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Peranan dan Potensi Dietary
Insecticidal Protein dalam Rekayasa
Genetika Tanaman Tahan Hama

Bahagiawati Amirhusin

Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor

ABSTRACT

Role and Potential Use of Dietary Insecticide Protein in Genetic Engineering of Insect
Plant Resistance. Bahagiawati Amirhusin. Plant genetic engineering offers opportunities for
creation of insect resistant plants through insertion and expression of insecticide proteins in
plants. Since mid 1980’s more than 10 plant species have been engineered for resistance to
specific target insects. The gene product of most genes used in this program affecting insect
growth by impairment of the insect's digestion system. Examples of the insecticide dietary
proteins are Bt-endotoxins, proteinase inhibitors, and lectins (carbohydrate binding proteins).
This review discusses the mode of action of some dietary insecticidal proteins used in plant
genetic engineering for insect resistance their prospects.

Key words: Insecticidal protein, genetic engineering, proteinase inhibitor, Bt-endotoxin

Tujuan pembangtinan sektor per-
tanian jalah untuk menaikkan
produksi pertanian, kesempatan
kerja, menaikkan pendapatan peta-
ni, menunjang produksi pertanian,
pemerataan pendapatan, serta me-
lestarikan sumber daya alam. Pro-
duksi pertanian harus dinaikkan un-
tuk memenuhi kebutuhan pangan
penduduk yang terus bertambah
sekitar 1,98% per tahun (BPS, 1999)
dan tuntutan pola konsumsi masya-
rakat yang berubah. Salah satu ken-
dala dalam menaikkan produksi
pertanian adalah serangan hama
dan penyakit. Kerugian yang dise-
babkan oleh serangan hama di du-
nia diperkirakan 13% dari produksi
total (Gatehouse et al., 1994). Di
Amerikat Serikat diperkirakan lebih
dari US$ 10.000 juta dipergunakan
untuk mengatasi persoalan hama
tanaman. Salah satu cara untuk
mengendalikan hama adalah de-
Nngan menanam varietas tanaman
yang tahan atau resisten terhadap
hama tertentu.

Dengan perkembangan ilmu
dan teknologi telah terbuka kesem-
patan untuk menggunakan teknolo-
gi rekayasa genetika untuk merakit
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tanaman tahan hama. Teknologi ini
mempunyai beberapa kelebihan di-
bandingkan dengan teknologi kon-
vensional dalam beberapa hal,
yaitu (1) memperluas pengadaan
sumber gen resistensi karena de-
ngan teknologi ini kita dapat meng-
gunakan gen resistensi dari ber-
bagai sumber, tidak terbatas dari
tanaman dalam satu spesies tetapi
juga dari tanaman yang berbeda
spesies, genus atau ordo, dari
bakteri, fungi, dan mikroorganisme
lain, (2) dapat memindahkan spesi-
fik gen ke lokasi yang spesifik pula
pada tanaman, (3) dapat menelu-
suri stabilitas gen yang dipindahkan
atau yang diintroduksi ke tanaman
dalam setiap generasi tanaman,
(4) memungkinkan mengintroduksi
beberapa gen tertentu dalam satu
event transformasi sehingga dapat
memperpendek waktu perakitan
tanaman multiple resisten, (5) ting-
kah laku gen yang diintroduksi di
dalam lingkungan tertentu dapat
diikuti dan dipelajari, seperti ke-
mampuan gen tersebut di dalam
tanaman tertentu untuk pindah ke
tanaman lain yang berbeda spesies-
nya (outcrossing), dan dampak ne-
gatif dari gen tersebut di dalam ta-

naman tertentu terhadap lingkung-
an dan organisme bukan target.

