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ABSTRACT

Overexpression of alanine aminotransferase (AlaAT) gene can improve nitrogen use efficiency (NUE) in plants. The previous
isolated AlaAT genes cannot be freely applied to generate NUE plants due to IPR restriction. Therefore, isolation of the gene
from targeted monocot and dicot plants is necessary. The objectives of this study were to isolate AlaAT genes from barley,
foxtail millet, cucumber, and tomato and analyze their homology to other isolated AlaAT genes in sequence databases (gene
bank). Total RNA was isolated from roots of barley, foxtail millet, cucumber, and tomato, and then converted into cDNA using
reverse transcription method. The cDNA was then cloned into pGEM®-T Easy plasmid and the verified clones were
sequenced. The amino acid sequences were analyzed for their homologies using Clustal Omega software and phylogenetic
tree was constructed. The results showed that the amino acids of AlaAT gene from barley was different from AlaAT genes of
tomato and cucumber with homology level less than 80%. Phylogenetic tree predicted that AlaAT genes clustered into three
groups with AlaAT genes of foxtail millet and barley clustered in one group together with other monocots in group 1. AlaAT
genes derived from dicots clustered into two groups in which AlaAT gene of tomato clustered in group II, while that of
cucumber was in group IIl. The identity differences of AlaAT gene of tomato and that of cucumber as well as the estimates of
the same enzymatic functions can open up enormous opportunities in genetic engineering research for the development of
NUE rice.
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ABSTRAK

Overekspresi gen alanine aminotransferase (AlaAT) dapat meningkatkan efisiensi penggunaan nitrogen (EPN) pada tanaman.
Penggunaan gen AlaAT yang telah diisolasi sebelumnya tidak dapat dilakukan secara bebas karena dilindungi HAKI. Oleh
karena itu, isolasi gen serupa dari tanaman monokotil dan dikotil target sangat diperlukan. Tujuan penelitian ini ialah
mengisolasi gen AlaAT dari tanaman jelai (barley), jawawut, mentimun, dan tomat serta menganalisis homologi gen AlaAT
tersebut dengan sekuens gen yang ada pada pangkalan data sekuens (bank gen). RNA diisolasi dari akar tanaman jelai,
jawawut, mentimun, dan tomat, lalu diubah menjadi cDNA menggunakan metode transkripsi balik (reverse transcription).
cDNA kemudian diklon ke dalam plasmid pGEM®-T Easy dan klon yang terverifikasi dilanjutkan dengan proses sequencing.
Sekuens asam amino gen AlaAT yang diisolasi dari keempat spesies tanaman dianalisis homologinya dengan perangkat lunak
Clustal Omega, kemudian pohon filogeni dikonstruksi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa identitas sekuens asam amino
gen AlaAT jelai berbeda dengan gen AlaAT yang diisolasi dari tomat dan mentimun dengan homologi kurang dari 80%. Hasil
analisis filogenetik mengklasifikasikan gen AlaAT ke dalam tiga grup. Gen AlaAT jelai dan jawawut mengelompok dengan gen
AlaAT tanaman monokotil lainnya pada grup I. Gen AlaAT yang diisolasi dari tanaman dikotil mengelompok menjadi dua
dengan gen AlaAT tomat pada grup Il dan gen AlaAT mentimun pada grup Ill. Perbedaan identitas gen AlaAT pada tomat dan
mentimun dan adanya pendugaan fungsi enzimatis yang sama membuka peluang yang sangat besar bagi penelitian rekayasa
genetika untuk perakitan padi EPN.

Kata kunci: Gen alanine aminotransferase, prediksi sekuens asam amino, dendrogram, homologi.
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PENDAHULUAN

Enzim alanine aminotransferase (AlaAT) me-
rupakan pyridoxal phosphate-dependent yang meng-
atalisis reaksi bolak-balik antara piruvat dan glutamat
menjadi alanina dan oksoglutarat yang menghubung-
kan metabolisme karbon primer dengan sintesis ber-
bagai asam amino (McAllister dan Good 2015). Enzim
AlaAT terlibat dalam sintesis alanina oleh
transaminase piruvat sebagai prekusor asam keto
dalam degradasi alanina (Kikuchi et al. 1999).

Gen AlaAT termasuk dalam kelompok multigen
fosfat piridoksal yang terdapat pada hewan, tumbuh-
an, alga, ragi, dan bakteri yang berlokasi pada ber-
bagai organ dan kompartemen sel, yaitu sitosol,
mitokondria, dan peroksisom (Vedavathi et al. 2004).
Aktivitas enzim ini ditemukan pada semua bagian
tanaman, tidak hanya pada daun dan akar, tetapi juga
pada jaringan lain, seperti endosperma dan bunga
(Igarashi et al. 2003). Pola ekspresi AlaAT menunjuk-
kan bahwa enzim ini terlibat dalam reaksi biokimia
penting pada seluruh siklus hidup tanaman (Miyashita
et al. 2007; Rocha et al. 2010; McAllister et al. 2013).

Gen AlaAT terbukti berfungsi dengan baik untuk
efisiensi penggunaan nitrogen (EPN) pada tanaman
canola dan padi (Good et al. 2007; Shrawat et al.
2008). Gen ini menghubungkan reaksi glikolisis dan
siklus asam trikarboksilik pada tanaman Lotfus
Japonicus (Rocha et al. 2010). Studi gen AlaAT dan ke-
rabatnya telah banyak dilakukan. Son dan Sugiyama
(1992) telah melakukan pengodean pertama cDNA
dari gen AlaAT tanaman millet (Panicum miliaceum)
dan penentuan struktur primer enzim tersebut dari
sekuens nukleotidanya. Isolasi dan analisis ekspresi
gen AlaAT tanaman jelai (Hordeum vulgare) juga
telah dilaporkan (Muench dan Good 1994). Gen
AlaAT tanaman Arabidopsis telah diklon dan dipe-
lajari fungsinya dalam fotorespirasi dan ekspresi gen
tersebut yang diinduksi pada kondisi hipoksia
(Igarashi et al. 2003; Liepman dan Olsen 2003;
Miyashita et al. 2007). Ekspresi gen AlaAT pada
tanaman lain juga diinduksi oleh kondisi hipoksia
(Good dan Crosby 1989; Muench dan Good 1994;
Peng et al. 2001; Ricoult et al. 2006) dan oleh cahaya
dan N (Son dan Sugiyama 1992; Muench 1998; Rocha
et al. 2010; Kendziorek et al. 2012; Xu et al. 2017). Gen
AlaAT juga terlibat dalam metabolisme N selama
pematangan benih padi (Kikuchi et al. 1999).

