid. Transforman Aspergillus terreus dapat
tumbuh stabil dalam media seleksi sampai
generasi ke 5.
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