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Nomor : 106/SPP-AUPT/H18.12/PL/2012

Yang bertanda tangan dibawahgggini:

Namar :Ir. H. Amiruddin, M.Si.
Jabatan : Ketua Lembaga Penelitian Universitas Mataram
Alamat : JIn. Pendidikan no. 37 Mataram

Bertindak untuk dan atas nama Lembaga Penelitian Universitas Mataram selanjutnya dalam Surat
Perjanjian Penugasan ini disebut PIHAK PERTAMA.

dan

1. Nama : Drs. Ahmad Jupri, M.Eng

2. Nama : Prof. Ir. Sunarpi, Ph.D.

3. Nama : Rina Kurnianingsih, 5.P., M.5i.

Alamat : Fakultas MIPA, Universitas Mataram, Jin. Majapahit NO. 62 Mataram

Masing-masing bertindak untuk dan atas nama ,dirinya sendiri serta sekaligus sebagai keseluruhan
dalam team kerja yang selanjutnya daiam Surat Perjanjian Penugasan ini disebut sebagai PIHAK
KEDUA.

Pada hari ini Jum’at tanggal Sepuluh bulan Februari tahun Dua Ribu Dua Belas, kedua belah pihak
telah sepakat untuk membuat Surat Perjanjian Penugasan dengan ketentuan sebagai berikut :

Pasal 1
LINGKUP KEGIATAN

(1) PIHAK PERTAMA memberi tugas kepada PIHAK KEDUA dan PIHAK KEDUA menerima tugas
tersebut untuk melaksanakan dan sebagai penanggung jawab pelaksanaan penelitian yang
berjudul : "Transformasi (Gen AtHKTI Menggunakan  Stress-Inducible Promotor Untuk
Menghasilkan Tanaman Kedelai Tahan Tanah Bergaram.”;

(2) Pelaksanaan penelitian sebagaimana dimaksud pada ayat (1), mengacu pada Proposal Penelitian
yang telah disetujui oleh Lembaga Penelitian Universitas Mataram dan sebagaimana tercantum
dalam lampiran dan merupakan bagian yang tidak terpisahkan dari surat perjanjian penugasan
ini.



Pasal 2
PEMBIAYAAN

(1) PIHAK PERTAMA menghibahkan dana untuk kegiatan sebagaimana dimaksud pada pasal 1
sebesar Rp. 80.000.000,- (Delapan puluh juta rupiah) yang dibebankan kepada DIPA Universitas
Mataram Tahun Anggaran 2012 Nomor : 0799/023-04.2.01/21/2012 Tanggal 9 Desember 2011;

{2) Pembayaran dana penelitian sebagaimana dimaksud pada pasal 2 ayat (1) oleh PIHAK PERTAMA
kepada PIHAK KEDUA dilakukan secara berangsur melalui 2 (dua) tahap sebagai berikut :

a. Tahap pertama 70% Rp. 80.000.000,- = Rp. 56.000.000,- (Lima puluh enam juta rupiah)
setelah surat Perjanjian ini ditandatangani oleh kedua belah pihak;

b. Tahap kedua 31% Rp. 80.00.000,- = Rp. 24.000.000,- (Dua puluh empat juta rupiah) setelah
PIHAK KEDUA menyerahkan laporan-laporan pelaksanaan kegiatan kepada PIHAK PERTAMA

Pasal 3
KEWAJIBAN PAJAK

Segala sesuatu yang berkaitan dengan Pajak berupa PPn dan/atau PPh menjadi tanggungjawab PIHAK
KEDUA dan harus disertorkan ke kas Negara sesuai dengan ketentuan peraturan perundang-undangan
yang berlaku;

Pasal 4
JANGKA WAKTU PELAKSANAAN KEGIATAN

Jangka waktu pelaksanaan kegiatan sarnpai selesai 100% dgitetapkan selama 10 (sepuluh) bulan
kalender,terhitung sejak ditandatangani perjanjian Penugasan pada tanggal 10 Pebruari 2012 dan
berakhir sampai dengan tanggal 10 Desember 2012;

Pasal 5
TATACARA PENGELOLAAN DANA BANTUAN PENELITIAN

(1) Pengelolaan dana bantuan penelitian dilakukan secara swakelola oleh PIHAK KEDUA dan
berpedoman pada prinsip-prinsip pengelolaan block grant, yaitu:
a. menerapkan prinsip keterbukaan, jujundemokratis, akuntabel, efektif dan efisien;
Pertanggungjawaban keuangan harus sesuai dengan peraturan yang berlakuy;
c. Pembukuan dana bantuan penelitian harus tersendiri yang tidak disatukan dengan
pembukuan keuangan lainnya;
Pembukuan dana bantuan berisi semua transaksi keuangan menurut urutan tanggal transaksi;
e. menyusun rekapitulasi penggunaan dana, termasuk pajak-pajak yang harus dibayarkan
kepada kas Megara, dalam bentuk Laporan Penggunaan Dana Penelitian disertai bukti-bulkti
pembayaran kuitansi yang asli dan syah; dan
f. Laporan Penggunaan Dana Penelitian harus ditandatangani oleh PIHAK KEDUA dan
diketahui/disyahkan oleh PIHAK PERTAMA.
(2) Laporan Penggunaan Dana Penelitian harus disampaikan kepada PIHAK PERTAMA dengan
pengaturan sebagai berikut :
a. Laporan penggunaan dana penelitian 70% diserahkan kepada PIHAK PERTAMA selambat-
lambatnya 15 September 2012;



b. Laporan penggunaan dana penelitian 100% diserahkan kepacia PIHAK PERTAMA bersama-
sama dengan Laporan Akhir Hasii Penelitian sesuai Waktu yang ditentukan.

Pasal 6
HAK DAN KEWAJIBAN

(1) Hak dan Kewajiban PIHAK PERTAMA
1. Hak PIHAK PERTAMA
a. Memperoleh data dan informasi yang diperoleh dan hasil kegiatan penelitian yang
dilaksakan oleh PIHAK KEDUA,;
b. Meminta dan menerima laporan-laporan secara periodik mengenai pelaksanaan kegiatan
penelitian yang dilakukan oleh PIHAK KEDUA;
2. Kewajiban PIHAK PERTAMA
a. Menyalurkan bantuan dana penelitian kepada PIHAK KEDUA, sesuai Pasal 2 diatas;
b. Mangawasi, memantau dan mgengevaluasi kegiatan penelitian vang dilaksanakan oleh
PIHAK KEDUA;
{2) Hak dan Kewajiban PIHAK KEDUA
1. PIHAK KEDUA adalah menerima bantuan dana dan PIHAK PERTAMA sesuai dengan Pasal 2
di atas dan kesepakatan kadua belah pihak;
2. Kewajiban PIHAK KEDUA

a. melaksanakan dan menyelesaikan kegiatan sesuai dengan jadwal dan batas waktu yang
telah ditetapkan dalam Perjanjian Penugasan ini;