Penelitian overekspresi gen AlaAT jelai pada
beberapa tanaman telah dilaporkan, di antaranya
canola (Good et al. 2007), padi (Shrawat et al. 2008),
Arabidopsis (McAllister dan Good 2015), dan tebu
(Snyman et al. 2015). Overekspresi gen AlaAT jelai
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(HvAlaAT) pada tanaman canola yang dikendalikan
oleh promotor spesifik jaringan (btg26) (Good et al.
2007; Good dan Beatty 2011) dan pada tanaman padi
dengan promotor OsAntl (homolog dari btg26)
menyebabkan hasil dan biomassa meningkat, jumlah
anakan menjadi lebih banyak, tanaman lebih lebat,
dan terjadi peningkatan total N dan asam amino,
seperti glisina (GIn), glutamin (Glu), dan asparagina
(Asn) (Shrawat et al. 2008). Shrawat et al. (2008) telah
berhasil memperbaiki EPN pada tanaman padi
dengan memanipulasi bagian hilir jalur metabolisme-
nya. Tanaman yang dapat mengambil dan mem-
proses N untuk asimilasi secara lebih efisien akan
mengefisienkan penggunaan pupuk N yang berimpli-
kasi pada pengurangan biaya produksi dan ramah
lingkungan (Hashimoto et al. 2007). Hasil penelitian
ini sangat bermanfaat bagi pengembangan tanaman
pangan dengan merekayasa peningkatan EPN.

Hak atas kekayaan intelektual (HAKI) terkait
dengan penemuan gen AlaAT pada jelai dan tanaman
monokotil telah dilisensi oleh Arcadia Bioscience Inc.
(Good et al. 2012). Penggunaan gen tersebut pada
perakitan tanaman transgenik yang efisien dalam
penggunaan N akan mengalami kendala karena
menggunakan hak paten pihak lain. Berdasarkan hal
tersebut, perlu dilakukan isolasi gen AlaAT dari
tanaman monokotil lain dan tanaman dikotil yang
belum pernah dilakukan. Informasi tentang kesama-
an sekuens gen dan asam amino gen AlaAT tersebut
berguna untuk mendapatkan identitas gen yang
diisolasi. Pemilihan tanaman monokotil dan dikotil
sebagai sumber gen AlaAT didasarkan pada tersedia-
nya data sekuens gen di pangkalan data sekuens
(bank gen) National Center for Biotechnology
Information (NCBI 1988). Tanaman jawawut (Setaria
italica), mentimun (Cucumnis sativus), dan tomat
(Solanum lycopersicum) dipilih sebagai sumber gen
AlaAT karena belum pernah diteliti fungsinya terkait
dengan sifat EPN pada tanaman. Sekuens gen AlaAT
tersebut dapat diperoleh dengan menggunakan
program Basic Local Alignment Search Tool Protein
(BLASTp) dengan sekuens asam aminonya pada jelai
sebagai acuan (Muench dan Good 1994).

Tujuan penelitian ini ialah mengisolasi gen
AlaAT dari tanaman jelai (barley), jawawut, men-
timun, dan tomat, serta menganalisis homologi gen
AlaAT tersebut dengan sekuens gen yang ada pada
pangkalan data sekuens (bank gen). Informasi ini
berguna untuk menentukan identitas gen AlaAT ter-
utama pada tanaman dikotil, yaitu tomat dan men-
timun, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif
sumber gen target pada perakitan tanaman padi yang
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efisien dalam penggunaan N tanpa terhalang HAKI
dari pihak lain.

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler, Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian (BB
Biogen), Bogor, Jawa Barat dari bulan November
2015 sampai dengan Maret 2016.

Materi Tanaman

Bahan tanaman yang digunakan ialah akar
tanaman jelai varietas Tae-kang bori koleksi bank gen
milik Laboratory of Crop Molecular Breeding,
Department of Plant Science, College of Agriculture
and Life Sciences (CALS), Seoul National University
(SNU), Korea Selatan; jawawut varietas lokal Nusa
Tenggara Timur koleksi bank gen BB Biogen; tomat
varietas Intan koleksi Balitsa; mentimun varietas
Roberto dari Chia Tai Seeds Co.

Isolasi RNA dan Sintesis cDNA

Isolasi RNA dilakukan dari jaringan akar tanam-
an jelai, jawawut, tomat, dan mentimun yang diper-
lakukan pada kondisi hipoksia (Muench dan Good
1994). Perlakuan hipoksia dilakukan dengan cara
merendam tanaman dengan larutan Yoshida kira-kira
setengah tinggi tanaman. Selanjutnya, dilakukan
pemberian minyak goreng setinggi 1 cm pada per-
mukaan atas larutan Yoshida. Perlakuan ini dilakukan
selama 48 jam. RNA total tanaman diisolasi dari 100
mg jaringan akar dengan menggunakan prosedur dari
RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, Jerman). RNA total
yang diperoleh selanjutnya digunakan sebagai cetak-
an untuk pembentukan cDNA.

RNA diperlakukan dengan DNasel sebelum
digunakan untuk sintesis cDNA. Pembentukan cDNA
dari RNA dilakukan dengan menggunakan enzim
reverse transcriptase (Promega, AS). Campuran
reaksi yang disiapkan untuk sintesis cDNA terdiri atas
1 ug sampel RNA ditambahkan dengan 0,5 ul oligo dT
dan ddH,O hingga volume akhir 18 ul. Setelah itu,
campuran dimasukkan ke dalam mesin PCR T100™
Thermal Cycler (Bio-Rad, AS) dengan tahapan pema-
nasan awal, yaitu inkubasi pada 65°C selama 10
menit, lalu didinginkan pada 5°C. Setelah selesai,
campuran disimpan di dalam es. Tahapan dilanjutkan
dengan transkripsi balik (reverse transcription/RT)
dengan campuran reaksi 5 ul bufer RT, 0,5 ul RNase, 1
ul dNTPs 2 mM, 0,5 ul RTase, dan 18 ul sampel RNA.
Campuran dimasukkan ke dalam mesin PCR dengan
tahapan inkubasi pada 42°C selama 50 menit, pada

65°C selama 10 menit, dan didinginkan pada 50°C.
Setelah selesai, sampel cDNA disimpan pada -20°C.
cDNA yang diperoleh digunakan sebagai cetakan
untuk analisis PCR menggunakan primer spesifik gen
AlaAT (Tabel 1) yang didesain dengan perangkat
lunak Primer3Plus berdasarkan homologi sekuens
asam amino gen AlaAT jelai.

