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ABSTRAK

ANALISIS PROFIL PROTEIN DAN UJI PENENTUAN KONSENTRASI
PROTEIN DAUN TANAMAN CASSAVA (Manihot esculenta Crantz)
SETELAH DIINDUKSI DENGAN ASAM SALISILAT

Oleh
SALMA NUR AFIFAH

Cassava (Manihot esculenta Crantz) merupakan tanaman penting di Indonesia
sebagai sumber karbohidrat. Cassava sering kali mendapatkan gangguan patogen
salah satunya yaitu penyakit layu fusarium. Pengendalian penyakit layu fusarium
dapat dilakukan dengan penggunaan kultivar unggul yang resisten melalui
pengimbasan asam salisilat. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui nilai
konsentrasi protein dan menganalisis profil protein pada tanaman cassava antara
cassava yang telah diberi pengimbasan asam salisilat dengan kontrol. Penelitian ini
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan satu faktor, yaitu
penambahan asam salisilat yang dibagi atas 5 taraf konsentrasi, yaitu 0 ppm, 80
ppm, 100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm. Masing — masing dari konsentrasi tersebut
dilakukan pengulangan sebanyak 5 kali, dan pada setiap ulangan terdiri atas 1
tanaman cassava. Data penelitian berupa data kualitatif dan data kuantitatif. Data
kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif yang didukung dengan foto
sedangkan data kuantitaif dianalisis menggunakan Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) dengan metode Analysis of Variance (ANOVA). Apabila terdapat
beda nyata dilanjutkan dengan Uji Duncan's Multiple Range Test (DMRT) 5%.
Hasil penelitian menunjukkan beda nyata pada konsentrasi asam salisilat 80 ppm,
100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm setelah dibandingkan dengan kontrol. Taraf
konsentrasi protein 0 ppm sampai 140 ppm berturut turut adalah 0,370 mg/2 pl,
0,372 mg/2ul, 0,377 mg/2 pl, 0,373 mg/2 pl, dan 0, 369 mg/2 pl. Serta terdapat pita
protein hilang (missing band) yaitu pita pada berat molekul 115 kDa (perlakuan
konsentrasi asam salisilat 140 ppm), dan juga ada kemunculan satu pitabaru (new
band) yaitu pada berat molekul 85 kDa (perlakuan konsentrasi asam salisilat 100

ppm).

Kata kunci : Asam salisilat, Cassava, Profil protein, In vivo, Induced resistance



ABSTRACT

PROTEIN PROFILE ANALYSIS AND CONCENTRATION
DETERMINATION TEST LEAF PROTEIN OF CASSAVA PLANT
(Manihot esculenta Crantz) AFTER INDUCED WITH SALICYLIC ACID

By
SALMA NUR AFIFAH

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important plant in Indonesia as a source
of carbohydrates. Cassava often suffers from pathogenic disorders, one of which is
fusarium wilt. Control of fusarium wilt disease can be done by using superior
cultivars that are resistant through the use of salicylic acid. The aim of this research
was to determine the protein concentration value and analyze the protein profile in
cassava plants between cassava that had been treated with salicylic acid and the
control. This research used a Completely Randomized Design (CRD) with one
factor, namely the addition of salicylic acid which was divided into 5 concentration
levels, namely 0 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 120 ppm, and 140 ppm. Each of these
concentrations was repeated 5 times, and each repetition consisted of 1 cassava
plant. Research data consists of qualitative data and quantitative data. Qualitative
data is presented in comparative descriptive form supported by photos, while
quantitative data is analyzed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) with the Analysis of Variance (ANOVA) method. If there is a significant
difference, continue with Duncan's Multiple Range Test (DMRT) 5%. The results
of the study showed a significant difference in salicylic acid concentrations of 80
ppm, 100 ppm, 120 ppm, and 140 ppm after being compared with the control. The
protein concentration levels from 0 ppm to 140 ppm are respectively 0.370 mg/2
pl, 0.372 mg/2 pl, 0.377 mg/2 pl, 0.373 mg/2 pl, and 0.369 mg/2 pl. There was also
a missing protein band, namely a band at a molecular weight of 115 kDa (treatment
with a salicylic acid concentration of 140 ppm), and there was also the appearance
of a new band, namely a molecular weight of 85 kDa (treatment with a salicylic
acid concentration of 100 ppm).

