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HOMOGLUTATION CONTENT AND HOM0GLUTATION SYNTHETASE ACTIVITY OF
ROOT NODULES 0F SEVERAL SOYBEAN YARIETIES OF EXPRESSING

hGSHS GENE GROWN UNDER WATER DEFICIT CONDITIONS

Sunarpi, V.F. Aris Budianto dan Bambang Budi Santoso
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ABSTRAK

Defisit air pada medium tumbuh menghambat fiksasi nitrogen. pertumbuhan dan produksi tanaman
kedelai. Hambatan ini disebabkan karena rendahnya kadar homoglutation, senyawa tripeptida yang
berperanan penting dalam pembentukan bintil akar, scbagai akibat dari rendahnya aktivitas enzim
homoglutation sintetase. Artikel ini melaporkan kadar homoglutation (hGSIl) dan aktivitas enzim
homoglutation sintetase (hGSfIS) bintil akar tanaman kedelai varietas wilis. kepet, rinjani dan merbabu.
yang mengekspresikan gen hGSI{S Clotuluriu striata pada kondisi defisit air. Biji kedelai non-
transgenik dan transgenik, ditumbuhkan pada media tanah. Satu bulan setelah tanam, setiap varietas
tanaman kedelai ditumbuhkan pada kondisi detisit air sampai panen. Ekspresi gen hGSHS pada level
transkripsi dan translasi dalam akar dan bintil akar, dideteksi mesing-masing dengan RT-PCR dan SDS-
PAGE. Selain itu, saat panen juga diukur kadar hGSll, aktivitas enzim hGSllS dan jumlah hintil akar.
tiasil penelitian menuniukkan bahwa semua varietas tanaman kedelai transgenik mampu
mengekspresikan gen hGSIIS di bintil akar pada kondisi defisit air. Dengan demikian, aktivitas enzim
hGSllS meningkat, yang diikuti dengan peningkatan kadar h(iSll, .iumlah bintil akar dan pertumbuhan
tanaman kedelai. Sebaliknya, gen hGSIIS tidak terekspresi pada tanaman kedelai nontransgenik pada
kondisi tercekam tersebut. sehingga kadar hGSIl, jumlah bintil akar dan pertumbuhan lebih rendah
dibandingkan dengan tanaman transgenik.

ABSTRACT

Wuter de/icit in growlh mediums inhibits nitrogen .fixation, growth and production o/- soyheun
plants. The inhibition is caused by low concentration of homoglututhion, ct lripeptide compound pluying
role on root nodule Jbrmation, as o result of low activity of'homoglutathion .rynthetase enzyme. This ar-
ticle reports homoglututhion (hGSH) concentration and homoglututhion synthelase (hGSHS) uctivity in
root nodules of soybean plunts cv. wilis, kepet. rinjani and merbabu. expressing wild legume hGSHS
gene grown under wuter cle/icit condilions. SoT,hectn seeds, both non-transgenic and transgenic, were
grottn in soil media. ( )ne tnonth after planting, each variety was grown under wuter deficit condition
until hqrvesting time. Erpression of hGSHS gene, both trunscription ctnd translation level in root and
root nodule, wqs detecte<l using RT-PCR qnd SDS-PAGE anulysis. In additkm, hGSH concenlration,
|GSHS a<'tivig' unil numher o.f'nnt noclule w,ere ul.so meusured at harvesting time. The resttlts showed
that ull trensgeni( vurielies wcre uhlc lo exprcss rc.ll/S gene in nxtt nodule under wdter deJicit condi-
tion. Therefitra. lhe crctiviq' oJ h(ifflS enz)'me in<'reused,./bllowed by un increuse in hGSII concentru-
lion, rool rutchrle numher, und growth o/ soybeun plunls. L'onversely, hGSIIS gene was nol expressed in
non-trdnsgenic' plunts Xrov'r, in stress condilion. Therefore, hGSH content, rool noclule number und
growth were lower in non-lran$genit' thun lrunsgenic plunts.
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PENI)AII tII-I IAN

Kctersediaan air yang tcrbatas di medium
tumbuh menekan perturnbuhan dan produksi
berbagai spesies tanaman pcrtanian. llal inr
disebabkan karena kondisi tersebut mengganggu
bcrbagai proses tisirllogi tanaman, scpcrti
tbtosfntcsis. rcspirasi. serapan unsur hara dan
tiksasi nitrogen. yang pada akhirnya bcrmuara
kepada hambatan pertunrbuhan dan produksi
tanaman.