Setelah ada laporan tentang
pembuatan tanaman transgenik
yang ‘pertama kali pada tahun 1984
(Horsch et al., 1984) terdapat per-
kembangan yang pesat dalam
bidang ini. Pembuatan tanaman
transgenik resisten hama merupa-
kan salah satu bidang yang menda-
pat perhatian besar dalam perbaik-
an tanaman. Sebagian besar usaha
pembuatan tanaman transgenik ta-
han hama mempergunakan gen
dari Bacillus thuringiensis (Bt). Pa-
da tahun 1995 tanaman transgenik
pertama mulai tersedia bagi petani
di Amerika Serikat (jagung hibrida
Maximizer mengandung crylA(b)
yang dibuat oleh Novartis, tanaman
kapas  Bollgard  mengandung
crylA(c) yang dibuat oleh Monsan-
to, dan kentang Newleaf mengan-
dung cry3A, yang dibuat oleh Mon-
santo. Pada tahun 1996 luas areal
pertanaman jagung transgenik ha-
nya 400.000 acre. Pada tahun 1997
luas areal ini meningkat menjadi 3-
4 juta acre dan pada tahun 1998
mencapai 17 juta acre (Matten,
1998). Sampai dengan tahun 1998
lebih dari 10 jenis tanaman telah
berhasil ditransformasi untuk ta-
naman transgenik tahan hama. Ta-
naman tersebut meliputi tembakau,
tomat, kentang, kapas, padi, jagung,
poplar, whitespruce, kacang po-
long, kacang hijau, strawberry, dan
canola (Schuler et al., 1998).

Gen tahan hama tanaman yang
berhasil diintroduksi ke tanaman
sampai saat ini umumnya menye-
rang sistern pencernaan serangga.
Sebagai contoh adalah gen yang
berasal dari B. thuringiensis dan
tanaman (plant-derived genes). Sa-
at ini, ada dua kelompok besar gen
tanaman yang dipakai untuk mem-
buat tanaman transgenik tahan
hama, yaitu penghambat enzim
pencernaan (digestive enzyme
inhibitor) dan lektin.
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SISTEM PENCERNAAN SERANGGA

Untuk mengetahui insektisidal
protein apakah yang akan dipakai
sebagai penghambat pertumbuhan
serangga, maka perlu diketahui sis-
tem pencermnaan serangga serta ca-
ra bekerja insektisidal protein ter-
sebut dalarmm menghambat pertum-
buhan hama.

Alat pencernaan serangga
umurmnya terdiri dari mulut, hind-
gut, mid-gut, dan fore-gut. Peme-
cahan protein, karbohidrat, dan le-
mak yang masuk ke pencemaan
serangga melalui mulut umumnya
terjadi secara intensif di mid-gut.
Umumnya mid-gut dilapisi oleh
sampul (envelope) yang dikenal de-
ngan peritrophic membrane, yaitu
membran yang selektif karena ha-
nya molekul yang memiliki ukuran
kecil yang bisa melalui membran
ini kemudian menuju ke epithelial
sel untuk penyerapan oleh darah
atau sistemn sirkulasi serangga yang
kemudian diedarkan ke seluruh
atau ke bagian tubuh serangga yang
menggunakannya. Zat penyusun
peritrophic membrane dan epithe-
lial sel antara lain adalah chitin
(karbohidrat).

Salah satu enzim pencemaan
dalam mid-gut serangga adalah
enzim proteinase, Enzim proteinase
ini mengkatalisis pemecahan pro-
tein yang dimakan oleh serangga
untuk mendapatkan asam amino
yang penting bagi pertumbuhan
serangga secara normal. Ada empat
kelas proteinase, yaitu serine, cys-
tein, aspartat, dan metallo protein-
ase (Koiwa et al., 1997). Hanya tiga
kelas pertama dari proteinase ter-
sebut yang dijumpai di mid-gut se-
rangga. Umumnya serangga dari
golongan Lepidoptera tergantung
kepada serine proteinase sebagai
enzim untuk memecahkan protein

yang dimakannya, sedangkan se-

rangga golongan Coleoptera dan
Hemiptera tergantung kepada cys-
teine dan/atau aspartat proteinase.