b. bertanggungjawab terhadap penggunaan dana bantuan penelitian yang telah diterima dan
PIHAK PERTAMA sesuai dangan Perjanjian Penugasan ini dan perraturan perundangan
yang berlaku;

c. Mempublikasikan hasil penelitiannya dalam jurnal internasionai atau sekurang-kurangnya
dalam jurnal Masional terakreditasi. Hasil penelitian wajib dipublikasikan selambat-
lambatnya pada tahun kedua sejak penelitian dimulai. Selain itu, PIHAK KEDUA wajib
menghasilkan luaran berupa produk ipteks dan lainnya (metode, teknologi tepat guna, blue
print, prototipe, sistem, kebijakan, model, dan/atau rekayasa sosial). Di samping luaran
wajib tersebut, PIHAK KEDUA harus mengupayakan luaran tambahan dari hasil
penelitiannya yaitu berupa HKI dan/atau bahan ajar;

d. Melaporkan kepada PIHAK PERTAMA tentang perkembangan publikasi artikel ilmiah
danfatau perolehan paten secara periodik 1 (satu) kali dalam 3 (tiga) bulan sejak
berakhirnya pelaksanaan peneiitian;

e. Mempresentasikan hasil penelitiannya pada seminar yang akan dilaksanakan oleh PIHAK
PERTAMA dan/atau Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi, Kementerian Pendidikan dan
Kebudayaan;

f. Memberikan data, informasi, dan katerangan secara benar dan jujur, baik dalam mengisi
aplikasi monitoring secara berkala maupun kepada Tim Maonitoring dan Evaluasi (monev)
yang berasal dari Lembaga Peneiitian Universitas Mataram dan/atau Direktorat Jenderal
Pendidikan Tinggi Kemendikbud;

g. Menaati teguran/peringatan tertulis yang disampaikan oleh PIHAK PERTAMA,;

h. Membuat Buku Catatan Hanan Penelitian (BCHP) sesuai ketentuan yang beriaku; dan

i. menyampaikan laporan-laporan kepada PIHAK PERTAMA sesuai yang termasuk dalam
Pasal 8 Perjanjian Penugasan ini;
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Pasal 7
MONITORING

Monitoring dan evaluasi lapangan pelaksanaan penelitian dilakukan secara internal oleh PIHAK
PERTAMA kepada PIHAK KEDUA dan/atau oleh Tim Monitoring dan Evaluasi yang ditunjuk oleh
PIHAK PERTAMA,;

Montoring dan evaluasi pelaksanaan penelitian juga dilakukan secara eksternal/terpusat oleh
Dit. Litabmas, Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi;

PIHAK KEDUA juga diwajibkan meingisi aplikasi monitoring secara barkala 2 (dua) bulan sekali
terhitung mulai penandatanganan perjanjian Penugasan ini; dan

Hasil monitoring menjadi_acuan untuk pertimbangan pendanaan tahun berikutnya bagi
penelitian yang yang masih berjalan;

Pasal 8
PELAPORAN

Laporan terdiri atas :

a. Laporan Perkambangan Pelaksanaan Kegiatan;

b. Laporan Penggunaan Dana Penelitian; dan

c. Laporan Akhir Hasil Peneiitian;

Laporan Perkembangan Pelaksanaan Kegiatan Laporan Kamajuan Pelaksanaan Penelitian):

a. Disusun berdasarkan hasil pelaksanaan kegiatan peneiitian;

b. Laporan harus menggambarkan tentang keseluruhan proses pelaksanaan kegiatan dan
hasii-hasil penelitian yang telah dicapai;

c. Laporan yang disampaikan harus sesuai dengan proposal yang sudah disepakati;
Laporan disusun sesuai dengan format yang ditentukan oleh PIHAK PERTAMA,; dan
Laporan diserahkan kepada PIHAK PERTAMA sebanyak 4 (empat) eksemplar selambat-
lambatnya 15 September 2012;

{3) Laporan Penggunaan Dana Penelitian:

. Laporan disusun dengan barpedoman pada prinsip-prinsip pengelolaan block grant

b. sebagaimana disebutkan dalam Pasal 5 ayat (1) Perjanjian Penugasan ini;

¢. Laporan diserahkan kepada PIHAK PERTAMA sebanyak 3 (tiga) eksemplar;

d. Waktu penyerahan laporan oleh PIHAK KEDUA kepada PIHAK PERTAMA sebagaimana
diatur pada Pasal 5 ayat (2) Perjanjian Penugasan ini; dan

e. Apabila PIHAK KEDUA tidak melakukan sebagaimana disebutkan pada Pasal 8 ayat (3) butir

a, b dan di atas, maka PIHAK PERTAMA berhak memotong 15% dari total dana penelitian

PIHAK PERTAMA untuk pembayaran pajak yang akan disetorkan ke kas Negara;

d

(4) Laporan Akhir Hasil Penelitian:

a. Disusun berdasarkan hasilpeiaksanaan kegiatan panelitian;
b. Laporan harus menggambarkan tentang keseluruhan proses pelaksanaan kegiatan dan
hasil-hasil penelitian yangtelah dicapai;
c. Laporan yang disampaikan harus sesuai dengan proposal yang sudan disetujui oleh PIHAK
PERTAMA;
d. Laporan disusun sesuai dengan format yang ditentukan oieh PIHAK PERTAMA, yaitu:
(1) Bentuk/ukuran kertas kuarto/A4;
(2) Warna cover (sarnpul) Kuning;
(3) Dibagian bawah cover (sampul) ditulis:
Dibiayai Dengan Dana DIPA Universitas Mataram Tahun Anggaran 2012
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Nomor : 0799/023-04.2.01/21/2012 Tanggal 9 Desember 2011;
e. Laporan Akhir Hasil Penelitian harus disarahkan oleh PIHAK KEDUA kapada PIHAK

PERTAMA selambat-lambatnya tanggal 10 Desember 2012 yang terdiri atas:

(1) Laporan dafam bantuk hard copy sebanyak B (dalapan) eksemplar dan dalam bentuk
soft copy (CD dalam format “pdf") sebanyak 2 (dua) kaping CD;

(2) Ringkasan/Surnmairyg (abstrak) dalam Banasa Indonesia maupun Banasa Inggris
sebanyak 2-3 halaman;

(3) Copy artikel ilmiah yang telah_dikirimkan ke jurnal nasionalfinternasional disertai
bukti kirim ke alamat jurnal dimaksud, sebanyak 2(dua) eksemplar dan/atau bukti
fisik perkembangan publikasi ilmiah yang terah diperoieh; dan

(4) Bukti fisik perkembangan luaran tambanan yang diperoleh PIHAK KEDUA seperti
bahan ajar dan/atau HKI;

Pasal 9
PERUBAHAN PENELITIAN

Apabila PIHAK KEDUA, Karena satu dan lain hal barmaksud merubah palaksanaan, judul jangka
waktu, lokasi penelitian, dan/atau Tim Penaliti dari pelaksanaan panalitian yang telah disapakati
dalam Surat Perjanjian ini, PIHAK KEDUA harus mengajukann permohonan perubahan tarsebut
kepada PIHAK PERTAMA;

Parubahan Pelaksanaan penelitian tarsebut pada Pasal 9 ayat (1) dalam Surat Parjanjian ini dapat
dibenarkan bila telah mandapat persetujuan lebih dahulu dari PIHAK PERTAMA,; dan

Dalam hal Ketua Pelaksana Panelitian tidak dapat menyelesaikan pelaksanaan panelitian ini
sepenuhnya, maka PIHAK KEDUA harus menyapakati dan menunjuk penggantinya yang berasal
dari anggota tim peneliti yang berkompoten dalam bidang ilmu tersabut atas persetujuan PIHAK
PERTAMA.