Produksi oksigen rcakti[ (ROS. Reactive
Oxygen Spesies) olch bcrbagai reaksi meta-
bolik, seperti fotosintesis. rcspirasi. dan ftxo-
respirasi di dalam sel turnbuhan, cendrung dipa-
cu pada kondisi dclisit air (Asada. 19971 l-oycr
et ul., 19941. Peningkatun uktivitas ROS. scpcrti
radikal superoksida, hidrogcn peroksida dan
hidroksil. menyebabkan terjadinya kerusakan
sellular, karena radikal hcbas terscbut memacu
peroksidasi lemak. dcrraturasi protcin. karbo-
hidrat dan asam nuklcat. yang pada akhirnya
mengarah kepada kt'rri.akan mcmbran dan
kcmatian rcl (llowlcr d/ r;r1.. 1992: Foyer c,l ,r/..
1994; lllokhina et ul.. l(i(;l; Shigcoka rr trl..
2(X)2 ),

Aktivitas enzim kutnlitiL. scpcrti crrzinr
lipasc, amilasc dan protcusc di sistcm pcrakaran.
diinduksi olch ketcrhatasan air di mcdium
tumhuh (lluchanan e,/ rrl.. l(X)l). [)cningkatan
aktivitas enzim katalitili, tcrschut mcnychabkan
didegradasinya polinrcr dinding dan mcmhran
sel. scperti sellulosa. protein dan t'ostirlipid.
I)engan demikian. maka rrrr;nrhran dan dinding
sel mcngalami ksrusakan. yang dapat mcnga-
kibatkan tidak sa.ia kc:,-'irnhangan homcostasis
ionik memhran tergangg;r. melainkan ponrusitas
dinding sel siste nt pcr^:rkaran akan oksige n
meningkat dcngan ta.rarn ('l aiz dan Zcigcr.
le9ti).

Kerusakan dinding l;:i: nremhran scllular
sistem perakaran dipalriui,i mcnghambat pem-
hentukan bintil akar dln liksasi nrrroccn (\t
olch berhagai spcsicr tonantan lcgum. scpcni
kacang tanlh. Lacang hiiau .lun kedclat
(Campbell. 1992). *{rinsga proscs fiksasi N
olch tanaman lcgutn nrcru;rlLan proses t'isio-
logis yang paling rcspolr tcrhudap kondisi dellsrt
air (Salisbury dan Ross, 1992). Kelebihan oksi-
gen akihat pcningkatan porousitas dinding sel
(Taiz dan Zciger. 2(X) I ) mcnghambat pent-
hcntukan hintil akar dan liksasi N oleh beberapa
spesics tanaman lcgunt. llal ini discbabkan
karena oksigen di satu sisi. diperlukan olch
bakteri Rhizohium untuk proses rcspirasr, namun
dernikian, kadar oksigcn herlcbih menonaktil:
kan ker.la enzim nitrogcnasc. suatu enzim yang
me ngkatalisa liksasi N2 menladi Nl lr

Stttturlti. rlA/.. ; Kudur Ilrtmogluturktn

(ammonia). Argumentasi lisiologis inilah yang
mcnladi alasan kcnapa liksasi N. pr'rtumbuhan
dan produksi sebagian bcsar tananran lcgum
terganggu pada kondisi dclisit air di mcdium
tumhuh (Scrraj dan Sinclair, 1996, lt)t)l; Silva
et al.. 19961 Matamrlros et al.. 19991. mcskipun
ada schagian kecil kelompok tanarnan terschut
yang hcrsil'at toleran ( Vuong et ul., 19961.

Itcrbagai spcsics tanaman yang lolcran
tcrhadap stress oksidatil' pada kondisi dclisir
air. mcnialankan sualu sistcm antioksidatil.
dcngan mclihatkan bc'rhagai scllyawa antiok-
sidan. scpcrti usunt askorhat. glutirlion. hrrrno-
glutation. sul,\'ir\ru ll'nolil dun zcirksunlin
(tlkrkhina r,, rrl.. l(l(li: Yosltrrttrrrr cl rrl.. l(X){).
Scnyarva-scn)'a\\a arrti()l\itlurr tcrschul r.likcla-
hui daput mcngclintinir pcnguruh R( )S. de ngan
cara mcn jalartLan srrutu sistctn rcaLsi rcdoks
(('amphcll. l(X)1. lluuhiurirl t'l rrl.. l(Xll: Tuiz
dan Zcigcr. l()t)l{;.