Penyisipan Fragmen Gen AlaAT ke dalam
Vektor Kloning pGEM®-T Easy

Analisis PCR untuk mengamplifikasi gen AlaAT
dilakukan dengan volume campuran reaksi PCR
sebanyak 20 wl yang mengandung bufer PCR 1Xx,
MgCl, 1,5 mM, dNTPs 100 uM, primer forward dan
reverse masing-masing 0,5 uM, 5 ul cDNA gen AlaAT,
dan 1 unit Taq DNA polimerase. Program PCR yang
digunakan ialah denaturasi permulaan pada 94°C
selama 5 menit, dilanjutkan dengan 35 siklus yang ter-
diri atas denaturasi pada 94°C selama 60 detik, pe-
nempelan primer pada 55-60°C selama 45 detik, dan
elongasi pada 72°C selama 1,5 menit. Hasil PCR ke-
mudian diseparasi pada gel agarosa 1% dengan te-
gangan listrik 100 volt selama 1 jam. Pewarnaan DNA
dilakukan dengan merendam gel di dalam larutan
etidium bromida. Pengamatan dilakukan di bawah
sinar UV dengan bantuan ChemiDoc™ EQ Imaging
Systern (Bio-Rad, AS).

Fragmen gen AlaAT yang sesuai dengan ukuran
amplikon yang benar kemudian dipurifikasi dengan
menggunakan QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN,
Jerman) dan disisipkan ke dalam vektor kloning
pPGEM®-T Easy (Promega, AS). Verifikasi plasmid
rekombinan dilakukan dengan menggunakan enzim
restriksi yang sesuai, yaitu BamHI dan Kpnl. Plasmid
rekombinan yang benar kemudian ditransformasikan
ke Escherichia coli DH5a dengan metode heat shock
(Sambrook et al. 1989). Plasmid-plasmid rekombinan
yang diperoleh dikirim ke perusahaan /st BASE untuk
proses sequencing.

Analisis Homologi Gen AlaAT Jelai,
Jawawut, Tomat, dan Mentimun

Sekuens nukleotida dan asam amino homologi
gen AlaAT jelai, jawawut, tomat, dan mentimun
diperoleh dari pangkalan data sekuens (NCBI 1988)
dengan menggunakan program Basic Local
Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTn) dan
BLASTp (Altschul et al. 1997) dengan sekuens asam
amino gen AlaAT jelai sebagai rujukan. Perangkat
lunak Clustal Omega (Madeira et al. 2019) kemudian
digunakan untuk menganalisis penyejajaran urutan
prediksi asamm amino gen AlaAT empat spesies
tanaman tersebut.
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Analisis Filogenetik Gen AlaAT pada
Berbagai Spesies Tanaman Monokotil dan Dikotil

Analisis filogenetik gen AlaAT dilakukan dengan
membandingkan sekuens asam amino gen AlaAT
empat spesies tanaman tersebut dengan sekuens
asam amino gen AlaAT berbagai spesies tanaman
lainnya yang diperoleh dari pangkalan data sekuens
(NCBI 1988) dengan menggunakan program BLASTp
(Altschul et al. 1997) dengan sekuens asam amino
gen AlaAT jelai sebagai rujukan. Analisis ini melibat-
kan gen AlaAT yang berasal dari 29 spesies tanaman
yang dipilih secara acak dan mewakili kelompok
tanaman monokotil (padi, jagung, dan golongan
rumput-rumputan) dan kelompok tanaman dikotil
(antara lain dari famili Solanaceae, Cucurbitaceae,
dan Brassicaceae). Perangkat lunak Clustal Omega
(Madeira et al. 2019) kemudian digunakan untuk
menganalisis penyejajaran urutan prediksi asam
amino produk PCR dari fragmen gen AlaAT jelai
dengan asam amino gen AlaAT kelompok tanaman
tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi Gen Kandidat AlaAT dan
Penyejajaran Sekuens Nukleotidanya

Sekuens nukleotida lengkap gen AlaAT yang
diisolasi dari empat spesies tanaman, yaitu jelai,
jawawut, tomat, dan mentimun, yang digunakan
pada penelitian ini diperoleh melalui penelusuran
sekuens asam amino (BLASTp) pada situs NCBI
(1988). Jelai dan jawawut mewakili kelompok tanam-
an monokotil, sedangkan tomat dan mentimun me-
wakili kelompok tanaman dikotil.

Informasi yang diperoleh dari hasil penelusuran
ialah nomor aksesi gen AlaAT yang kemudian dipilih
secara acak. Hasil urutan nukleotida gen AlaAT yang
didapatkan kemudian digunakan untuk perancangan
sekuens primer spesifik gen AlaAT tersebut (Tabel 1).
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Amplifikasi PCR gen AlaAT yang diisolasi dari
jelai, jawawut, tomat, dan mentimun masing-masing
menghasilkan amplikon dengan ukuran sekitar 1.558
bp, 1.628 bp, 1.755 bp, dan 1.565 bp (Gambar 1)
sesuai dengan ukuran amplikon target primernya
(Tabel 1). Amplikon gen AlaAT jelai varietas Tae-kang
bori mempunyai ukuran 1.558 bp dengan ukuran
open reading frame (ORF) yang sama dengan ukuran
ORF sekuens rujukan gen AlaAT jelai varietas
Himalaya (NCBI 1988).

Penyisipan Fragmen Gen AlaAT ke dalam
Vektor Kloning dan Verifikasi DNA Rekombinan

Analisis direct PCR terhadap koloni tunggal
bakteri yang diduga membawa DNA rekombinan
(vektor pGEM®-T Easy + fragmen gen kandidat
AlaAT) dilakukan dengan menggunakan primer M13.
Hasil direct PCR menunjukkan bahwa terdapat tiga
koloni dari lima koloni yang dianalisis yang menun-
jukkan positif membawa DNA rekombinan, yaitu
mengandung sisipan fragmen gen kandidat AlaAT
(Gambar 2A). Hasil PCR positif diindikasikan dengan
terbentuknya fragmen DNA berukuran sekitar 1.900
bp yang merupakan gabungan ukuran fragmen
pGEM®-T Easy (300 bp) dan gen kandidat AlaAT
(sekitar 1.600 bp).