Pasal 10
HAK ATAS KEKAYAAN LINTELEKTUAL

Hak Kekayaan Intelektual yang dihasilkan dari pelaksanaan penelitian ini, diatur dan dikelola
seauai dengan peraturan dan perundang-undangan yang berlaku;

Dalam hal terjadi tuntutan dari pihak lain atas penggunaan suatu teknologi tertentu olah PIHAK
KEDUA dalam rangka pekerjaan berdasarkan Perjanjian Penugasan ini, maka PIHAK PERTAMA
terbebas dari segala tuntutan pihak lain tarsebut.

Pasal 11
PERALATAN ILMIAH DAN BARANG INVENTARIS

Peralatan ilmiah dan barang inventaris pengadaannya dilaksanakan oleh PIHAK KEDUA, yang
berpedoman pada Peraturan Parundangan yang berlaku;

Semua hasil pengadaan peralatan ilmiah dan barang inventaris yang diparoleh melalui anggaran
penelitian ini adalan milik Negara dan harus diserahkan kepada Universitas Mataram, setelah
pemutusan dan/atau berakhirnya Perjanjian Penugasan ini.
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Pasal 12
KEADAAN KAHAR (FORCE MAJEURE)

Keadaan kahar (force majoure) adalah suatu keadaan yang terjadi di luar kehendak kadua belah
pihak yang mempengaruhi pelaksanaan Perjanjian Penugasan ini sehingga pekerjaan yang (yang
telah di janjikan dalam Penugasan ini menjadi tidak dapat dipenuhi;

Hal-hal yang yang termasuk keadaan kahar (force majoure) sabagaimana tercanturn pada ayat
(1) Pasal ini adalah peperangan, kerusuhan, revolusi, bencana alam (banjir, gempa bumi, badai,
gunung mneletus, tanah longsor, Wabah penyaakit, dan angin topan), pemogokan, kebakaran
dan gangguan industri lainnya, seauai dengan Peraturan Perundan-undangan yang berlaku;
Keterangan tentang kebenyaran aadanya keadaan kahar (force majoura) sebagaimana tercantum
pada ayat (1) Pasal ini harus dibuat oleh instansi/pejabat yang berwenang.

Apabila terjadi keadaan kahar (force majeure) sebagaimana tercantum pada ayat (1) Pasal ini,
maka PIHAK KEDUA wajib memberikan laporan tertulis kepada PIHAK PERTAMA paling lambat
14 (empat belas) hari kalender.setelah terjadinya keadaan kahar tersebut, untuk kemudian
ditindaklanjuti oleh PIHAK PERTAMA,;

Pasal 13
SANKSI

Apabila batas waktu habisnya masa penelitian ini PIHAK KEDUA balum juga menyerahkan hasil
pekerjaan seluruhnya kepada PIHAK PERTAMA, maka PIHAK KEDUA dikenakan denda sebesar
1/1000 (satu permil) setiap hari setiap hari keterlambatan terhitung dari tanggal jatuh tempo
yang telah ditetapkan (tanggal O7 Desernber 2012) sampai setinggi-tingginya 5% (lima persen)
dari nilai surat perjanjian pelaksanaan penelitian;

Apabila PIHAK KEDUA tidak menyerahkan laporan hasil penelitian dalam akhir tahun anggaran
yang sedang berjalan dan waktu proses pencairan biayanya telah berakhir, maka sisa biaya yang
bersangkutan, maka sisa biaya yang barsangkutan, yang belum sempat dicairkan dinyatakan
hangus dan dikembalikan ke kas Negara;

Dalam hal PIHAK KEDUA tidak dapat memanuhi Perjanjian Penugasan Penelitian hingga tanggal
15 Desernber 2012, maka PIHAK KEDUA wajib mengembalikan dana penelitian yang telah
ditarinianya kepada_PIHAK PERTAMA untuk selanjutnya disetorkan 1 kembali ke Kas Negara;
Apabila waktu penelitian seperti tersebut pada Pasal 4 tidak dapat dipenuhi, maka untuk
selanjutnya PIHAK PERTAMA akan mempertimbangkan usul-usul penelitian berikutnya yang
berasal dari PIHAK KEDUA;

Apabila di kemudian hari terbukti bahwa judul penelitian sebagaimana tersebut pada pasal 1
terdapat indikasi duplikasi dan/atau ketidak jujuran/itikad kurang baik yang tidak sesuai dengan
kaidah ilmiah, maka penelitian tersebut dinyatakan batal dan PIHAK KEDUA wajib
mengembalikan dana penelitian yang ielah diterimanya kepaada PIHAK PERTAMA untuk
selanjutnya disetor kembali ke Kas Negara.

Pasall4
PERUBAHAN ISI PERJANJIAN

Perubahan isi Perjanjian Penugasan ini dapat dilakukan sesuai kesepakatan kedua belah pihak, yang
akan dituangkan dalam suatu Amandemen, yang merupakan bagian tidak terpisahkan dari Perjanjian

ini.



Pasal 15
PENUTUP

(1) Surat Perjanjian Penugasan ini dibuat rangkap 3 (tiga), 2 (dua) rangkap dibubuhi meterai Rp.
6.000,- (enam ribu rupiah) yang biaya meterainya dibebankan kepada PIHAK KEDUA;

(2) Hal yang belum diatur dalam Perjanjian Penugasan ini, akan diatur kemudian oleh kedua belah
pihak secara musyawarah.

PIHAK PERTAMA PIHAK KEDUA
: Penelntlan UNRAM Tim Pelaksana Penelitian,
Ketua,

Drs Ahmad Jupri, M.Eng

Prof—ir. Sunarpi, Ph.D.