llcrhagui fL-rirn lisirrlosis h()nl()glulirtt(!n
( scnyarru hotttokru glutittiorr r'irng ditctrruLirrr
pada lananli.ln lrgurrr) d,rlirnt nrcngclirrrinir
pcnguruh ncgutil'stre\\ lir. tulah dillprtrkurr olulr
hchcrapu purrr..lrti ssheluntrr;-ir, srpcni (litlilnl
pcngcndillikurr pcnguruh nlrgrrtil' olsrgr.,n ir[til'
(Klapcck c,, .r/.. l9titl: !lcrgrrrann rlun l(urrncrr.
bcrg. l()9i: i\lly, r,l rrl.. lt)t)lfuh: Xiirrrg dlrr
()livcr. lt)()t{; ltiecillo s1 ,,1..2(XX}1. {111;1111

pcng,uturan ()\ulotik durr pclrgclrdaliun okrrgcn
hintil aliar ( \krran d ul.. )(lllll. J(X)2). ylng
didukurrg rrlch ll.nonrclra tcrakunrulasin,v-a
scnyawa lcrschrrt di hirrtil allr hchcrapu \pcsiL.s
legutn tolcran Is11li1 kontliri dclisit air l\tlta-
moR)s (,, d/.. l()9.)l l)cngurr tlcnrikian. Letcrsc-
dian hortroglutuli()n r,lcrrgan Ludar !arrg cuhup
mcnradai sarruut tlipcrluLan. dulurn uplva untuli
nrL'maeu pcrrrhcrrtrrLrut hitrtil al.rr. liksasi N.
pcrlunrhuhun darr prorluksi latnttnun legrrnr patlt
kondisi air tatrah lcrhatas.

llasil pcnclittan schclumtrya menunjukkan
bah*a tanaman kcdclai yang ditunrbuhkan pada
kondisi dclisit air tidak manrpu nrsmrpo-duksi
hintil akar dcngan junrlah rang mcmadai untuh
nrcnunjang prrxcs liksasr N (Sunarpi. l(l0ja).
llal ini dlschabkan olch rcndahnva kadar
homoglutation dan aktrvitas unzim homo-
glutatron sintctus& di sistcm pcrakaran (Sunarpl.
2(X).la). Mcngingar scnyawa antara hiosintesis
homoglutation ty-glutamil sistcin) lcrakumulasi
dcngan ladar yang cukup ringgi pada kondisi
tcrschut. rnaka dapat dipastikan hahwa rcnclah_
nya kadar homoglutation dischahkan olch ren-
dahnya aktir itas cnzim honroglutation sintctasr..
(h(;SllS). llal rni dischahkan karcla errzinr
tcrsc.hut yang hcrpcran mcngkonrcrsi y-glutamil
sistr:in mcnjadi honroglulalion. tLjrclasarkan
lakta ilnriah rerschut. nraka l,adar h(iSll hrntil



akar tanaman kcdelai dapat ditingkatkan dcngan
cara meningkatkan aktivitas cnzim h(;Sl lS,
yang pada aklrirnya bernruara kepada pcmacuan
pembentukan bintil akar dan liksasi N.

Cen yang mengkode enzim h(iStlS tclah
berhasil diisolasi dari tumbuhan legum liar
Croluluria striuttt tahan kcring ( Sunarpi,
2001b). diklon dan dilranslirrmasi pada vector
biner pSW600 (lludianto dan Sunarpi, 2004)
clan Agrobut'terium tumcJucicns (Santclso dan
Sunarpi. 200-t). Ekspresi gen hGSI IS pada
tanaman kcdelai transgenik varietas w'ilis. kepet.
rinjani dan merhabu yang ditumbuhkan pada
kondisi capacitas lapang. telah dapat didctcksi.
haik pada lcvel mRNA dan protein dengan
analisis RT-l'('R dan Sl)S-l'A(it: (Sunarpi c,r

r.r/., 2005). Artikel ini rrrelaporkan peningkatan
aktivitas enzim h(iSIIS bintil akar, yang diikuti
dengan peningkatan kadar h(iSlt. .iumlah bintil
akar dan pertumbuhan heherapa varietas
tananran kcdclai transgcnik yang nrcngckspre-
sikan gen h(iSllS pada kondisi air tanah
terbatas. llasil penelitian nrcnunjukkan hahwa
tanaman kcdclai trarrsge nik mampu meng-
eksprcsikan gen h(iStlS di srstcm perakaran dan
bintil akar pada kondisi air Lanah terbatas.
sehingga tanaman terschut mampu mcmpro-
duksi h(iSll dengan kadar yang nrcmadai untuk
mcnunjang perrrbcntukan hintil akar, tiksasi N
dan pertumbuhan. Sebaliknva. lanaman kedelai
nontransgenik tidak manrpu rnengekspresikan
gcn h(iSIlS. schingga tanarnan tersehut tidak
nrampu mcnrpmduksi h(iSll dengan kadar
nremadai untuk mcnuniang pertumhuhan pada
kondisr air tanah terhatas.