Keywords: Salicylic acid, Cassava, Protein profile, In vivo, Induced resistance
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang dan Masalah

Cassava (Manihot esculenta Crantz) umumnya ditanam oleh petani
Indonesia karena merupakan makanan penting sebagai sumber
karbohidrat selain nasi dan jagung. Cassava atau yang lebih sering
disebut singkong sering dijadikan sebagai sumber makanan, singkong
dikonsumsi dalam bentuk non-olahan (rebus, sediaan fermentasi dan
digoreng dalam bentuk keripik) atau dalam bentuk olahan, tepung,
dan pati diolah menjadi berbagai produk makanan (Eleazu et al.,
2014). Cassava merupakan komoditas pangan penting di Indonesia,
dan kedepannya komoditas ini akan semakin strategis perannya bagi

kehidupan masyarakat dan perekonomian negara ( Fauzi dkk., 2015).

Pada pertumbuhannya, tanaman cassava mendapatkan gangguan yang
cukup serius seperti timbulnya penyakit dari jamur patogen, bakteri,
ataupun virus yang menyerang tanaman cassava. Salah satu jamur
patogen yang sering menyerang tanaman cassava adalah Fusarium
oxysporum (Soelistijono, 2015). Salah satu upaya untuk
mengendalikan serangan penyakit layu fusarium yaitu dengan
menggunakan varietas tahan berupa bibit unggul yang dapat

mengendalikan penyakit layu fusarium (Juwanda dkk., 2016).



Penggunaan kultivar cassava yang tahan terhadap layu fusarium
dengan hasil tinggi diharapkan menjadi alternatif pengendalian
penyakit yang penting (Nurcahyani et al., 2016). Penggunaan varietas
unggul yang tahan terhadap Fusarium oxysporum (Fo) dapat
dilakukan dengan penggunaan kultivar unggul yang resisten terhadap
infeksi Fo, melalui pengimbasan asam salisilat. Asam salisilat adalah
salah satu agen penginduksi ketahanan yang diketahui dapat

digunakan untuk pengendalian patogen tanaman (Hayat et al., 2010).

Asam salisilat merupakan senyawa fenol sederhana yang berperan
penting dalam mengatur proses fisiologis dan respons imunitas
tanaman. Pemanfaatan asam salisilat sebagai sinyal transduksi dalam
jaringan pertahanan tanaman telah diamati dan dikarakterisasi pada
sejumlah gen yang berfungsi dalam biosintesis asam salisilat (An and
Mou, 2011). Mandal et al. (2009) menyebutkan bahwa aplikasi asam
salisilat pada daun dan akar dapat menekan perkembangan penyakit
layu fusarium. Asam salisilat secara eksogen dapat memengaruhi
pertumbuhan tanaman, fotosintesis, transport air pada tanaman, dan
aktivitas beberapa jenis protein yang menghasilkan enzim terhadap

cekaman biotik dan abiotik (Zamaninejad et al., 2013).

Protein berperan penting dalam struktur dan fungsi semua sel
makhluk hidup (Rijal, 2011). Penelitian ini diharapkan adanya
perbedaan profil protein yang ditandai dengan kemunculan pita baru.
Munculnya pita baru diakibatkan karena terjadi mutasi, dalam hal ini
asam salisilat berperan sebagai mutagen. Perubahan struktur protein
karena penambahan asam salisilat diharapkan dapat mempengaruhi
daya adaptasi sehingga didapat tanaman yang tahan terhadap
Fusarium oxysporum. Sejauh ini penggunaan asam salisilat untuk
mendapatkan varietas tahan fusarium yang di analisis melalui hasil
perbandingan konsentrasi protein dan profil protein pada daun
tanaman cassava secara in vivo belum pernah dilakukan. Oleh karena

itu, penelitian ini perlu dilakukan.