A
e = .
Rina I(u;manrngsm 5.P., M.Si,



LAPORAN AKHIR
PENELITIAN UNGGULAN STRATEGIS UNRAM

TEMA:
KETAHANAN DAN KEAMANAN PANGAN

JUDUL PENELITIAN

TRANSFORMASI GEN AtHKTI MENGGUNAKAN STRESS-
INDUCIBLE PROMOTOR UNTUK MENGHASILKAN
TANAMAN KEDELAI TAHAN TANAH BERGARAM

Drs. Ahmad Jupri, M.Eng
Prof. Ir. Sunarpi, Ph.D
Rina Kurnianingsih, S.P.,M.Si

Dibiayai Dengan Dana DIPA Universitas Mataram Tahun Anggaran 2012
Nomor : 0799/023-04.2.01/21/2012 Tangg=}9 Desember 2011

UNIVERSITAS MATARAM
- DESEMBER 2012



B. Halaman Pengesahan

&

W N

Judul Penelitian

. Tema
. Ketua Peneliti

a. Nama Lengkap

b. Jenis Kelamin

c. NIP

d. Jabatan Struktural
€. Jabatan Fungsional
f. Perguruan Tinggi
g. Fakultas/Jurusan
h. Pusat Penelitian

1. Alamat

. Telepon

k. Telpon/Fax/Email

. Jangka Waktu Penelitian

: Transformasi Gen 4tHKT1 Menggunakan Stress-inducible

Promotor untuk Menghasilkan Tanaman Kedelai Tahan Tanah
Bergaram

: Ketahanan dan Keamanan Pangan

: Drs. Ahmad Jupri, M.Eng
i
: 19660817 199203 1 001

: Lektor Kepala

: Universitas Mataram

: MIPA/Biologi

: Universitas Mataram

: J1. Majapahit 62 Mataram
1 62-370-646506

: -/-/ajupri@yahoo.com

: 3 Tahun (keseluruhan)

Penelitian ini adalah penelitian tahun ke-1

. Pembiayaan

a. Jumlah yang dlsetqu Dikti tahun ke-1 (2012): Rp. 80.000.000,-
b. Jumlah yang diajukan ke Unram tahun ke-2 : Rp. 100.000.000,-
c. Jumlah yang diajukan ke Unram tahun ke-2 : Rp. 100.000.000,-

Mataram, 10 Desember 2012

Ketua Peneliti,

Prbﬁﬁ’@% darma, Ph.D. Drs. Ahmad Jupri, M.Eng
NIP. 9600606798503 1 032 NIP. 19660817 199203 1 001

LEMBAFA
pﬁ‘NH-J Amar ddin, M.Si



C. Identitas Penelitian
1. Judul Penelitian  : Transformasi Gen AtHKT] Menggunakan Srress-inducible

Promotor untuk Menghasilkan Tanaman Kedelai Tahan Tanah
Bergaram

2. Ketua Peneliti

a). Nama lengkap : Drs. Ahmad Jupri, M.Eng
b). Bidang Keahlian : Biologi
3. Anggota Peneliti
N Nama dan Gelar Bid Keahli Tt Cljrah/an.Waktu
0 Akadeniilk 1dang Keahlian nstitusi (Jam/minggu)
1. | Prof. Ir. Sunarpi, Ph.D Biokimia dan Fakultas 8
Fisiologi Tumbuhan | MIPA
UNRAM
3 Rina Kurnianingsih, S.P., Bioteknologi Fakultas 15
M.Si. MIPA
UNRAM
Teknisi YR
1. | Mutia Devi Ariyana, S.Si., Bioteknologi Lab. Imuno- 20
MP biologi
FMIPA
2. | Filsa Era Sativa, S.Si Biologi Lab. Imuno- 20
@ biologi
| ) FMIPA
4. Isu Strategis : Ketahanan dan Keamanan Pangan
5. Topik Penelitian : Pengembangan teknologi budidaya/produksi

terkait perubahan iklim (Peningkatan kualitas genetik tanaman
pangan, hortikultura, perkebunan, dan hewan ternak melalui
pemuliaan konvensional maupun teknologi rekayasa genetika)

6. Objek Penelitian (jenis material yang akan diteliti dan segi penelitiannya).

Material yang akan diteliti dalam penelitian ini adalah gen AtHKT] yang diisolasi dari
tanaman Arabidopsis thaliana serta tanaman kedelai yang akan direkayasa secara genetis
untuk menghasilkan tanaman yang mengekspresikan gen AtHKTI. Gen AtHKTI tersebut
telah diklon pada vector pUN, dan telah dibuat construct (kaset transformasi) menggunakan
vector pMAT yang mengandung promotor *ScaMV’ (constitutively-expressed promoter), gen

GUS dan nptll. Selain itu, akan dibuat juga kaset transformasi dengan promoter Rdl94



(stress-inducible promoter), gen GUS dan nptll. Gen ArHKT! akan ditransformasikan ke

tanaman kedelai dengan bantuan Agrobacterium tumefaciens secara in-planta dan in-vitro.

Kandid%t tanaman yang mengandung gen A/HKT] akan diseleksi melalui analisa ekspresi gen
reporter GUS, PCR (keberadaan gen AtHKTI) dan Western blot (akumulasi protein
AtHKT1). Lini kedelai yang akan dihasilkan ditumbuhkan pada rumah plastik dengan kondisi
bergaram untuk menganalisa ketahanannya terhadap kondisi tanah bergaram dan
membandingkan dengan tetuanya. Lini harapan kedelai-4HK] tersebut akan diregenerasikan
memperoleh biji F1 AtHKTI-Kedelai yang tahan terhadap tanah bergaram. Penelitian Ini
melibatkan kajian empat aspek, yaitu: a) aspek fisiologis yaitu respon tanaman kedelai
terhadap kondisi tanah bergaram, b) aspek konservasi dan ¢) pemuliaan tanaman yaitu
koleksi jenis kedelai yang ditaman petani di NTB dan seleksi jenis kedelai yang relatif tahan
suasana bergaram, serta aspek d) Bioteknologi dan Biologi Molekuler tanaman yaitu isolasi
gen ArHKT] dari plasmid pUN yang membawakan gen AtHKT], kloning gen AtHKTI pada
vektor biner (pMAT) dan memeliharanya pada Eschercia coli, transformasi plasmid yang
mengandung gen AtHKT] ke A. tumefaciens secara in vitro, transformasi A. tumefaciens ke
sel tanaman kedelai melalui sistem transformasi secara in vitro dan in planta, serta uji
ckspresi gen AtHKTI pada tanaman kedelai dengan analisa expressi gen-reported GUS,
keberadaan gen AtHKT] dengan PCR dan profil protein dengan SDS-PAGE/Western Blot.
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1I. Substansi Penelitian