NI E'I'oDE PT,N ELII'IAN

Waktu dan Tempat Pcielitian
Sclama pe riodc pc:-tumbuhan tanaman.

Jrcnelitian dilaksanakan dr rumah kaca Fakultas
Pcrtanian Universitas Mataram. mulai bulan
\tei sarnpui Scptcmher 2tl(14. Scdangkarr anali-
srs kadar h(ilill. aktrr.itas cnzim h(iStlS dan
eksprcsi gen h(iSllS dilakukan di l,rborarorium
-\tolecular and ('e llular Signalling. Pusal lrene-
lrtian []ioscience and Iliorcknology" Nagoya
Lnrrersity .lapan, p.i.j.i :t:xggal 4-20 Oktober
l(xr-1.

Pertumbuhan Tanaman
Renih kedelai non-lransgenik dan trans-

genik. nrasing-masing varietas wilis. kepct.
nngani dan merbabu (4 r,arictas). ditumbuhkan
pda Jxrlibag yang mcngandung 5 kg tanah di
rurnah kaca. Setiap varietas diulang lima kali,

-hing-ua keseluruhan polihag pcrcobaan her-
rnrnlah -10 buah (20 buah untuk tanaman
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nontransgL'nik, dan 20 buah untuk tanaman
transgenik). Sclama periodc dua minggu sejak
tanam. benih disirami dengan 250 ml air per
hari. Se.iak minggu ketiga, satu tanaman dihiar-
kan turnhuh per polibag. dan disirami dengan
5(X) ml per hari. Se-iak minggu kelima sampai
pancn. tanaman kedelai disirami dengan 500 ml
per tiga hari. I)rosedur pcmcliharan. selain
pcrlakuan air. dilaksanakan secara seragam
scsuai prosedur baku perneliharaan tanaman
kedelai.

Ekstraksi dan lsolasi RNA
I'.kstraksi dan isolasi RNA dari hintil akar

tanaman kcdclai nontransgenik dan transgcnik
dilakukan scsuai proscdur Uozumi et ol. (20O0\.
scpe'rti dalam Sunarpi et al. (2(X)5). tlintil akar

1100 mg) digeris menggunakan mortar dalam
nitroge n cair sampai terhentuk hubuk halus.
Selaniutnya. sampel diekstraksi dengan 60() ul
bulllr ekstraksi yang mcngandung Guanidin
Thiosianat 4.2 M, Sarkosil 0.57o. Sodium Sitrat
25 mM dan antiliram A 3lyo. [:kstrak beku
ditambahkan 5- | t) pl p-me r-captoetanol dan
digcrus sampai mencair. lrks-trak ditranslbr
kedalam tabung eppendorl' dan disentrifugasi
dengan keccpatan 15.(XX) rpm, suhu 4" ('
se lama 5 mcnit. Supcrnatan ditrans-t'er ke
tahung eppendorl, ditambahkan 60 ul Na-O-
asetal 3 M dan divortex sampai homogen.
Carnpuran ditambahkan 600 ul t'enol/klorolilrm,
divortex dan disentritugasi dcngan kecepatan
15.0(X) rpm, suhu 4" (' selama 5 menit. l-apisarr
alas dari supernatan dipipct ke tabung eppen-
dorl. ditamhahkan 6(X) ul isopropanol. dan
disentrilugasi dcngan keccpatan 15.000 rpm
pada suhu 4" (- salama 20 mcnit. I'ellct disus-
pensi dengan 2100 ul air steril, ditambahkan 100
ul Li('12 I M. dan diinkubasi dalam es sclama
30 rnenit. Setelah diinkubasi, sampel disentri-
fugasi dcngan kccepatan 15.000 rpm pada suhu
4" (' selanra 20 menit. Setelah l'ellet disuspensi
menggunakan 50 ul buller Ttl, kadar RNA
ditentukan dengan memipel 100 pl larutan
RNn. dicnce rkan dcngan 900 pl air dan
membaca ahsorhan menggunakan spektrofirto-
meter pada 1260 nm.