Analisis pemotongan (digest) merupakan cara
validasi yang banyak digunakan untuk memastikan
bahwa gen target telah terintegrasi, baik ke dalam
vektor kloning maupun vektor ekspresi. Indikasi ke-
berhasilan subkloning dibuktikan dengan proses
validasi melalui pemotongan DNA plasmid dengan
enzim restriksi yang sudah umum dilakukan.
Pemotongan plasmid DNA rekombinan dilakukan
dengan menggunakan enzim restriksi EcoRl. DNA
rekombinan yang membawa sisipan gen AlaAT di-
tunjukkan dengan terbentuknya dua fragmen DNA
setelah pemotongan tersebut (Gambar 2B). Dua
fragmen DNA yang dihasilkan berukuran sekitar 3.000
bp yang merupakan vektor kloning pGEM®-T Easy

Tabel 1. Aksesi gen AlaAT empat spesies tanaman, primer yang didesain berdasarkan urutan nukleotida untuk mengamplifikasi gen kandidat

AlaAT, dan ukuran amplikon dan ORF gen AlaAT.

Nama gen Tanaman Nomor aksesi gen Sekuens primer yang didesain amplik%l:}L/JrOaI-'\r]F (bp)
HVAIaAT  Jelailbarley (Hordeum vulgare) CAA81231.1 F: 5-GCGGATCCGAAGATACTCGCTGCTCTGC-3’ 1.558/1.448
R: 5-GCGGTACCAACCAAGAACGCCTACGAAA-3
SiAlaAT  Jawawut (Setaria italica) XM_004983042.1 F:5-GCTTAATTAATGTTCCGTGCTGAGAAGCAA-3’ 1.628/1.448
R: 5-GCGGTACCGGAAGGCGCCTCTACAGAAA-3
LeAlaAT  Tomat (Solanum lycopersicum) XM_004235479.1 F:5-GCGGATCCGTGCGCTCGATTTATGCGAA-3 1.755/1.727
R: 5-GCGGTACCTACCCCCAGACTCCTTAGCC-3
CsAlaAT  Mentimun (Cucumis sativus) XM_004141685.1 F: 5-GCGGATCCCGGCTACACCACCAACTCTT-3 1.565/1.446
R: 5-GCGGTACC TGCACCTTTGATACGCAGGA-3

ORF = open reading frame, bp = base pair.
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dan sekitar 1.600 bp yang merupakan fragmen gen
kandidat AlaAT. Hasil validasi ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya, analisis pemotongan plasmid
rekombinan yang terkonfirmasi positif menghasilkan
fragmen berukuran 3.000 bp yang merupakan
plasmid pGEM®-T Easy dan 1.200 bp yang merupa-
kan fragmen gen kandidat OsWRKY76 (Apriana et al.
2011).

Analisis Sequencing Fragmen Gen AlaAT

Hasil pengurutan nukleotida menunjukkan
bahwa gen AlaAT yang diisolasi dari jelai, jawawut,
tomat, dan mentimun mempunyai homologi 100%
dengan sekuens rujukan (data tidak ditampilkan).
Hasil ini menunjukkan bahwa fragmen DNA yang di-
peroleh dari amplifikasi PCR menggunakan primer
spesifik merupakan gen AlaAT yang dimaksud karena
menunjukkan homologi sekuens nukleotida sesuai

M 1 2 3

100

dengan nomor aksesi yang telah dirujuk (Tabel 1).
Fragmen gen kandidat AlaAT yang didapatkan me-
nunjukkan tidak ada bagian nukleotida yang meng-
alami delesi, insersi, dan substitusi sehingga dipre-
diksi tidak mengalami perubahan susunan atau urut-
an asam aminonya.

Urutan nukleotida gen AlaAT jelai, jawawut,
tomat, dan mentimun kemudian digunakan untuk
memprediksi susunan asam aminonya. Hasil penye-
jajaran urutan asam amino gen AlaAT empat spesies
tanaman tersebut menunjukkan kesamaan dengan
sekuens rujukannya. Hasil penyejajaran urutan asam
amino gen AlaAT jelai hasil isolasi dengan sekuens
rujukan menunjukkan homologi 100% (Gambar 3).
Gen AlaAT jelai varietas Tae-kang bori mempunyai
jumlah asam amino (482 aa) yang identik dengan gen
AlaAT jelai varietas Himalaya (NCBI 1988) dan gen
AlaAT jelai cv. Leduc (Muench dan Good 1994).

Gambar 1. Elektroforegram hasil amplifikasi gen kandidat A/laAT dari cDNA jaringan akar tanaman target menggunakan primer spesifik gen
AlaAT. M = marker (1 kb plus DNA ladder), 1 dan 2 = amplikon gen kandidat AlaAT dari jelai, 3 dan 4 = amplikon gen kandidat
AlaAT dari jawawut, 5 dan 6 = amplikon gen kandidat AlaAT dari tomat, 7 dan 8 = amplikon gen kandidat AlaAT dari mentimun.
Angka di bawah pita DNA menunjukkan ukuran amplikon setiap gen kandidat AlaAT hasil amplifikasi dari empat spesies tanaman

yang dianalisis.

@ M 1 2 3 4 5

bp bp
3.000 pPGEM®-T
2.000 Easy/AlaAT
1.000 %8%8 gen HVAIaAT
1.000
100

100

Gambar 2. Produk direct PCR klon pGEM®-T Easy/AlaAT dan hasil pemotongan fragmen pGEM®-T Easy dan gen kandidat AlaAT dengan
enzim restriksi EcoRI. (A) Elektroforegram hasil analisis direct PCR menggunakan pasangan primer M13 dengan koloni bakteri
sebagai cetakan. PCR positif mengindikasikan keberhasilan proses kloning gen AlaAT ke dalam vektor p GEM®-T Easy sehingga
terbentuk DNA rekombinan. M = marker (1 kb plus DNA ladder), 1 dan 5 = koloni bakteri yang tidak mengandung DNA rekombinan,
2-4 = koloni bakteri yang positif mengandung DNA rekombinan. (B) Elektroforegram hasil verifikasi pemotongan plasmid
rekombinan (vektor pGEM®-T Easy/AlaAT jelai [HvAIaAT]) dengan enzim restriksi EcoRI. M = marker (1 kb plus DNA ladder),
1-3 = DNA rekombinan hasil ligasi antara vektor p GEM®-T Easy dan gen HvAIaAT.
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Berdasarkan kesamaan jumlah prediksi asam amino
dan tidak adanya perubahan dalam hal susunan atau
urutan asam aminonya, diduga gen tersebut juga
mempunyai homologi dalam hal fungsi enzimatisnya.