ABSTRAK

Perluasan areal tanam kedelai pada lahan marginal, seperti lahan kering dan kawasan
pesisir, penting dilakukan untuk menaikkan produksi kedelai NTB dan nasional.
Namun, defisit air dan suasana bergaram merupakan penghambat pertumbuhan dan
produksi tanaman kedelai pada kawasan tersebut. Selain itu, perubahan iklim dan
perlakuan manusia menyebabkan menurunnya daya dukung lahan termasuk peningkatan
kadar garam tanah lebih dari 40%di NTB. Dengan demikian, upaya untuk
menghasilkan tanaman kedelai tahan kegaraman, baik di lahan kering maupun kawasan
pesisir, merupakan langkah penting untuk menaikkan produksi kedelai di daerah
tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan tanaman kedelai tahan suasana
bergaram melalui transformasi gen A/HKTI. Untuk mencapai target tersebut, maka
didesain suatu penelitian dalam tiga tahun. Tahun pertama (2012) adalah sub-kloning
gen AtHKTI pada Agrobacterium tumefaciens dengan pengendali stress-inducible
promotor dan produksi embrio somatik kedelai. Metode produksi embrio somatik dari
kotiledon embrio tua kedelai telah dioptimasi, dan plantlet telah berhasil
diregenerasikan melalui somatic embryogenesis kedelai Transformasi dengan gen At-
HKT1 yang dikendalikan dengan stress-inducible promoter telah dilakukan. Sumber gen
At-HKT] untuk transformasi, yaitu plasmid klon A--HKTI pada pUN (linier plasmid),
klon A#-HKTI pada plasmid biner pMAT dengan **>CAMV promoter, dan klon A¢-
HKTIpada pMAT-GFP. Ketiga sumber gen inilah yang digunakan untuk menghasilkan
kaset transformasi A-HKTI dengan promoter pengendali rd/9A4. Rekonstruksi kaset
transformasi ke stress-inducible promoter telah dilakukan. Sumber stress-inducible
promoter yang digunakan adalah binary vector pMAT yang mengandung RdI94
promoter, GFP dan GUS serta marker kanamisin (NPT II), sedangkan sumber gen At-
HKTI adalah klon gen At-HKTI pada plasmid pUN. Seleksi untuk memperoleh koloni
pMAT yang mengandung gen Ar-HKTI (pMAT+AtHKTI) dilakukan melalui PCR
koloni dan diperoleh dua koloni yang positip membawa gen A-HKTI, selanjutnya
dipergunakan sebagai bahan transformasi ke Agrobacterium tumifaciens. :
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BAB I. PENDAHULUAN
1.1. Latar Belakang.

Biji kedelai (Glycine max L Merr) mengandung protein yang cukup tinggi dan
merupakan sumber utama protein nabati bagi manusia dan hewan (Vaidehi dan Kadam,
1989) serta sebagai bahan baku industri makanan olahan, seperti tahu, tempe, kecap dan
susu kedelai, dimana lebih dari 100 ribu industri rumah tangga pengrajin tahu dan tempe

di Indonesia (Marwoto and Suharsono, 2008) termasuk NTB (Anonim, 2011a)

" industrinya tergantung dari ketersediaan kedelai.

Mengingat pemanfaatan biji kedelai yang demikian luas, maka permintaan atas
komoditi ini terus meningkat. Pada saat ini, Indonesia membutuhkan lebih dari 2,2 juta
ton kedelai per tahun, namun kenyataannya produksi kedelai nasional baru mencapai
kurang dari 1 juta ton saja, sehingga hampir 60% kebutuhan nasional dipenuhi dari
import (Marwoto and Suharsono, 2008; Anonim. 2010, Anonim, 2011). Seperti halnya
kebutuhan nasional, kebutuhan kedelai di NTB juga belum dapat dipenuhi oleh produksi
lokal, sebagai akibat rendahnya produksi kedelai di daerah ini. Kondisi ini tidak hanya
mengancam perekonomian pengusaha tahu dan tempe, tapi juga perekonomian
masyarakat NTB.

Salah satu faktor yang menyebabkan rendahnya produksi kedelai di Indonesia dan
NTB adalah rendahnya produktivitas dan terbatasnya luas areal panen. Perluasan areal
panen ke lahan marginal, seperti lahan kering dan kawasan pesisir belum dapat
meningkatkan produksi secara signifikan, disebabkan stress osmotik dan ionik yang
dialami tumbuhan (Salisbury dan Ross, 1992; Taiz dan Ziger, 1998) akibat terbatasnya
ketersediaan air tanah dan tingginya akumulasi garam di permukaan tanah pada lahan
tersebut. Selain itu, penurunan daya dukung sumberdaya lahan termasuk peningkatan
kekeringan dan kegaraman lahan produktif, baik akibat aktivitas manusia méupun
dampak perubahan iklim menjadi kendala produksi kedelai di masa mendatang. Di NTB
saja telah terj adi peningkatan kadar ion Na™ pada sekitar 40% lahan irigasi dan sebagian
besar lahan kering (Anonim, 2003). Oleh karenanya diperlukan langkah strategis
peningkatan produksi tanaman kedelai di lahan kering, bergaram dén kawasan pesisir,
yang dapat dilakukan melalui penanaman tanaman tahan kondisi bergaram.

Selain- melalui pemuliaan secara konvensional, transformasi gen merupakan
langkah penting untuk menghasilkan tanaman kedelai yang tahan kondisi tanah
bergaram.Namun,keberhasilannya ditentukan oleh ketepatan pemilihan gen target,

promotor pengendali ekspresi gen target tersebut, regenerasi dan stabilitas ekspresinya.
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Salah satu gen yang terlibat dalam mekanisme ketahanan terhadap suasana
bergaram adalah ArHKTlyaitugen pengkode transporter Napada Arabidopsis
thaliana(Rus et al., 2004; Sunarpi et al.. 2004b). Dilaporkan ekspresi gen pengkode
transporter Nadapat meningkatkan toleransi tanaman terhadap suasana bergarampada
tanaman kubis (Zhang et al., 2001), tomat (Zhang dan Blumwald, 2001), dan padi
(Fukuda et al, 2004).Gen AtHKTI telah berhasil diklon padadgrobacterium
tumefaciensmenggunakan promoter 3ssCAMV yang bersifat constitutive (terekspresi

terus menerus),dan ditransformasikan ke kalus kedelai (Sunarpi et al., 2009). Upaya

" tersebut berhasil memperoleh kalus yang positif membawa gendtHKTI, akan tetapi,

kalus tersebut belum berhasil diregenerasikan menjadi tanaman kedelai transgenik,
disebabkan sifat kalus yang rekalsitran setelah ditransformasi. Selain itu, penggunaan
promotor yang bersifat constitutive dilaporkan menyebabkan penghambatan
pertumbuhan dan produksi pada kondisi normal (Kasuga et al., 1999; Dubouzet et al.,
2003). Kendala tersebut dapat diatasi dengan penggunaan promotor yang hanya
terekspresi pada kondisi stress (stress-inducible promotor) (Kasuga et al., 1999; Jin et
al., 2010). Sehingga transformasi dan ekspresi gen tersebut ke tanaman kedelai
menggunakan stress-inducible promotor yang dilakukan secara in-planta atau ke
embrio somatic akan dapat menghasilkan tanaman kedelai yang tumbuh normal pada
kondisi tidak bergaram dan tahan pada kondisi tanah bergaram. Hal ini merupakan
langkah penting yang perlu dilakukan dalam rangka menaikkan produktivitas tanaman
kedelai pada lahan marginal, seperti lahan kering dan kawasan pesisir; yang

mendominasi luas lahan di daerah NTB.