INSEKTISIDAL PROTEIN
Bt-Toxin

Bacillus thuringiensis adalah
bakteri gram positif yang mengha-
silkan kristal protein yang bersifat
membunuh serangga (insektisidal)
sewaktu rmengalami proses sporu-
lasinya (Hofte dan Whiteley, 1989).
Kristal protein yang bersifat insekti-
sidal ini sering disebut dengan in-
sektisidal kristal protein (IKP) atau
&-endotoxin. IKP menempel secara
spesifik di reseptor pada epithelial
sel di mid-gut serangga. Penempel-
an ini menyebabkan tidak seim-
bangnya tekanan osmosis pada sel
dan lingkungannya yang menye-
babkan sel pada epithelial pecah
(ysis) dan akibatnya serangga mati.
Karena sifat insektisidalnya, Bt-toxin
telah dipakai sebagai bahan/agen
dalam pengendalian hama secara
alami pada beberapa dekade ini,
yaitu sebagai mikrobial insektisidal,
tetapi mikrobial insektisidal ini
mempunyai beberapa kelemahan,
antara lain peka terhadap sinar
ultra violet sehingga keefektifannya
terbatas dalam waktu yang pendek.
Di samping itu, beberapa hama
tanaman menyerang tanaman pada
lokasi yang sulit untuk dicapai oleh
mikrobial insektisidal tersebut yang
umumnya  berbentuk  tepung.
Dengan berkembangnya teknik
rekombinan, beberapa gen yang
mengkode IKP ini telah berhasil di-
klon dan diintroduksi ke tanaman.
Dengan integrasi gen Bt di dalam
sel tanaman, dapat memperpan-
jang peluang Bt dalam mengendali-
kan hama dan meningkatkan ke-
efektifan pengendalian.

Insektisidal kristal protein (IKP)
telah dikelompokkan menjadi .6
kelas utama, yaitu cryl sampai cry6
berdasarkan homologi sekuen
asam amino di N-terminal, berat
molekulnya, dan aktivitas insektisi-
dalnya. Enam kelas tersebut adalah
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1. ayl dapat menyerang serangga
Lepidoptera

2. cry2 dapat menyerang Lepidop-
tera dan Diptera

3., cry3 dapat menyerang Coleop-
tera '

4. cry4 dapat menyerang Diptera, -
5. cryS dapat menyerang Lepidop-
tera dan Coleoptera, dan
6. cry6 yang menyerang nematoda
Beberapa tanaman transgenik
telah direkayasa dengan gen ter-
sebut di atas antara lain tanaman
kapas vang mengandung gen
crylA(c) yang tahan terhadap se-
rangga hama kapas coffon boll-
worm dan beet armyworm (Perlak
et al., 1990), kentang yang mengan-
dung cry3A yang tahan terhadap
Colorado potato beetle (Perlak et
al., 1993), padi yang mengandung
crylA(b) yang tahan terhadap hama
penggerek batang striped stem-
borer dan leaf foider (Fujimoto et
al., 1993). “

GEN INSEKTISIDAL BERASAL
DARI TANAMAN

Telah diketahui bahwa ada be-
berapa protein yang diisolasi dari
tanaman yang mempunyai penga-
ruh negatif bagi pertumbuhan dan
perkembangan serangga. Di antara
protein ini adalah a-amnilase inhibi-
tor, lektin, dan profeinase inhibitor.
Seluruh insektisidal protein yang di-
sebutkan di atas ummnya ditermu-
kan secara alami pada biji dan da-
un tanaman dalam jumlah 1-10%
dari protein total tanaman tersebut.

Beberapa proteinase inhibitor
telah diisolasi dari tanaman dan
gen yang mengkode pembuatan
protein ini telah berhasil disekuen
dan diklon dalam vektor untuk di-
pergunakan dalam usaha transfor-
masi tanaman. Sebagai contoh
adalah a-amilase inhibitor yang di-
isolasi dari biji tanaman Phasealus
vulgaris (Marshall dan Lauda, 1975;
Altabella dan Chrispeels, 1990) dan
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dari biji gandum Triticum aestivum
(Yette et al., 1979), serine proteina-
se inhibitor dari tanaman tomat
(Fox 1986) dan kentang (Keil et al.,
1986), cysteine proteinase inhibitor
dari biji padi (Abe ef al., 1987) dan
biji kedelai (Hines ef al., 1991).