1.2. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Membandingkan nilai konsentrasi protein pada daun tanaman
cassava (Manihot esculenta Crantz) dengan cassava yang telah
diberi pengimbasan asam salisilat dan cassava tanpa
pengimbasan asam salisilat (kontrol)

2. Membandingkan profil protein pada daun tanaman cassava
(Manihot esculenta Crantz) dengan cassava yang telah diberi
pengimbasan asam salisilat dan cassava tanpa pengimbasan
asam salisilat (kontrol)

1.3. Kerangka Teoritis

Cassava (Manihot esculenta Crantz) merupakan tumbuhan perdu
tahunan tropika dan subtropika dari suku Euphorbiaceae. Tanaman
Cassava merupakan salah satu produk yang banyak dihasilkan dari
Indonesia. Petani cassava mengalami banyak kendala seperti adanya
serangan jamur patogen salah satunya Fusarium oxysporum (Fo) yang
menyebabkan layu fusarium dan pasti akan mengurangi jumlah dan
kualitas dari tanaman cassava tersebut. Pengendalian penyakit layu
fusarium yang tidak berdampak buruk bagi lingkungan salah satunya
dapat dilakukan dengan menggunakan kultivar unggul yang tahan
terhadap Fusarium oxysporum, melalui pengimbasan asam salisilat

dalam media tanah.

Tingkat asam salisilat akan mendorong transkripsi gen yang
mengkode protein terkait patogenesispada tanaman, sehingga
memberikan resistensi terhadap penyakit. Protein berperan penting
dalam struktur dan fungsi semua sel makhluk hidup (Rijal, 2011).
Penelitian ini diharapkan adanya perbedaan profil protein yang

ditandai dengan kemunculan pita baru. Munculnya pita baru
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diakibatkan karena terjadi mutasi, dalam hal ini asam salisilat
berperan sebagai mutagen. Asam salisilat dapat mengakibatkan
perubahan pola DNA. DNA yang berubah akan mengakibatkan
perubahan RNA dan struktur protein. (Nurcahyani et al., 2021b).
Perubahan struktur protein karena penambahan asam salisilat
diharapkan dapat mempengaruhi daya adaptasi sehingga didapat

tanaman yang tahan terhadap Fusarium oxysporum.

Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Terdapat perbedaan nilai konsentrasi protein dari setiap taraf
konsentrasi asam salisilat 0 ppm (kontrol), 80 ppm, 100 ppm,
120ppm, dan 140 ppm.

2. Terdapat perbedaan profil protein yang ditandai dengan muncul
dan hilangnya pita baru antara cassava yang telah diberi
pengimbasan asam salisilat dengan cassava tanpa pengimbasan

asam salisilat (kontrol).



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Cassava (Manihot esculenta Crantz)

Cassava (Manihot esculenta Crantz) merupakan tanaman terpenting ketiga
di dunia dan menjadi salah satu sumber pendapatan di seluruh daerah tropis.
Budidaya cassava dapat menjadi mata pencaharian bagi lebih dari 500 juta
petani (Amponsah et al.,2014). Klasifikasi tanaman cassava menurut
Cronquist (1981) dan APG 11 (2003) sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisio : Magnoliophyta

Classis : Magnoliopsida

Ordo : Malpighiales

Familia : Euphorbiceae

Genus : Manihot

Species : Manihot esculenta Crantz

Di Indonesia cassava merupakan produksi hasil pertanian pangan terbesar
kedua setelah padi, sehingga cassava mempunyai potensi sebagai bahan
baku yang penting bagi berbagai produk pangan dan industri. Sebagai
makanan manusia, cassava mempunyai beberapa kekurangan diantaranya
kadar protein dan vitamin yang rendah serta nilai gizi yang tidak seimbang.
Disamping itu, beberapa jenis cassava mengandung racun HCN yang terasa
pahit. Dari dasar itulah lokal cassava dibagi menjadi cassava pahit dan

cassava manis (Koswara, 2013).