Sintesis cDNA (RT) dan P(lR
[)rosedur sintesis ct)NA dari RNA dila-

kukan rncnggunakan kit Super-script III yang
disuplai oleh perusahaan Invitrogcn, scpcrti
dalam Sunarpi et ul. (2(X)5). I)roscdur tcrscbut
diawali de ngan pemurnian RNA dari t)NA
dengan pcrlakuan I)NAse. Perlakuan t)NAse
dilakukan dcngan cara mencampur I ug RNA
dcngan I ul hulle'r l0x I)NAsc, dan I ul
I)NAse. Setclah campuran reaksi diinkubasi
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pada suhu kamar selama l5 menit, enzim
DNAase dinonaktifkan dengan menambahkan I

ul EDTA 25 mM dan dipanaskan pada suhu 65o

C selama l0 menit.
Reaksi sintesis cDNA dengan reaksi RT

(Reverse Transcript) dilakukan dalam beberapa
tahapan. Tahap pertama, larutan RNA (2 pl,
sekitar I ppglml) dipipet kedalam tabung
eppendorf, ditambahkan I ul primer oligo-dT 50
pM. I pl dNTP l0 mM dan air steril sampai
volume l0 pl. Tahak kedua, campuran tersebut
diinkubasi pada suhu 65o C selama 5 menit, dan
didalam es selama I menit. Tahap ketiga,
c4mpuran reaksi tersehut ditambahkan l0 pl
campuran reeksi cDNA yang terdiri atas 2 pl
lOx buffer RT, 4 pl tvtgfl2 25 mM. 2 pl DTT
0;l M, I pl RNAse-out *ian I pl enzim Super-
Script Ill-RT. Tahap k*cmpat, campuran reaksi
scteleh diaduk secara perlahan sampai homo-
gon; diinkubasi pada nuhu 50" C selama 50
menit. Untuk mengakhiri reaksi, campuran
diinkubasi pada suhu 85s C selama 5 menit, dan
didalam es selama I n'"*it. Setelah itu, cam-
puran ditambahkan I pl RNAse-H kcdalam
campuran, dan diinkuhasikan pada suhu 37" C
selama 20 menit. Akhirnya, r iNA yang didapat
siap dipakai sebagai rcmpluta pada reaksi PCR,

Reaksi PCIR 1po|;rerase Chain Reacrion)
menggunakan primer spcsilik hGSFIS telah
digunakan untuk mendetchsi keberadaan gen
hGSHS pada cDNA yang disinresis. Selain itu.
reaksi PCR menggunakrn primer p-tubulin telah
digunakan sebagai kontrol untuk mengetahui
apakah reaksi PC-'R berlangsung dengan baik
atau tidak. Campuran re;rksi PC'R terdiri atas 2
pl cDNA, 0,5 pl prir:er-F' hGSlIS. 0,5 pl
primer-R hGSHS, l0 pi l0x buftbr PCR, 0,5 pl
enzim Ex-Tag Polimerase, dan 13,5 pl air,
sehingga total volumc meiriadi 20 pl. Untuk
kontrol, total volume rcaksi sama, hanya
berbeda pada primer yeng dipakai, yang dalam
hal ini diguanakan prin:cr-F dan primer-R p-
tubulin. Program PCR kedua campuran rpaksi
tersebut pada mesin PCR schagai berikur: 94,'C.
2 menit; 94" C, 30 detik; 55" C. 30 detik; 72,, C.
2 menit; 72' C.3 me.nil: dan 4" C. tak terhingga.
Program PCR tersebut herlangsung dalam 35
siklus. Setelah selessi reaksi, produk pCR
dipisahkan dengan elektroforesis gel agarosa
lo/o.