Analisis Homologi Gen AlaAT Jelai,
Jawawut, Tomat, dan Mentimun

Sekuens asam amino gen AlaAT yang diisolasi
dari jelai, jawawut, tomat, dan mentimun dapat
digunakan untuk menentukan identitas tiap-tiap gen
tersebut. Penyejajaran sekuens asam amino gen
AlaAT empat spesies tanaman tersebut dengan
perangkat lunak Clustal Omega menunjukkan adanya
sekuens asam amino yang terkonservasi (conserved
sequences) (Gambar 4). Identitas sekuens gen AlaAT
keempat spesies tanaman menunjukkan bahwa gen
AlaAT mentimun mempunyai kesamaan identitas
sekitar 78% dengan tiga gen AlaAT lainnya (Tabel 2).
Sementara itu, gen AlaAT jelai memiliki kesamaan
identitas genetik yang tinggi dengan gen AlaAT
jawawut, yaitu sekitar 91,48%. Kedua spesies tanam-
an ini termasuk kelompok tanaman monokKotil.
Kesamaan identitas yang cukup tinggi di antara
tanaman tersebut diduga juga menunjukkan adanya
kesamaan fungsi gennya. Hal ini seperti yang dijelas-
kan oleh Todd et al. (2001) bahwa adanya variasi
fungsi gen ditentukan oleh semakin rendahnya
tingkat kesamaan identitas gen.

VoL. 16 No. 2, DESEMBER 2020:59-70

Analisis Filogenetik Gen AlaAT pada
Berbagai Spesies Tanaman Monokotil dan Dikotil

Hasil analisis filogenetik yang melibatkan protein
gen AlaAT 29 spesies tanaman lainnya dari pangkalan
data sekuens (NCBI 1988) menunjukkan bahwa gen
AlaAT yang diisolasi dari jelai, jawawut, tomat, dan
mentimun mengelompok pada grup yang berbeda
(Gambar 5). Gen AlaAT jelai dan jawawut mem-
punyai jarak genetik yang relatif dekat dibanding
dengan gen AlaAT tomat dan mentimun. Protein
AlaAT jelai dan jawawut berada dalam satu grup
dengan protein AlaAT kelompok tanaman monokotil
(Gambar 5). Sementara itu, protein AlaAT tomat ter-
letak pada grup yang berbeda dengan protein AlaAT
mentimun, meskipun keduanya merupakan tanaman
dikotil. Protein AlaAT tomat mengelompok dengan
protein AlaAT tanaman dari famili Solanaceae, seperti
cabai dan kentang. Sementara, protein AlaAT men-
timun mengelompok dengan protein AlaAT tanaman
dari famili Cucurbitaceae, yaitu C. melo, dan tanaman
Prunus dari famili Rosaceae.

Informasi hasil analisis filogenetik tersebut me-
nunjukkan bahwa gen AlaAT dari kelompok tanaman
monokotil, termasuk gen AlaAT jelai, memiliki per-
sentase persamaan identitas yang berbeda dengan
gen AlaAT dari kelompok tanaman dikotil. Matriks
persentase persamaan identitas antara gen HvAlaAT
dengan gen CsAlaAT dan LeAlaAT kurang dari 80%
(Tabel 3). Perbedaan yang ada antara kelompok
tanaman monokotil dan dikotil sejalan dengan hasil

HvAlaAT R MAATVAVDNLNPKVLKCEYAVRGEIVIHAQRLQEQLKTQPGSLPFDEILYCNIGNPQSLG 60
HvAlaAT K MAATVAVDNLNPKVLKCEYAVRGEIVIHAQRLOQEQLKTQPGSLPFDEILYCNIGNPQSLG 60

R R R R

HvAlaAT R QQPVTFFREVLALCDHPDLLQREEIKTLEFSADSISRAKQILAMIPGRATGAYSHSQGIKG 120
HvAlaAT K QOPVTFFREVLALCDHPDLLQREEIKTLESADSISRAKQILAMIPGRATGAYSHSQGIKG 120

RER R IRk kb b b b b b b b b b b b S b b b b b b b E b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

HvAlaAT R LRDAIASGIASRDGFPANADDIFLTDGASPGVHLMMQLLIRNEKDGILVPIPQYPLYSAS 180
HvAlaAT K LRDAIASGIASRDGFPANADDIFLTDGASPGVHLMMQLLIRNEKDGILVPIPQYPLYSAS 180

R R e R

HvAlaAT R
HvAlaAT K

IALHGGALVPYYLNESTGWGLETSDVKKQLEDARSRGINVRALVVINPGNPTGQVLAEEN 240
IALHGGALVPYYLNESTGWGLETSDVKKQLEDARSRGINVRALVVINPGNPTGQVLAEEN 240

R Ik kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i

HvAlaAT R QYDIVKFCKNEGLVLLADEVYQENIYVDNKKFHSFKKIVRSLGYGEEDLPLVSYQSVSKG 300
HvAlaAT K QYDIVKFCKNEGLVLLADEVYQENIYVDNKKFHSFKKIVRSLGYGEEDLPLVSYQSVSKG 300
- khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhhkkhkhhkhhkhhkhkhhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhhkkkx*k
HvAlaAT R YYGECGKRGGYFEITGFSAPVREQIYKIASVNLCSNITGQILASLVMNPPKASDESYASY 360
HvAlaAT K YYGECGKRGGYFEITGFSAPVREQIYKIASVNLCSNITGQILASLVMNPPKASDESYASY 360

R IRk dh kb b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i i

HvAlaAT R KAEKDGILASLARRAKALEHAFNKLEGITCNEAEGAMYVFPQICLPQKAIEAAKAANKAP 420
HvAlaAT K KAEKDGILASLARRAKALEHAFNKLEGITCNEAEGAMYVFPQICLPQKAIEAAKAANKAP 420

R R R R

HvAlaAT R
HvAlaAT K

DAFYALRLLESTGIVVVPGSGFGQVPGTWHFRCTILPQEDKIPAVISRFTVFHEAFMSEY 480
DAFYALRLLESTGIVVVPGSGFGQVPGTWHFRCTILPQEDKIPAVISREFTVFHEAFMSEY 480

R IRk Ik b bk b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b 3 b b b b b b b i

HvAlaAT R RD

HvAlaAT K RD
- * %

482
482

Gambar 3. Hasil penyejajaran sekuens asam amino prediksi dari gen AlaAT jelai (HvAIaAT_K) dengan sekuens rujukan
(HvAIaAT_R) yang diperoleh dari pangkalan data sekuens (NCBI 1988) dengan nomor aksesi CAA81231.1.
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penelitian McAllister et al. (2013) yang mempelajari
homologi gen AlaAT berdasarkan urutan sekuens
asam aminonya pada tanaman Arabidopsis,
Medicago truncanula, dan jelai. Hasil analisis
homologi tersebut menunjukkan bahwa gen AlaAT
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Arabidopsis dan M. truncanula (keduanya termasuk
tanaman dikotil) mengelompok dalam grup yang ber-
beda dengan gen AlaAT jelai (tanaman monokotil).