1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam jangka panjang penelitian ini (tiga tahun)
adalahUntuk menghasilkan tanaman kedelai transgenik yang mengekspresikan gen
AtHKTI1, mampu tumbuh dan berproduksi pada suasana bergaram dan tumbuh normal
pada kondisi optimal. Untuk mencapai tujuan jangka panjang tersebut, maka ditetapkan

serangkaian tujuan jangka pendek setiap tahun pelaksanaan penelitian sebagai berikut:

1.2.2. Tujuan khusus tahun pertama (2012), adalah untuk:

a. Mengisolasi gen AtHKT! dari plasmid pUN yang membawakan gen AtHKT

b. Men-subkloning gen AtHKTI pada vektor biner yang dikendalikan oleh stress
inducible promotor (rd194) dan memeliharanya pada E. coli.

c. Menyeleksi klon yang membawa gen AtHKT]



d. Mentransformasi plasmid yang mengandung gen AtHKT1 ke Agrobacterium
tumifaciens
e. Mengoptimasi proses somatic embryogenesis pada kedelai

f.  Memproduksi embrio somatik dari kedelai sebagai bahan transformasi in-vitro

1.2.2. Tujuan khusus tahun kedua (2013), adalah untuk:

a. Mentransformasi 4. tumefaciens ke sel tanaman kedelai melalui sistem transformasi
secarain-vitro ke embrio somatikdanin planta,

b. Menguji ekspresi gen AtHKT1 pada tanaman kedelai dengan, GFP assay, RT-PCR
dan profil protein dengan SDS-PAGE.

© ¢. Menyeleksi lini kedelai yang membawa gen AtHKT1 dengan mengamati ekspresi

gen GUS, ekspresi gen AtHKT1 dengan PCR dan pemotongan dengan enzim
restriksi
d. Meregenerasikan lini kedelai yang positif membawa gen AtHKT1

1.2.2. Tujuan khusus tahun ketiga (2014), adalah untuk:

a. Menyeleksi lini kedelai tahan kondisi bergaram hasil regenerasi pada tahun kedua

b. Analisa ekspresi gen AtHKT! dengan teknik RT-PCR pada lini kedelai tahan
kondisi bergaram

c. Analisa profil protein AtHKT1 dengan SDS-PAGE

d. Regenerasi lini kedelai tahan kondisi bergaram untuk menghasilkan biji F1

1.3. Urgensi (Keutamaan Penelitian)

Sebagai sumber utama protein nabati bagi manusia dan hewanserta bahan baku
industri makanan olahan, seperti tahu, tempe, kecap dan susu kedelai, maka
ketersediaan biji kedelai dalam jumlah dan kualitas yang memadai mutlak diperlukah
untuk menjamin ketersediaan dan ketahanan pangan nasional serta menjamin
kelangsungan industri berbasis kedelai yang sebagian besar adalah industri rumah
tangga. Dengan jumlah lebih dari 100 ribu pengrajin tahu dan tempe (Marwoto and
Suharsono, 2008) di Indonesia atau lebih dari 1.000 pengrajin berskala rumah tangga di
NTB (Anonim, 2011a), maka industri umah tangga ini merupakan penopang ekonomi
nasional dan daerah yang cukup penting di NTB.

Luasnya pemanfaatan kedelai dalam kehidupan sehari-hari menyebabkan
permintaan pasar komoditi ini terus meningkat sejalan dengan pertambahan penduduk.
Namun demikian, kenyataan menunjukkan bahwa permintaan secara nasional komoditi
tersebut jauh lebih tinggi dibandingkan dengan produksi dalam negeri. Sebagai ilustrasi,
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kebutuhan kedelai nasional pada tahun 2010 saja mencapai lebih dari 2,2 juta ton
sementara produksi kedelai dalam negeri dari tahun 2008 sampai 2010 baru mencapai
960.000 ton per tahun (Anonim. 2011). Hal inilah yang menyebabkan pemerintah
mengimpor lebih dari 1,2 juta ton (sekitar 55%) kedelai, terutama dari Amerika Serikat
dan Brazil, yang tentunya membutuhkan devisa negara cukup besar (Marwoto and
Suharsono, 2008, Anonim, 2010b). Seperti halnya kondisi kedelai secara nasional,
sampai saat ini kebutuhan kedelai NTB belum dapat dipenuhi oleh produksi kédelai
lokal, sebagai akibat rendahnya produksi kedelai di daerah ini. Kondisi ini tidak hanya
mengancam perekonomian pengusaha tahu dan tempe, tapi juga perekonomian
masyarakat NTB secara keseluruhan.

Beberapa faktor yang menyebabkan rendahnya produksi kedelai di NTB antara lain
karena rendahnya hasil per hektar dan terbatasnya luas areal panen. Sebagai gambaran,
rata-rata hasil tanaman kedelai per hektar di NTB pada tahun 2007 adalah sekitar 80
ton dengan produksi totalsekitar 68.419 ton dan luas areal penanaman 56.901 Ha
(Anonim, 2011b).Pemerintah NTB berhasil menaikkan produksi kedelai menjadi 93.122
ton pada 2010 melalui intensifikasi dan ekstensifikasi sehingga luas areal penanaman
pada tahun 2010 meningkat hampir dua kali lipat. Namun akibat perubahan status lahan
yang begitu drastis dalam beberapa tahun terakhir ini, dari lahan pertanian menjadi
lokasi pemukiman, perkantoran dan pembangunan fisik lainnya, menyebabkan
perluasan areal dilakukan ke lahan marginal seperti lahan kering dan kawasan pesisir.
Akibatnya adalah menurunnya produktivitas menjadi hanya 1,075 ton/ha pada Tahun
2010 (Anonim, 2011b). Terbatasnya ketersediaan air di dalam tanah, yang diikuti
dengan akumulasi garam di permukaan tanah merupakan faktor pembatas utama dalam
budidaya tanaman kedelai di lahan kering. Karakteristik serupa juga ditemui pada lahan-
lahan di kawasan pesisir, dimana suasana bergaram mendominasi medium tumbuh,
sehingga menyebabkan terjadinya stress osmotik dan ionik, yang sangat menghambat
pertumbuhan, perkembangan dan produksi berbagai spesies tanaman, termasuk tanaman
kedelai.