a-amilase Inhibitor

a-arnilase inhibitor adalah pro-
tein yang menghambat enzim ami-
lase di mid-gut serangga. Enzim
amilase diperlukan oleh serangga
terutama serangga yang memakan
biji-bijian dan ubi yang kaya dengan
zat pati (starch). Pati ini harus di-
pecahkan untuk mendapatkan mo-
lekul karbohidrat yang lebih kecil
seperti polisakarida dan monosa-
karida agar dapat dipergunakan da-
lam sistern metabolisme serangga.
Dengan dihambatnya pemecahan
pati oleh a-amnilase inhibitor maka
serangga tidak mendapatkan kebu-
tuhan karbohidratnya yang kemu-
dian dapat berakibat fatal bagi
serangga tersebut.

a-amilase inhibitor dari P. vul-
garis menghambat aktivitas amilase
pada crude extract dari mid-gut se-
rangga Lepidoptera seperti Spodop-
tera littoralis, Agrotis ipsilon, dan
Plodia interpunctella (Gutierrez et
al., 1993). Inhibitor ini juga diketa-
hui menghambat aktivitas amilase
di mid-gut serangga Callosobruchus
maculatus -dan Tribolium confusum
(Gatehouse et al., 1986).

Proteinase Inhibitor

Proteinase inhibitor 'dijumpai
pada berbagai makhluk hidup dan
merupakan kelas protein yang ba-
nyak dijumpai. Tumbuh-tumbuhan
terutama pada organ penyimpan
seperti biji dan umbi mengandung
berbagai kelas proteinase inhibitor
(1-10% dari total proteinnya). Pro-
teinase inhibitor terbagi atas bebe-
rapa kelas berdasarkan proteinase
yang tidak diaktifkan, yaitu serine
proteinase inhibitor, cysteine pro-
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teinase inhibitor, dan aspartyl
proteinase inhibitor (Ryan, 1990).

Serine Proteinase Inhibitor

Serine proteinase inhibifor me-

rupakan kelas yang paling banyak
dipelajari dibandingkan dengan ke-
las proteinase inhibitor lain. Banyak
serangga dari kelas Lepidoptera ter-
gantung dengan serine proteinase
(trypsin, chymotrypsin, dan estala-
se) sebagai proteinase utama untuk
mendapatkan asam amino dari pro-
tein yang dimakannya. Serangga
Lepidoptera umumnya mempunyai
pH 9-11 (alkali) pada mid-gutnya di
mana pH ini merupakan pH optimal
untuk serine proteinase. Serine pro-
teinase inhibitor mempunyai efek
negatif terhadap pertumbuhan se-
rangga Lepidoptera dan Coleopte-
ra. Salah satu serine proteinase
inhibitor, yaitu Kunitz inhibitor yang
diisolasi dari kedelai mempunyai
efek negatif terhadap perturmbuhan
larva European cormborer jika dibe-
rikan dalam dosis 2-5% dalam pa-
kan buatan. Inhibitor ini dalam kon-
sentrasi tinggi (10%) menghambat
pertumbuhan C. maculatus dan
Manduca sexta (Gatehouse dan
Bouiter, 1983; Shukle dan Murdock,
1983).

Cysteine Proteinase Inhibitor

Cysteine proteinase inhibitor ju-
ga banyak dijumpai di alam pada
binatang, mikroorganisme, dan ta-
naman. Cysteine proteinase dijum-
pai dalam jumnlah yang relatif besar
di mid-gut lumen dari serangga go-
longan Hemiptera dan Coleoptera
di mana pada dua kelas serangga
ini pH di mid-gutnya sekitar 5.
Serangga seperti C. maculatus
(Campos et al., 1989; Murdock et
al., 1988), Zabrotes subfaciatus
(Lemos et al., 1987), dan Tribolium
castaneurn (Murdock et al., 1987)
tergantung pada proteinase ini un-
tuk rendapatkan asam amino bagi
pertumbuhannya. Cysteine protein-
ase inhibitor telah diisolasi dari ber-
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bagai biji tanaman seperti padi
(oryza cystatin) dan kedelai (soya
cystatin). Di samping itu, protein ini
juga telah diisolasi dari umbi ken-
tang (potato multi cystatin).