nitrogen cair menggunakan mortar sampai
terbentuk bubuk halus. Selanjutnya, bubuk
diekstrak dengan I ml buffer ekstraksi yang
mengandung sucrosa 0,4 M. I)TT I mM dan
Tris-tlCl 50 mM. Esktrak disentrifugasi dengan
kecepatan 5000 rpm selama 2 menit, Supernatan
dikoleksi, dan disentrifugasi dengan kecepatan
10,000 rpm selama t0 menit. Protein pada

ekstrak dipisahkan dengan elektrofhresis gel
poliakrilamid I 0% ( SI)S-PAGE),

Penentuan Kadar hGSH Bintll Akar
Kadar h(iSIl bintil akar ditentukan sesuai

prosedur "recycling assay". scpcrti dalam
Sunarpi (2004). Analisis dimulai dengan nte-
nimbang sekitar 100 mg bintil akar. dickstrak
dengan 4 ml llCl 0.1 M yang mengandung I

mM EI)TA, dan disentrifugasi de ngan ke-
cepatan 10.000 rpm sclama l5 mcnit. Sclanjut-
nya" 20 ul supcrnatan dircaksikan dcngan I 0 ul
DTNB. dan dihaca ahsorhansinya pada 1-460
nm setclah ditambahkan 5 ul enzim glutation
reduktase. Kadar hGSII ditentukan menggun&-
kan kurve Standard yang tclah ditetapkan. dan
diekspresikan dalarn nmol pcr berat basah.
setelah dikoreksi dcngan bcrat basah bintil akar.

Penentuan Aktivilas E,nzim hGIIS BintilAkar
Aktivitas enzim h(iSllS di bintil akar

tanaman kedclai ditcntukan scsuai proscdur
Matamoros ct ul.. (l 999). Analisis dimulai de-
ngan cara mengeksrrak 100 mg bintil akar
menggunakan buffer yang mengandung I M
Tris-tlCl pll ti.5; 50 mll{ EI)TA dan I mM
DTT. Selanjutnya, ekstrak disentri fugasi dcngan
kecepatan 15.000 rpm sclama l5 menit. Kadar
protein ditentukan sesuai proscdur Ilradl-ord
(Bio-Rad Laborarories) menggunakan spcktro-
fotometer pada 1-595 nm setelah sampcl direak-
sikan dengan 7-EC, dan diinkubasikan pada
suhu 37" C. Aktiviras enzim pada sampel dieks-
presikan dalam nmol per menit per mg protein.

HASIL DAN PEMBAHASAN

lsolasi dan Pemisahan Protein dengan SDS-
PAGE

Prosedur ekstraksi protein dan pemisah-
annya dengan SDS-PAGE dilakukan sesuai
prosedur Sunarpi et ol. (2005). Secara singkar
prosedur tersebut dimulai dengan ."nggi*,
sekitar 200 mg bintil akar atau akar di dalam

Pertumbuhan Tanrmen Kedelai
Pemberian air terbatas didekati dengan cara

memberikan air ke medium tumbuh sebanyak
500 ml seriap tiga hari sekali. pendekatan ini
didasarkan pada penelitian sebelumnya bahwa
tanaman kedelai membutuhkan sckitar 500 mt
per hari setelah memasuki fasc generatif
(Sunarpi, 2003a). Setelah periode tlua minggu
pada kondisi air tanah terbatas, tanaman kedelai
transgenik memiliki tinggi dan jumlah daun
20%o lebih tinggi dibandingkan dengan tanaman
kedelai nontransgenik. kecuali varietas kcpct

Sunarpi, dkk.: Kadar Homoglutotion



85

transgenik memiliki tinggi dan jumlah daun
sekitar 5% lebih tinggi dibandingkan dengan
kepet non-tansgenik. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh karena gen hGSHS terekspresi
di bintil akar tanaman tansgenilg sehingga
mampu memproduksi hGSH dengan kadar
memadai untuk menunjang pembentukan bintil
akar, fiksasi N dan pertumbuhan tanaman,
sebagaimana dilaporkan oleh peneliti sebelum-
nya pada beberapajenis legum liar yang toleran
terhadap kekeringan (Moran et a1.,2000).

Untuk membuktikan apakah pertum-buhan
tanaman transgenik yang lebih baik dibanding-
kan dengan tanaman nonkansgenik pada kondisi
air tanah terbatas (Gambar l) berkaitan dengan
terekspresinya gen hGSHS di akar dan bintil
akar, maka dilalcukan analisis ekspresi gen
hGSHS menggunakan RT-PCR. Analisis ini
difokuskan pada deteksi keberadaan mRNA
yang mengkode enzim hGSHS pada akar dan
bintil akar tanaman kedelai.