Cassava merupakan tanaman yang sangat familiar dengan kondisi
lingkungan bahkan ada pernyataan bahwa selama batang cassava menyentuh
tanah maka dipastikan tunasnya akan tumbuh (Sarjiah dkk., 2016). Sentra
lahan cassava di Indonesia dikuasai oleh Provinsi Lampung dengan luas
lahan panen 366.830 ha pada tahun 2022. Produksi cassava di Lampung
tercatat sebanyak 6.719.088 ton pada tahun 2022 (BPS, 2023). Morfologi

cassava disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Morfologi cassava (Manihot esculenta Crantz)
(Dokumentasi Pribadi, 2023)

Keterangan :

= Cassava setelah berumur 4 minggu
= Daun cassava

= Batang cassava

= Akar cassava

o 0O oo

Cassava atau yang biasa disebut umbi kayu merupakan tanaman yang
mudah sekali dibudidayakan, bahkan di tanah yang marjinal tanaman ini
dapat hidup dan memberikan hasil. Selain itu kandungan karbohidrat yang
berasal dari umbi kayu sangat tinggi, sehingga dapat digunakan sebagai
pengganti beras. Menurut Subandi (2009), batang tanaman cassava
berbentuk bulat diameter 2,5-4 cm, berkayu beruas-ruas dan panjang.

Ketinggiannya dapat mencapai 1-4 meter. Warna batang bervariasi
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tergantung kulit luar, tetapi batang yang masih muda pada umumnya
berwarna hijau dan pada saat tua berubah keputih-putihan, kelabu, hijau
kelabu atau coklat kelabu. Empulur batang berwarna putih, lunak, dan
strukturnya empuk seperti gabus. Cassava memiliki sistem perakaran
tunggang atau dikotil. Batang cassava bulat dan bergerigi yang disebabkan
dari bekas pangkal tangkai daun, bagian tengahnya bergabus dan termasuk
tumbuhan tingkat tinggi.

Cassava (Manihot esculenta Crantz) adalah semak abadi yang tumbuh
terutama pada akarnya yang mengandung zat tepung yang digunakan
sebagai makanan, pakan ternak dan sebagai sumber pati. Cassava cenderung
tumbuh pada lahan pertanian yang kering, tanpa irigasi dan dengan aplikasi
terbatas dari input yang dibeli. Secara alami beradaptasi dengan baik pada
kondisi ini (Ayodele et al., 2019).

Asam Salisilat

Asam salisilat adalah salah satu agen penginduksi ketahanan yang
dilaporkan dapat digunakan untuk pengendalian patogen tanaman. Menurut
Hayat et al. (2010), asam salisilat merupakan senyawa fenol sederhana
yang berperan penting dalam mengatur proses fisiologis dan respons
imunitas tanaman. Pemanfaatan asam salisilat sebagai sinyal transduksi
dalam jaringan pertahanan tanaman telah diamati dan dikarakterisasi pada
sejumlah gen yang berfungsi dalam biosintesis asam salisilat. Rangkaian
dari proses ini meliputi konjugasi, akumulasi, dan crosstalk hormon
tanaman seperti asam jasmonat, etilen, asam absisi, auksin, giberrelin,

sitokinin, dan brassinosteroid (An and Mou, 2011).

Asam salisilat (AS) memiliki rumus molekul CsH4COOHOH berbentuk
kristal kecil yang memiliki berat molekul sebesar 138,132 g/mol dengan titik

leleh sebesar 156° C dan densitas pada 25° C sebesar 1,443 g/ml (Purnomo
dkk., 2007).



Asam salisilat memiliki struktur bangun kimia seperti yang disajikan pada
Gambar 2 berikut.
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Gambar 2. Struktur Asam Salisilat
(Sumber : NCBI, 2021)

Peningkatan pertumbuhan dan toleransi tanaman terhadap gangguan biotik
dan abiotik juga dapat dilakukan dengan pemberian asam salisilat. Asam
salisilat berperan sebagai zat pengatur pertumbuhan (hormon pertumbuhan
tanaman) endogen yang bersifat fenotik yang terlibat di dalam beberapa
proses fisiologis seperti perkecambahan, pematangan buah, pembungan,
fotosintesis, konduktansi stomata, kloroplas, ketahanan hama dan penyakit
serta perlindungan tanaman dari beberapa stress (tekanan) dari lingkungan
(Juwanda dkk., 2016).