Selain permasalahan di atas, terdapat permasalahan penurunan daya dukung
sumber daya lahan seperti peningkatan ariditas lahan baik akibat perubahan iklim
maupun pengelolaan sumberdaya alam yang kurang bijaksana. Berdasarkan survei yang
dilakukan oleh Dinas Tanaman Pangan NTB terjadi adanya peningkatan kadar ion Na*
pada sekitar 40% lahan irigasi, dan sebagian besar lahan kering di Nusa Tenggara Barat

(Anonim, 2003). Kondisi ini tentunya sangat mempengaruhi pertumbuhan dan produksi
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~ tanaman pertanian di daerah ini. Dengan demikian, sangat diperlukan adanya upaya
untuk mengeliminir pengaruh negatif ion Na® terhadap pertumbuhan dan produksi
tanaman pertanian, sehingga upaya untuk menaikkan produksi kedelai pada lahan
marginal dapat dilakukan. Hal ini dapat dilakukan antara lain dengan menanam tanaman
yang tahan pada kondisi tanah bergaram, namun varietas kedelai yang dapat tumbuh
dan berproduksi dengan baik pada kondisi bergaram sangat sulit untuk ditemukan.
Upaya untuk mendapatkan tanaman kedelai dengan karakter seperti ini telah lama
dilakukan, baik melalui pemuliaan secara konvensional maupun rekayasa genetika,
namun belum banyak berhasil. Keberhasilan untuk menghasilkan tanaman kedelai tahan
kondisi bergaram melalui transformasi gen ditentukan oleh ketepatan pemilihan gen
_ yang akan ditransfer, penggunaan gen pengendali ekspresi (promotor) yang sesuai,
keberhasilan regenerasi serta stabilitas gen yang ditransfer.

Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa pada kondisi bergaram, Na"
memasuki sistem perakaran tanaman melalui suatu protein transporter kation, seperti
chanel K dan Ca yang bersifat permeabel terhadap Na* (Amtmann et al, 1997), sehingga
terjadi peningkatan kadar Na' di sitoplasma, yang pada akhirnya bermuara kepada
toksisitas sellular (Kingbury dan Epstein, 1986). Sedangkan beberapa transporter Na
diketahui dapat memproteksi sel dan jaringan tanaman dari toksisitas, melalui
mekanisme pengangkutan Na keluar sel (Shi et al., 2002), dan pengangkutan Na ke
dalam vacuola (Blumwald, 2000). Beberapa hasil penelitian lain menunjukkan bahwa
transporter Na di plasma membran dapat meningkatkan toleransi tanaman terhadap
suasana bergaram, dengan cara menurunkan transfer Na ke daun, sehingga dapat
memproteksi jaringan yang aktif melakukan fotosintesis dari stress salinitas (Maser et
al., 2002; Berthomieu et al., 2003). Dengan demikian, maka ekspresi gen yang
mengkode transporter Na tersebut pada beberapa spesies tanaman pertanian dilaporkan
dapat menaikkan toleransi tanaman terhadap suasana bergaram, seperti yang terjadi
pada tanaman kubis (Zhang et al., 2001), tomat (Zhang dan Blumwald, 2001), dan padi
(Fukuda et al., 2004).

AtHKTI merupakan gen homolog HKT1 pada tanaman Arabidopsis thaliana, dan
diketahui sebagai transporter Na pada tanaman (Uozumi et al., 2000). Berdasarkan
berbagai studi fungsi fisiologi, gen tersebut diketahui beroperasi pada membran plasma
(Sunarpi et al., 2004a), pengendali masuknya Na ke sistem perakaran (Rus et al., 2001),
meresirkulasi Na antar akar dan pucuk (Berthomieu et al., 2003), sehingga secara

fisiologi, gen tersebut dilaporkan terlibat dalam meknisme ketahanan terhadap suasana
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bergaram (Rus et al., 2004; Sunarpi et al., 2004b). Dengan demikian, maka transformasi

" dan ekspresi gen tersebut pada tanaman pertanian, seperti tanaman kedelai, merupakan

langkah penting yang perlu dilakukan dalam rangka untuk menaikkan produktivitas
tanaman kedelai pada lahan marginal, seperti lahan kering dan kawasan pesisir, yang
mendominasi luas lahan di daerah NTB.

Sunarpi et al. (2008) telah menskrining beberapa varietas tanaman kedelai varietas
lokal yang relatif tahan suasana bergaram, dan mengklon gen AtHKTI pada
Agrobacterium tumefaciens dan mentransformasikannya ke kalus kedelai. Telah
diperoleh 2-3% kalus, yang ditransformasi gen AtHKT1 secara in vitro, yang positip
membawakan gendtHKT! (Sunarpi et al., 2008). Akan tetapi, kalus tersebut belum
berhasil diregenerasikan menjadi tanaman kedelai transgenik. Dilaporkan bahwa salah
satu kendala utama dalam transformasi tanaman kedelai secara in-vitro adalah sifat
kalus yang rekalsitran setelah ditransformasi diakibatkan adanya insersi gen asing ke
dalam kalus tersebut yang mempengaruhi kemampuan regenerasinya. Untuk mengatasi
kendala tersebut, dalam penelitian ini akan dilakukan transformasi secara in vitro pada
embryo somatic yang siap berkecambah dan secara in planta. Selain itu, pada penelitian
ini kloning gend#KTIpada vektor biner akan menggunakan promotor yang hanya
terekspresi pada kondisi stress saja (stress-inducible promotor) guna menghasilkan
tanaman kedelai tahan suasana bergaram yang pertumbuhan dan produksinya tidak

terhambat pada kondisi normal.



BAB II. STUDI PUSTAKA

2.1. Adaptasi tanaman terhadap suasana bergaram

Suasana bergaram pada medium tumbuh menimbulkan dua kondisi stress
fisiologi, yaitu stress osmotik akibat cekaman air oleh garam, dan stress ionic akibat
terakumulasinya berbagai ion, seperti chlorin dan sodium di sitoplasma (Salisbury dan
Ross, 1992; Taiz dan Zeiger, 1998). Kondisi fisiologis yang pertama dapat
menyebabkan terjadinya plasmolisis, akibat potensial air di medium tumbuh jauh lebih
negatif dibandingkan dengan sitoplasma. Hal ini tentunya dapat menyebabkan rusaknya
sel, yang mengarah kepada kematian sel. Selain itu, akumulasi garam di permukaan
tanah, juga dapat menimbulkan cekaman air bagi sistem perakaran, sehingga serapan air
terhambat, yang pada akhirnya menimbulkan gangguan pertumbuhan dan produksi
tanaman. Beberapa spesies tanaman tertentu beradaptasi dengan kondisi tersebut dengan
cara mengendalikan masuknya ion tersebut ke sistem perakaran.