Gen yang mengkode Oryza cys-
tatin telah diklon dan diintroduksi
ke beberapa tanaman seperti tem-
bakau (Bencheckroun et al., 1995),
kentang (Lecardonnel ef al., 1999),
dan poplar (Leple et al., 1995). Dari
transformasi ini hanya transformasi
pada tanaman poplar dan kentang
yang memperlihatkan ketahanan
terhadap hama tertentu.

Aspartat Proteinase Inhibitor

Pengetahuan mengenai aspar-
tat proteinase inhibitor lebih sedikit
jika dibandingkan dengan kedua
«elas inhibitor lain. Houseman dan
Downe (1983) melaporkan adanya
proteinase ini di mid-gut serangga
golongan Hemiptera. Proteinase ini
juga dijumpai pada serangga Co-
leoptera seperti C. maculatus dan
Colorado potato beetle (Silva dan
Xavier-Filho, 1985; Thie dan House-
man, 1990).

Aspartat proteinase inhibitor ju-
ga telah diisolasi dari tanaman to-
mat dan kentang. Gen yang meng-
kode pembuatan protein ini juga
telah diklon (Wemer ef al., 1993;
Shuh et al., 1991; Hannapel 1993).

Lektin

Lektin merupakan carbohidrate
binding protein, yaitu protein yang
menempel pada glycan di glycopro-
tein, glycolipid, dan polisakarida
(Golstein et al., 1980). Lektin ba-
nyak dijumpai pada jaringan ta-
naman terutama pada biji tanaman
leguminosa. Beberapa lektin sudah
diketahui mempunyai anti-nutritio-
nal efek terhadap pertumbuhan
serangga golongan Hemiptera, Co-
leoptera, Lepidoptera, dan Diptera.

Lektin wheatgerm  aglutinin
(WGA), umbi kentang, thom apple,
dan osage orange menghambat

¥
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pertumbuhan serangga hama cow-
pea bruchid (Murdock et al., 1990).
Lektin yang diisolasi dari Ricinus
communis, Triticum vulgaris, dan
Bauhinia purpurea menyebabkan
pengaruh yang fatal terhadap se-
rangga penggerek batang jagung
European cornborer (Czapla dan
Lang, 1990). Lektin dari snowdrop
(Galanthus nivalis) toksik terhadap
hama wereng batang coklat, Nila-
parvata lugens (Powell et al., 1995).
Cara kerja lektin ini dalam meng-
hambat pertumbuhan serangga di-
perkirakan karena penempelan lek-
tin ini pada karbohidrat yang me-
nyusun peritrophic membrane akan
mengganggu fungsi  peritrophic
membrane ini.

POTENSI DIETARY INSECTICIDAL
PROTEIN DALAM REKAYASA
GENETIKA TANAMAN
TAHAN HAMA

Sarnpai saat ini telah dilakukan
banyak transformasi tanaman un-
tuk ketahanan terhadap hama de-
ngan menggunakan dietary insecti-
cidal protein. Sebagian besar trans-
formasi itu menggunakan gen Bt

yang memproduksi Bt-toxin. Ta- -

naman transgenik yang mengeks-
presi Bt-toxin telah ditanam di be-
berapa negara baik di negara ber-
kembang maupun di negara maju.
Di Amerika Serikat luas areal pena-
naman tanaman transgenik yang
mengandung gen Bt meningkat dari
tahun ke tahun. Selain di' Amerika
Serikat, tanaman transgenik banyak
ditanam di Kanada, Australia,
Jepang, dan China. Pada saat ini,
telah dimulai eksplorasi pengguna-
an dietary insecticidal protein dari
jenis Bacillus lain selain B.
thuringiensis. '