2.3. Ketahanan Terimbas (Induced Resistance)

Pengendalian penyakit secara hayati dapat melalui interaksi antara populasi
patogen dan agen hayati baik secara langsung maupun tidak langsung.
Interaksi langsung apabila agen hayati mampu mereduksi populasi patogen
melalui parasitisme, antibiosis atau kompetisi. Interaksi tidak langsung
apabila agen hayati berinteraksi dengan patogen di dalam tubuh inangnya.

Interaksi tidak langsung tersebut yang menyebabkan ketahanan terimbas.

Ketahanan terimbas bersifat tidak spesifik terhadap jenis patogen, sehingga

dapat lebih efisien dalam pelaksanaannya (Nurcahyani, 2022).



Ketahanan terimbas adalah salah satu cara pengendalian yang lebih ramah
lingkungan dibandingkan dengan pengendalian secara kimia dengan
fungisida. Sel dan jaringan tumbuhan yang diberi pengimbasan berupa
mikroorganisme nonpatogenik maupun bahan kimia tertentu akan bereaksi
melalui serangkaian reaksi biokimia yang bertujuan menghambat
perkembangan penyakit. Reaksi tersebut berkaitan dengan produksi zat

fitotoksik disekeliling tempat perlakuan (Sumardiyono, 2015).

Mekanisme ketahanan tenaman terhadap penyakit dapat dibedakan menjadi
2 kategori yaitu ketahanan alami dan ketahanan terimbas. Ketahanan alami
berkaitan erat dengan karakter normal dari tanaman seperti kutikula yang
tebal, pembukaan stomata, jumlah trikoma, dan kemampuan membentuk
senyawa antimikroba. Ketahanan terimbas merupakan ketahanan yang
terekspresi setelah patogen menyerang dengan bentuk pertahanan pada
dinding sel, biosintesis fitoalexin dan akumulasi protein. Mekanisme
ketahanan terimbas merupakan mekanisme yang sangat kompleks, meliputi
pengenalan tanaman terhadap patogen (recognition), produksi fitoaleksin
(salah satu turunan senyawa fenol), PR- protein (Patogenesis - Related

protein), dan lignifikasi (Nurcahyani, 2022).

Agen pengimbas ketahanan, disebut juga elisitor atau induser, merupakan
molekul yang mampu menstimulasi dan mengaktifkan respon ketahanan
tanaman. Berdasarkan kemampuannya untuk memacu respon ketahanan
(Inayati, 2016). Elisitor dapat berasal dari bakteri, jamur, maupun virus
dan bahan-bahan yang dihasilkan olehnya seperti polimer karbohidrat,
protein, lemak, dan mikotoksin yang dikenal sebagai elisitor biotik
(Larroque et al., 2013). Selain itu, terdapat pula elisitor abiotik seperti
sinar UV, ion-ion dari logam maupun komponen atau bahan kimia yang
dapat berperan sebagai hormon maupun molekul-molekul yang mengkode
ketahanan pada tanaman (Larroque et al., 2013). Elisitor biotik maupun
abiotik bekerja mengaktifkan beragam enzim yang berhubungan dengan

mekanisme pertahanan tanaman terhadap patogen.
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Jenis pertahanan tanaman yang diaktifkan berbeda, bergantung pada
elisitor yang digunakan sehingga penentuan jenis elisitor yang digunakan
dan informasi mekanisme ketahanan terhadap suatu patogen sangat
diperlukan untuk menjamin keberhasilan pengimbasan ketahanan. Elisitor
yang sama digunakan pada patogen yang sama namun pada tanaman yang
berbeda dapat memberikan dampak yang berbeda (Inayati, 2016).