Gen AlaAT termasuk dalam superfamili
aminotransferase atau transaminase, yaitu sekelom-

Tabel 2. Matriks persentase identitas asam amino gen AlaAT yang diisolasi dari mentimun

(CsAlaAT), tomat (LeAlaAT), jelai (HVAIaAT), dan jawawut (SiAlaAT).

CsAlaAT LeAlaAT HvAIaAT SiAlaAT

CsAlaAT 100,00 - - -

LeAlaAT 78,07 100,00 - -

HvAIaAT 77,75 75,68 100,00 -

SiAlaAT 78,17 78,38 91,48 100,00
CSAlaAT === e 0
LeAlaAT MRKVVKKLVNRKRSPFFTLRPLFAKSIMRRFVADKAKTLINRSRTTCSSSFPPPIITSTS 60
HVAlaAT === mmm e e e e e 0
Si1AlaAT — = 0
CsAlaAT ——————————————————————————— MAPTSDDALPISIHNINPKVLKCEYAVRGEIAA 33
LeAlaAT VLQRLTSSSSSSSQSTAVLRFLSTSSDSMASDYSSTPVTLNNVNPKVLKCEYAVRGEIVN 120
HVALAAT —=—=— === —————m—mm—m—m e MAATVAVDNLNPKVLKCEYAVRGEIVI 27
SiAlaAT —————————m—mm oo MAASVAVENLNPKVLKCEYAVRGEIVI 27

* ***************
CsAlaAT LAQTLQEELLTNPGSRPFEEILYCNIGNPQSLGQQPITFFREVLALCDYPSILERKEVEG 93
LeAlaAT LAQKLQQDLKENPGSHPFDEILYCNIGNPQSLAQQPITFFREVLALCDHPLILDKSETQG 180
HvAlaAT HAQRLQEQLKTQPGSLPFDEILYCNIGNPQSLGQQPVTFFREVLALCDHPDLLQREEIKT 87
SiAlaAT HAQRLQQQLONQPGSLPFDEILYCNIGNPQSLGQQPVTFFREVLALCDHPCLLEKEEIKS 87
* x **::* *** **:*************.***:***********:* :*:- * .
CsAlaAT LFSEDAIKRASQILKQIPGKATGAYSHSQGIKGLRDAIAEGINARDGFPANPNHIFLTDG 153
LeAlaAT LFSADSIERAFQILDQIPGRATGAYSHSQGIKGLRDTIASGIEARDGFPADPNDIFLTDG 240
HvAlaAT LFSADSISRAKQILAMIPGRATGAYSHSOGIKGLRDAIASGIASRDGFPANADDIFLTDG 147
SiAlaAT LFSADAISRAKQILATIPGRATGAYSHSOGIKGLRDAIAAGIASRDGFPANADDIFITDG 147
* k x *:*.** * k x ***:****************:** * % :******: ~**:***
CsAlaAT ASPAVHMMMQLLISSEKDGILCPIPQYPLYSASIALHGGTLVPYYLDEASGWGLETSELT 213
LeAlaAT ASPAVHMMMQLLIGSENDGILCPIPQYPLYSASIALHGGTLVPYYLDEETGWGLEVSELE 300
HvAlaAT ASPGVHLMMQLLIRNEKDGILVPIPQYPLYSASIALHGGALVPYYLNESTGWGLETSDVK 207
SiAlaAT ASPGVHLMMQLLIRNEKDGILCPIPQYPLYSASIALHGGTLVPYYLDEKTGWGLEISDLK 207
***.**:****** .*:**** *****************:******:* :***** *::
CsAlaAT KQLESAKFKGISVRALVVINPGNPTGQVLTKENQEQIVQFCKQEGLVLLADEVYQENIYV 273
LeAlaAT NQLKTAKSKGINVRALAVINPGNPTGQVLAEANQREIVEFCKKEGLVLLADEVYQENVYV 360
HvAlaAT KQLEDARSRGINVRALVVINPGNPTGQVLAEENQYDIVKFCKNEGLVLLADEVYQENIYV 267
SiAlaAT KQLEDARSKGIDVRALVVINPGNPTGQVLAEDNQCDIVKFCKNEGLVLLADEVYQENIYV 267
:**: *: :**.****.************:: * % :**:***:**************:**
CsAlaAT PDKKFHSFKKIARTMGYGEKDISLVSFQSVSHGYYGECGKRGGYMEITGEFSADVREQIYK 333
LeAlaAT PEKQFHSFKKVARSMGFGEKDISLVSFQSVSEGFYGECGKRGGYMEVTGEFSPEIREQIYK 420
HvAlaAT DNKKFHSFKKIVRSLGYGEEDLPLVSYQSVSHGYYGECGKRGGYFEITGEFSAPVREQIYK 327
SiAlaAT DNKKENSFKKIARSLGYGEDDLPLVSFQSVSKEGYYGECGKRGGYMEITGFSAPVREQIYK 327
:*:*:****:.*::*:**.*: ***:******:**********:*:**** :******
CsAlaAT VASVNLCSNITGQILASLVMNPPKDGDLIYKSYCAERDGILSSLARRAKMLEAALNSLEN 393
LeAlaAT VASVNLCSNISGQILASLVMSPPKVGDESYESFAAEKEGILSSLARRAKTLEDAFSNLEG 480
HvAlaAT IASVNLCSNITGQILASLVMNPPKASDESYASYKAEKDGILASLARRAKALEHAFNKLEG 387
SiAlaAT IASVNLCSNITGQILASLVMNPPKVGDESFASYKAEKDGILESLARRAKALEDAFNNLEG 387
:*********:*********.*** .* : *: **::*** *khkkkkkk Kk *:..**.
CsAlaAT VTCNKAEGAMYLFPCIKLPVKAIKAAEAANTVPDTFYCRQLLNATGIVVVPGSGFGQVPG 453
LeAlaAT VTCNKAEGAMYLFPRINLPDKAIKAAEEAKIAPDAFYARHLLNATGIVVVPGSGFGQRPG 540
HvAlaAT ITCNEAEGAMYVFPQICLPQKAIEAAKAANKAPDAFYALRLLESTGIVVVPGSGFGQVPG 447
SiAlaAT ITCNKAEGAMYLFPQIHLPQKAIEAAKAAKKAPDAFYALRLLESTGIVVVPGSGEGQVPG 447
:***:******:** * * * ***:**: *: .**:**. :**::************* * *
CsAlaAT TWHFRCTILPQEDKIPAVISRLTDFHKAFMNEYRD 488
LeAlaAT TWHFRCTILPQEEKIPAIVSRLTEFHKLFMDEFRG 575
HvAlaAT TWHFRCTILPQEDKIPAVISRFTVFHEAFMSEYR- 481
SiAlaAT TWHIRCTILPQ-—--=—=—-—————————————————— 458