Keberadaan mRNA yang mengkode pro-
tein p-tublulin (kontrol) teideteksi pada akar dan
bintil akar lreberapa varieias tanaman kedelai,
baik yang nontransgenik r:eupun yang trans-
genik (Gambar 2A). l{al ini memberikan
indikasi bahwa proses reaksi RT-PCR bedalan
dengan baik, sehingga bila terjadi ketidak
munculan band dalam gel elektroforesis bukan
disebabkan oleh kesalahan sistem reaksi RT-
PC& melainkan karena ketidak beradaan
mRNA yang mengkode gen tersebut. Namun
demikian, keberadaan mRNA yang mengkode
enzim hGSHS tidak terdeteksi pada akar dan
bintil akar beberapa varietas tanaman nontrans-
genik (Gambar 28} Hal ini diindikasikan oleh
tidak munculnya band berukuran sekitar 554 bp

pada gel elekhoforesis. Dengan demikian,
fenomena tersebut memberikan indikasi bahwa
gen hGSHS tidak terekspresi pada akar dan
bintil akar beberapa varietas tanaman kedelai
non-hansgenik.

Berbeda dengan fenomena pada tanaman
nontransgenik, band berukuran 554 yang meru-
pakan fragmen hGSHS, terdeteksi pada akar dan
bintil akar beberapa varietas tanaman kedelai
transgenik (Gambar 2B). Hal ini memberikan
indikasi bahwa gen hGSHS terekspresi pada
level mRNA di akar dan bintil akar beberapa
varietas tanaman kedelai, seperti rinjani, kepet,
wilis dan merbabu. Hasil percobaan ini berbeda
dengan beberapa tanaman transgenik yang
dihasilkan oleh peneliti sebelumnya (Creissen et
al., 1999), yang hanya mengekspresikan gen
hGSHS pada kloroplast daun. Perbedaan lokasi
ekspresi tersebut dimungkinkan, mengingat
promotor yang digunakan untuk mengendalikan
gen tersebut berbeda antara kedua peneliti.
Peneliti sebelumnya menggunakan promotor
spesitik yang secara khusus ditargetkan di
kloroplast. Namun demikian, pada percobaan
ini, gen hGSHS dikonstruksi menggunakan
promotor universal 135SCaMV1, sehingga me-
mungkinkan gen tersebut diekspresikan pada
sebagian besar organ tanaman kedelai, termasuk
akar dan bintil akar. Dengan demikian dapat
dikatakan bahwa mRNA gen hGSHS yang
diisolasi dafi Crotalaria striata terekspresi pada
tanaman kedelai yang ditumbuhkan pada
kondisi air tanah terbatas. Sedangkan tanaman
kedelai non-transgenik yang tidak memiliki gen
tersebut, tidak mampu mengekspresikan gen
hGSH endogen yang sudah ada pada tanaman
kedelai tersebut dalam kondisi defisit air.

Nontrensgenik Tr:nsgGnik

RlnJ.nl K.pat

wlll!

hr I' Fenotip tanaman kedelai non-transgenik dan transgenik varietas rinjani, kepet, wilis danmerbabu' Foto diambil setelah dua minggu tanamaniisuplai dengan joo r"r 
"iipJr 

tiga trari.
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Ekspresi Gen hGSHS pada Level Transkripsi

Ganrbar 2 Hasil analisis R'[-PCR ekspresi gen
hGSHS level transkripsi di akar. dan
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Data pada Gambar 4 nampaknya konsis-ten
dengan hasil penelitian sebelumnya yang

berkaitan dengan sintesis hGSH pada bintil akar
beberapa jenis legum tahan kering (Matamoros
et al., 1999). Fenomena sempa juga diamati
oleh peneliti sebelumnya pada berbagai spesies
tanaman transgenik, seperti tumbuhan legum
liar (Moran et al., 2000\, tanaman Medicago
truncatula (Frendo et al., 2001) dan tanaman
tembakau (Yoshimura et al.,2004). Keberadaan
protein hGSHS bintil akar dan akar tanaman
legum, seperti kedelai, memberikan dukungan
yang cukup kuat terhaeiap argumentasi sintesis
hGSH terjadi tidak saja di daun, seperti dilapor-
kan peneliti sebelumnya (Klapeck et al., 1988;
Bergmann dan Rennenberg. 1993), melainkan
juga di sistem perakaran dan bintil akar (Noctor
et al., 1998; Matamoros et al., 1999).