Akumulasi ion tertentu, seperti Na* dan CI', pada sitoplasma juga dapat merusak
membran sel, sehingga permeabilitas membran terganggu, yang pada akhirmya
bermuara kepada hambatan metabolisme, pertumbuhan dan produksi tanaman
(Hasegawa et al., 2000). Karena itu, adaptasi tanaman dengan suasana tersebut dapat
dilakukan dengan cara mengeluarkan ion Na dari sitoplasma keluar sel, dan dengan cara
mentransportasi Na ke Vacuola. Kedua mekanisme tersebut tentunya dapat menurunkan
kadar ion Na di sitoplasma, sehingga tanaman dapat beradaptasi dengan suasana
tersebut.

Beberapa spesies tumbuhan tertentu diketahui dapat beradaptasi dengan baik
pada suasana bergaram, seperti tumbuhan bakau dan tumbuhan Mesembryanthenum
crystallinum (Apse dan Blumwald, 2002). Namun demikian, beberapa spesies tanaman
pertanian, seperti padi, kedelai, tomat, dan lain-lain tidak memiliki mekanisme adaptasi
yang memadai dalam kondisi suasana bergaram. Dengan demikian, toleransi beberapa
jenis tanaman pangan tersebut terhadap suasana bergaram dapat dinaikkan dengan cara
mengekspresikan beberapa gen yang terlibat dalam mekanisme ketahanan tanaman

terhadap suasana bergaram.



2.2.Mekanisme resistensi tanaman terhadap suasana bergaram dengan cara
pengangkutan Na" ke vacuola

Salah satu karakteristik sel tumbuhan adalah keberadaan vacuola, yang merupakan
organel yang diselputi oleh membran. Hasil beberapa studi menunjukkan bahwa spesies
tertentu beradaptasi dengan stress garam dengan cara mentransportasi ion Na ke vacuola
menggunakan antiporter Na'/H' yang berlokasi pada membran vacuola (Blumwald dan
Poole, 1987). Proses pengangkutan ion Na tersebut menggunakan energi yang timbul
dari gradien proton akibat adanya pengangkutan proton oleh enzim ATPase dari lumen
vacuola ke sitoplasma. Mekanisme tersebut tentunya dapat memproteksi reaksi
enzimatik penting di sitoplasma dari pengaruh kelebihan Na®, yang pada saat bersamaan
dapat mempertahankan turgor sel.

Beberapa jenis antiporter Na'/H" telah berhasil diidentifikasi dan dikarakterisasi
pada berbagai spesies tanaman (Apse et al., 1999; Yokoi et al., 2002). Over-ekspresi
gen tersebut pada beberapa spesies tanaman juga dilaporkan dapat meningkatkan
ketahanan tanaman terhadap suasana bergaram. Sebagai contoh, over-ekspresi gen
AtNHX1 pada tanaman Arabidopsis thaliana, dapat meningkatkan ketahanan tanaman
tersebut terhadap suasana bergaram (Apse et al., 1999). Fenomena serupa juga teramati
juga spesies lain yang meng-overekspresi gen AtNHXI1, seperti yang terjadi pada
tanaman kubis (Zhang et al., 2001), tomat (Zhang dan Blumwald, 2001) dan padi
(Fukuda et al.,, 2004). Berdasarkan penemuan tersebut, para peneliti berkeyakinan
bahwa over-expresi gen yang mengkode transporter NHX merupakan pendekatan yang

efektif untuk menaikkan toleransi tanaman terhadap suasana bergaram.

2.3.Mekanisme resistensi tanaman terhadap suasana bergaram dengan cara

pengangkutan Na" keluar sel melalui membran plasma

Selain dengan transportasi Na" ke vacuola, adaptasi tanaman juga dapat dilakukan
dengan transportasi Na* dari sitoplasma ke luar sel. Mekenaisme ini tentunya dilakukan
oleh transporter Na* yang beroperasi di plasma membran. Gen SOS1 yang mengkode
antiporter Na'/H" diketahui beroperasi pada membran plasma sel (Shi et al., 2002).
Antiproter ini diketahui mentransportasi Na' keluar sel, dengan menggunakan energi
yang dihasilkan dari influx proton ke sitoplasma. :

Studi over-ekspresi SOS1 pada tanaman Arabidopsis menunjukkan bahwa
menunjukkan adanya peningkatan resistensi kadar garam tanaman tersebut (Shi et al.,

2002). Meskipun demikian, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memahami
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respon beberapa spesies tanaman transgenic yang meng-overekspresi gen SOSI
terhadap kondisi suasana bergaram di medium tumbuh.

Beberapa kelompok transporter HKT1 yang juga beroperasi di plasma membran,
telah pula dilaporkan fungsi fisiologisnya pada tanaman. Laurie et al. (2002) sebagai
contoh yang telah mengekspresikan gen HKT1 pada tanaman gandum telah berhasil
meningkatkan ketahanan tanaman tersebut terhadap suasana bergaram. Hal ini bisa
terjadi karena selain adanya peningkatan laju transportasi Na® dari sitoplasma ke luar
sel, juga terjadi penurunan serapan ion Na secara signifikan pada kondisi tersebut.
Dengan demikian, maka mengekspresikan kelompok gen transporter yang beroperasi
pada berbagai spesies tanaman pertanian, sangat memungkinkan untuk menghasilkan
tanaman tahan suasana bergaram dalam untuk menaikkan produksi lahan kering dan

kawasan pesisir.

2.4. Keterlibatan gen AtHKT1 dalam mekanisme ketahanan tanaman dalam
suasana bergaram

HKT1 (High Affinity Potassium Transporter 1) merupakan kelompok transporter
potassium yang memiliki affinitas tinggi, sehingga transforter tersebut dapat menyerap
K berkadar rendah di medium tumbuh (Schachtman dan Schroeder, 1994). Meskipun
demikian, dalam suasana bergaram di medium tumbuh, transporter tersebut secara
selektif mentransportasi ion Na, dan tidak menyerap ion K. Dengan demikian, awalnya
transporter tersebut dikenal juga sebagai transporter ion Na, khususnya dalam kondisi

bergaram di medium tumbuh.

Beberapa tahun kemudian, gen homolog HKT1 (AtHKT1) yang memiliki kesamaan
sequen asam amino sekitar 80%, berhasil diisolasi dari tanaman Arabidopsis thaliana
(Uozumi et al., 2000). Ekspresi mRNA AtHKT]1 pada sel oocyte menunjukkan bahwa
gen AtHKT1 hanya mentransportasi ion Na, dan samasekali tidak mentransportasi ion
K. Berdasarkan temuan tersebut, AtHKT1 selanjutnya dikenal sebagai transporter ion
Na pada tanaman Arabidopsis thaliana.

Studi fungsi fisiologis gen AtHKT! pada tanaman Arabidopsis thaliana
menunjukkan keterlibatan gen tersebut dalam mekanisme ketahanan tanaman terhadap
kondisi stress garam, mengingat perannya dalam pengendali masuknya ion Na ke sistem
perakaran (Rus et al., 2001). Argumentasi tersebut didasarkan pada fakta bahwa ion Na
terakumulasi pada akar tanaman mutan AtHKT! yang tidak mengekspresikan gen
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