KKK e KAKK KKK

Gambar 4. Hasil analisis penyejajaran asam amino gen AlaAT mentimun (CsAlaAT), tomat (LeAlaAT), jelai (HVAIaAT), dan
jawawut (SiAlaAT). Warna abu-abu menunjukkan motif conserved pada aminotransferase kelas |, warna merah

menunjukkan residu lisin yang penting untuk mengikat (binding) pyridoxal 5'-phosphate (P5’P/PLP). *
posisi yang mempunyai residu tunggal dan sangat terkonservasi,
punyai karakteristik yang sangat mirip, .

- (titik dua) =
(titik) =

(bintang) =

konservasi antargrup yang mem-
konservasi antargrup yang mempunyai karakteristik hampir mirip.
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pok enzim yang mengatalisis interkonversi asam
amino dan oxoacid dengan transfer gugus amino.
Kelompok aminotransferase yang paling besar ialah
aspartate aminotransferase (AST) yang disebut juga
glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) dan
alanine aminotransferase (AlaAT) yang disebut juga
glutamate pyruvate transaminase (GPT). Pyridoxal 5'-
phosphate (P5’'P/PLP) berfungsi sebagai koenzim
dalam reaksi transfer amino. Reaksi transfer amino
melibatkan 2-oxoglutarate dan L-glutamate yang
masing-masing berfungsi sebagai akseptor dan donor
kelompok amino (NCBI 1988). Domain terkonservasi
yang terdapat pada gen AlaAT termasuk dalam
superfamili aminotransferase kelas I (Jehsen dan Gu
1996) yang ditunjukkan dengan warna abu-abu

Grup |

h
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(Gambar 4). Klasifikasi tersebut ditentukan oleh
struktur domain utama yang tidak selalu dapat di-
identifikasi fungsinya (Todd et al. 2001). Hasil analisis
penyejajaran asam amino pada keempat motif
aminotransferase menunjukkan matriks persentase
identitas yang bervariasi (Tabel 3).

Persentase identitas motif aminotransferase
pada gen AlaAT menunjukkan persamaan identitas
gen AlaAT tanaman monokotil antara jelai dan
jawawut sebesar 92,11%, sedangkan antara jelai dan
tanaman dikotil mentimun dan tomat masing-masing
sebesar 79,71% dan 77,65%. Dendrogram filogenetik
keempat gen AlaAT berdasarkan motif
aminotransferase menunjukkan adanya dua ke-
lompok yang terpisah antara tanaman monokotil

O. branchyantha2 -0,00956 \
O. sativa2 0,02381

S. bicolor2 0,01948

Z. mays2 0,02488
HvAIaAT 0,05544
SiAlaAT 0,02971
r— P. equentris2 0,0928

> Monokotil

L A officinalis2 0,07835

A. comosus2 0,06857

M. acuminata2 0,07123
E. guineensis2 0,0354
P. dactylifera2 0,06156 7

V. angularis2 0,11059
S. tuberosum1 0,07858 \

Grup Il

hlg

C. annuum?2 0,02864
S. lycopersicum2 0

S. tuberosum2 0,01234
[ E.grandis2 0,07853

V. vinifera2 0,06405

Grup Il

i

C. sinensis1 0,08723
R. communis2 0,04274
J. curcas2 0,04715

C. sinensis2 0,06432
T. cacao2 0,03392

G. raimondii2 0,03537
A. thaliana2 0,06424
A. thaliana1 0,05213
B. rapa1 0,04916

P. persica2 0,00389
P. mume2 0,0053

CsAlaAT 0,02267 /

C. melo10,012217

> Dikotil

Gambar 5. Dendrogram filogenetik berdasarkan sekuens prediksi asam amino (protein) gen AlaAT dari cDNA mentimun (CsAlaAT), tomat
(LeAlaAT), jelai (HvAIaAT), dan jawawut (SiAlaAT), serta 29 protein AlaAT berbagai spesies tanaman yang diperoleh dari
pangkalan data sekuens (NCBI 1988). Protein AlaAT dari cDNA mentimun, tomat, jelai, dan jawawut ditandai dengan kotak merah.
O. branchyantha2 = Oryza branchyantha AlaAT2, O. sativa2 = O. sativa AlaAT2, S. bicolor2 = Sorghum bicolor AlaAT2,
Z. mays2 = Zea mays AlaAT2, P. equentris2 = Phalaenopsis equentris AlaAT2, A. officinalis2 = Asparagus officinalis AlaAT2,
A. comosus2 = Ananas cocomus AlaAT2, M. acuminata2 = Musa acuminata AlaAT2, E. guineensis2 = Elaeis guineensis AlaAT2,
P. dactylifera2 = Phoenix dactylifera AlaAT2, V. angularis2 = Vigna angularis AlaAT2, S. tuberosum1 = Solanum tuberosum
AlaAT1, C. annuum2 = Capsicum annuum AlaAT2, S. lycopersicum2 = S. lycopersicum AlaAT2, S. tuberosum2 = S. tuberosum
AlaAT2, E. grandis2 = Euclayptus grandis AlaAT2, V. vinifera2 = Vitis vinifera AlaAT2, C. sinensis1 = Camellia sinensis AlaAT1,

R. communis2 = Ricinus communis AlaAT2, J. curcas2

= Jatropha curcas AlaAT2, C. sinensis2 = C. sinensis AlaAT2,

T. cacao2 = Theobroma cacao AlaAT2, G. raimondii2 = Gossypium raimondii AlaAT2, A. thaliana2 = Arabidopsis thaliana AlaAT2,
A. thaliana1 = A. thaliana AlaAT1, B. rapa1 = Brassica rapa AlaAT1, P. persica2 = Prunus persica AlaAT2, P. mume2 = P. mume

AlaAT2, C. melo1 = Cucumis melo AlaAT1.
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Tabel 3. Matriks persentase identitas motif aminotransferase pada gen AlaAT yang diisolasi
dari jelai (HVAIaAT), jawawut (SiAlaAT), tomat (LeAlaAT), dan mentimun (CsAlaAT).