Kadar hGSH dan ,{ktivitas Enzim hGSHS
Bintil Akar

Kadar hGSH bintil akar dipengaruhi se-cara
signifikan oleh over-ek5l',:si gen hGSHS pada
kondisi air tanah terbala,; il'abel l). Bintil akar
tanaman transgenik ri:nrrpoduksi senyawa
hGSH dengan kadar yang letrih tinggi diban-
dingkan dengan bintil akat' tanaman non-
transgenik. Varietas rinjani, kepet, wilis dan
merbabu transgenik sebagai contoh, mempro-
duksi masing-masing sekitar 2,2,3 dan 4 kali
lipat kadar hGSH yang cliproduksi bintil akar
tanaman non-transgenik.

Tingginya kadar hGSH pada bintil akar
tanaman transgenik, disebabkan karena tinggi-
nya aktivitas enzim hGSiIS pada bintil akar

87

tersebut, dibandingkan dengan aktivitas enzim
yang sama pada bintil akar tanaman non-
transgenik (Tabel l). Sebagai gambaran, akti-
vitas enzim hGSHS bintil akar tanaman kedelai
transgenik varietas rinjani, kepet, wilis dan

merbabu, masing-masing sekitar 50, 56, 53 dan

53 nmol per mg protein per menit, jauh lebih
tinggi dibandingkan dengan aktivitas enzim
yang sama pada bintil akar tanaman kedelai
non-transgenik yang hanya mencapai 8, 7, 9 dan

7 nmol per mg protein per menit, masing-
masing untuk varietas rinjani, kepet, wilis dan
merbabu. Dengan demikian, maka dengan ting-
ginya aktivitas enzim hGSHS bintil akar, maka
y-glutamil sistein dapat dikonversi homogluta-
tion (Bergmann dan Rennenberg, 1993; Mata-
moros e, al., 1999\ di bintil akar tanaman kede-
iai pada kondisi air tanah terbatas.

Tingginya kadar hGSH dan aklivitas enzim
hGSHS bintil akar tanaman kedelai transgenik
pada kondisi air tanah terbatas mempengaruhi
rata-rata jumlah bintil akar tanaman kedelai
transgenik. Rata-rata jumlah bintil akar tanaman
kedelai transgenik varietas rinjani, kepet, wilis
dan merbabu, masing-masing sekitar 40,35, 44
dan 43 per tanaman (Tabel 2), Jumlah tersebut
lebih tinggi dibandingkan dengan jumlah bintil
akar tanaman kedelai non-transgenik, masing-
masing sekitar 30, 27,30 dan 28 per ranaman
untuk varietas rinjani, kepet, wilis dan merbabu.
Fenomena tersebut konsisten dengan kenyataan
bahwa kadar hGSH mempengaruhijumlah bintil
akar legum liar (Matamoros et al., 1999: Moran
et aI.,2000).

Ml2 34567 8

eT!-.rqrkDa
150 -
100 -50_-

*f#*tlt#
' "r"i'

tirExtc*

w?

5l kDa

.4groteksos Volume l6 Nctmor 2, Juli 2006

37-

C6mbar 4. Kenampakan protein pada gel poliacrilamid (SDS-PAGE) l0 %. Kolom bernomor ganjil
merupakan kenampakan protein pada bintil akar tanaman non-transgenik. Sedangkan
kolom bemomor genap merupakan kenampakan protein pada binil akar tanaman
transgenik' M, markerprotein; l-2, varietas rinjani; 3-4, varietas kepet;5-6, varietas wilis;
7-8, varietas merbabu.

{F&ilB

@,s,

rqts!s tri-*



Kadar hGSH Aktivitas enzim hGSHS

Varietas (nmol gram' I berat basah) (nmol menit-r)
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Tabel I Kadar hGSH dan Aktivitas Enzim hGSHS Bintil Akar Tanaman Kedelai Non-Transgenik datr

Transgenik Varietas Rinjani, Kepet, Wilis dan Merbabu yang Ditumbuhkan pada Kondisi Atr
Tanah Terbatas.

Nontransgenik ik Nontranpggn!! Transgenik

Rinjani
Kepet
Wilis
Merbabu

0,30r0,02
0.2 l+0,01
0,24!0,02
0,23r0,02

0,6710,05
0,7210,05
0.70r0.06

8,I r t0,5
7,2110,5
9, t 210,5

50,1617,3
55,72!3.9
53, r 2r4, I

0.85r0 ,05 7, 1710.4 72t4.8

Tabel 2. Rata-rata Jumlah Bintil Akar Tanaman
Kedelai Non-Transgenik dan Trans-
genik Varietas Rinjani. Kepet, Wilis
dan Merbabu yang Ditumbuhkan Pada
Kondisi Air Tanah Terbatas.
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