Penggunaan insektisidal lain se-
perti proteinase inhibitor, a-amilase
inhibitor, dan lektin di berbagai ne-
gara hanya pada tahap percobaan
(penelitian). * Beberapa tanaman
transgenik telah dihasilkan dimana

tanaman lrahsgeniic ini memper-
lihatkan efek negatif terhadap per-
tumbuhan serangga. Sebagai con-
toh adalah transformasi tanaman
kacang polong dan kacang hijau
dengan o-amilase inhibitor dari P.
vulgaris memperlihatkan ketahan-
an terhadap hama bruchid (Shade
et al., 1994; Schroeder et al., 1995;
Ishimoto et al., 1996). Transformasi
tanaman dengan profeinase inhi-
bitor yang telah dilakukan adalah
dengan serine proteinase inhibitor.
Sebagai contoh adalah transformasi
tanaman dengan cowpea trypsin
inhibitor pada tanaman tembakau
yang menghambat pertumbuhan
serangga Heliothis virescens (Hilder
et al., 1987), transformasi pada ta-
naman sirawberry terhadap hama
strawberry weevil (Graham ef al.,
1997), pada tanaman padi terhadap
Sesamia inferens (Duan et al.,
1996), dan pada tanaman kentang
terhadap Lacanobia oleracea
(Gatehouse et al., 1997). Contoh
transformasi dengan serine protein-
ase inhibitor jenis lain adalah de-
ngan pinll di mana pinll telah diin-
troduksi ke beberapa tanaman se-
perti tembakau yang mempetlihat-
kan ketahanan terhadap Chryso-
deixis eriosoma (McManus et al.,
1994) dan M. sexta (Johnson et al.,
1989), dan tanaman padi yang
memperlihatkan ketahanan terha-
dap Chilo suppressalis (Xu et al.,
1996). Transformasi dengan gen
yang mengkode cysteine proteinase
inhibitor telah pula dilaporkan, yaitu
dengan menggunakan Oryza cysta-
tin. Hal ini telah dilakukan pada ta-
naman kentang yang menunjukkan
ketahanan terhadap Colorado pota-
to beetle (Lecardonel et al., 1999)
dan poplar (Leple et al., 1995).

Transformasi tanaman menggu-
nakan lektin telah dilakukan, misal-
nya menggunakan gen pea lectin
pada tembakau yang memperlihat-
kan ketahanan terhadap tobacco
budworm (Hepher et al., 1989) dan
dengan GNA (snowdrop lectin)
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yang menunjukkan ketahanan ter-
hadap - tobacco budworm dan
potato aphid (Hilder et al., 1995).

Transformasi tanaman dengan
menggunakan dietary insecticidal
protein mempunyai batasan di ma-
na telah diketahui beberapa hama
tanaman menjadi tahan terhadap
insektisidal protein tertentu. Meka-
nisme terjadinya ketahanan ini di-
sebabkan oleh kemampuan enzim
pencermaan serangga untuk ber-
adaptasi dengan insektisidal yang
dimakan secara terus menerus da-
lam periode waktu tertentu. Bebe-
rapa cara untuk mencegah terjadi-
nya adaptasi ini telah disarankan
termasuk untuk merakit tanaman
dengan muiltiple resistance genes.

KESIMPULAN

. Beberapa insektisidal protein
dapat berperan dalam usaha pera-
kitan tanaman transgenik tahan
hama. Bt-endotoxin yang telah ber-
hasil diklon adalah gencry 1, 2, 3, 4,
5, dan 6 yang menyerang kelas
hama tertentu. Beberapa gen Bt ini
telah Dberhasil diintroduksi dan
menunjukkan ketahanan terhadap
serangga target.

Beberapa tanaman telah berha-
sil ditransformasi dengan gen yang
berasal dari tanaman seperti o-
amilase inhibitor, proteinase inhibi-
tor, dan lektin yang menunjukkan
aktivitas penghambatan pertum-
buhan serangga.

Adanya bukti bahwa beberapa
hama menjadi resisten terhadap
beberapa insektisidal protein se-
hingga diantisipasi dengan cadang-
an strategi untuk manajemen re-
sistensi, salah satu di antaranya
menggunakan tanaman  yang
multiple resisten.
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