HvVAIaAT SiAlaAT CsAlaAT LeAlaAT
HvAIaAT 100,00 - - -
SiAlaAT 92,11 100,00 - -
CsAlaAT 79,71 80,70 100,00 -
LeAlaAT 77,65 80,06 81,95 100,00

HVAIaAT 0,04796

SiAlaAT 0,03098

CsAlaAT 0,08349

LeAlaAT 0,09703

Gambar 6. Dendrogram filogenetik berdasarkan prediksi sekuens asam amino pada motif
aminotransferase gen AlaAT yang diisolasi dari jelai (HVAIaAT), jawawut (SiAlaAT),
tomat (LeAlaAT), dan mentimun (CsAlaAT).

(jelai dan jawawut) dan dikotil (tomat dan men-
timun) (Gambar 6). Todd et al. (2001) menyatakan
bahwa persamaan identitas sekuens asam amino
sekitar 30% secara signifikan menunjukkan adanya
variasi fungsi protein. Berdasarkan adanya persama-
an identitas sekuens pada motif aminotransferase
keempat spesies tanaman yang cukup tinggi (77,65-
92,11%), diduga enzim tersebut mempunyai fungsi
yang sama.

Asam amino penting yang diidentifikasi pada
motif aminotransferase adalah residu lisin pada posisi
ke-299 yang termasuk dalam sekuens terkonservasi.
Residu ini dianggap penting dalam menyediakan
ikatan aldimine yang diperlukan untuk mengikat
(binding) PLP (Muench dan Good 1994). Residu lisin
pada keempat gen AlaAT yang diisolasi teridentifikasi
pada posisi yang berbeda. Residu lisin pada gen
AlaAT jawawut (SiAlaAT) teridentifikasi pada posisi
yang sama dengan jelai (HvAlaAT), sedangkan pada
tomat (LeAlaAT) dan mentimun (CsAlaAT) masing-
masing berada pada posisi ke-392 dan ke-305
(Gambar 4). Posisi residu katalitik antarsumber gen
dapat bervariasi, meskipun peran fungsionalnya sama
(Todd et al. 2001). Pengikatan PLP pada gen AlaAT
teridentifikasi pada keempat spesies tanaman.

Enzim yang bergantung pada PLP diklasifikasi-
kan berdasarkan jenis reaksi, kisaran substrat, ke-
samaan urutan, dan fitur struktural. Sistem klasifikasi
ini banyak digunakan mengelompokkan enzim ber-
dasarkan jenis reaksi dan substrat. Namun, hal ini
tidak berkorelasi dengan klasifikasi secara filogenetik
dan konservasi struktural (Palacio 2019). Kesamaan
fungsional suatu enzim tidak hanya dilihat dari ke-
samaan sekuens asam aminonya saja, namun yang
lebih penting adalah kesamaan struktur situs aktif,

kekhususan substrat, fungsi, dan lipatan tiga dimensi
(Catazaro et al. 2014). Sementara itu, peneliti lain me-
lakukan penelitian fungsi enzim AlaAT pada beberapa
sumber gen AlaAT dengan melihat laju kinetik
reaksinya (McAllister et al. 2013). Perbedaan sumber
enzim dan prosedur pemurnian dapat berpengaruh
terhadap perilaku enzimatik dan laju kinetiknya. PLP
yang teridentifikasi pada gen AlaAT keempat spesies
tanaman tersebut diduga mempunyai fungsi yang
identik dengan gen AlaAT jelai yang telah dipelajari
fungsinya terkait dengan sifat EPN (Shrawat et al.
2008). Enzim ini merupakan penghubung antara
asimilasi nitrogen dan metabolisme karbon yang
introduksinya ke tanaman transgenik akan me-
ningkatkan hasil panen (Duff et al. 2012).

Analisis fungsi gen terkait dengan sifat EPN di-
perlukan untuk memastikan bahwa gen kandidat
AlaAT tersebut mempunyai fungsi yang sama, yaitu
dengan melakukan studi rekayasa genetika pada
tanaman model atau tanaman lainnya. Identitas gen
AlaAT terutama pada tanaman tomat dan mentimun
yang telah didapatkan dan diprediksi fungsi enzimnya
yang identik dengan gen AlaAT jelai diharapkan dapat
memunculkan fenotipe EPN. Aplikasi gen tersebut
dapat digunakan untuk merakit padi EPN melalui
teknik rekayasa genetika tanpa terhalang oleh klaim
HAKI dari pihak lain.

KESIMPULAN

Gen AlaAT jelai, jawawut, tomat, dan mentimun
telah diisolasi. Sekuens nukleotida dan asam amino
gen-gen tersebut mempunyai homologi 100% dengan
sekuens gen AlaAT rujukan. Homologi asam amino
gen AlaAT jelai dengan gen AlaAT tomat, mentimun,
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dan jawawut berturut-turut 77,75%, 75,68%, dan
91,48%. Identitas motif aminotransferase gen AlaAT
tanaman monokotil antara jelai dan jawawut sebesar
92,11%. Sementara, identitas motif aminotransferase
gen AlaAT antara jelai dan tanaman dikotil mentimun
dan tomat masing-masing sebesar 79,71% dan
77,65%. Analisis filogenetik membagi gen AlaAT men-
jadi tiga grup. Gen AlaAT jawawut dan jelai berada
pada grup I bersama gen AlaAT tanaman monokotil
lainnya. Gen AlaAT tanaman dikotil terbagi menjadi
dua dengan gen AlaAT tomat berada pada grup Il dan
gen AlaAT mentimun pada grup Ill. Gen AlaAT hasil
penelitian ini perlu diverifikasi potensinya untuk
perakitan varietas tanaman padi EPN.
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