Konsentrasi Protein

Protein merupakan salah satu makronutrisi yang memilki peranan penting
dalam pembentukan biomolekul. Protein merupakan makromolekul yang
menyusun lebih dari separuh bagian sel. Protein menentukan ukuran dan
struktur sel, komponen utama dari enzim yaitu biokatalisator berbagai reaksi
metabolisme dalam tubuh (Mustika, 2012). Protein adalah polimer biologi
berbentuk rantai molekul panjang yang tersusun atas molekul-molekul kecil
asam amino yang saling berikatan dengan ikatan peptida. Protein memiliki
bobot molekul besar, sehingga ketika dilarutkan akan membentuk senyawa
koloid, juga protein tidak dapat melalui membran semi permeabel
dikarenakan bobot molekul yang besar. Protein dapat menggumpal jika
ditambah alkohol atau diberi panas karena protein akan menarik mantel air
yang melingkupinya. Protein juga bisa mengalami denaturasi dan renaturasi
yaitu pemutusan ikatan-ikatan molekul pada protein dan penggabungan
kembali ikatan tersebut. Hal tersebut dapat terjadi karena pengaruh suhu, pH,
dan logam berat. Protein juga bersifat amfoter serta memiliki titik isolistrik

karena memiliki gugus karboksil sekaligus amina (Apriandi, 2013).

Protein murni ataupun yang terdapat di dalam campuran dapat ditentukan
kadarnya dengan metode analisis kualitatif maupun kuantitatif. Metode
kualitatif meliputi Xantoprotein, reaksi Hopkins-Cole, reaksi Millon, reaksi
Nitropsida, dan reaksi Sakaguchi. Sedangkan secara kuantitatif meliputi
metode Kjaldehl, metode kromatografi (cara fraksionasi), metode titrasi
formol, metode spektrofotometri visible (biuret), metode spektrofotometri
UV, dan metode Bradford (Ambarsari et al., 2006).
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Metode Bradford adalah salah satu metode dalam penentuan kadar protein
suatu bahan. Prinsip kerjanya didasarkan pada peningkatan secara langsung
zat warna Coomasie Brilliant Blue G250 (CBBG) oleh protein yang
mengandung residu asam amino dengan rantai samping aromatik (tirosin,
triptofan, dan fenilalanin) atau bersifat basa (arginin, histidin, dan leusin).
Reagen CBBG bebas berwarna merah kecoklatan (I maks 465 nm),
sedangkan dalam suasana basa reagen CBBG akan berbentuk anion yang

akan mengikat protein membentuk warna biru (I maks 595 nm).

Metode Bradford banyak digunakan karena cara pewarnaannya yang praktis
dan memiliki nilai sensitivitas tinggi. Nilai sensitivitasnya empat kali lebih
besar dibandingkan metode Lowry. Metode ini dapat mendeteksi sampel
yang mengandung protein kurang dari 0,01 mg/mL. Selain itu metode
Bradford lebih cepat dan akurat, melibatkan langkah- langkah pencampuran
yang lebih sedikit, tidak memerlukan pemanasan, dan memberikan respon

kolorimetri lebih stabil dibandingkan dengan metode lain (John, 2009).

Profil Protein

Protein merupakan produk akhir dari ekspresi gen pada organisme
prokariotik dan eukariotik, dan protein dianggap molekul yang menawarkan
banyak peran dan fungsi yang sangat beragam di dalam sel. Isolasi dan
karakterisasi protein telah menjadi salah satu subjek yang paling menarik
bagi parapeneliti dari berbagai bidang area (Batista et al., 2015). Protein
merupakan makromolekul yang terbentuk dari asam amino yang tersusun
dari atom nitrogen, karbon, dan oksigen, beberapa jenis asam amino yang
mengandung sulfur (metionin, sistin, dan sistein) yang dihubungkan oleh
ikatan peptida. Pada Makhluk hidup, protein berperan sebagai pembentuk
struktur sel dan beberapa jenis protein memiliki peran fisiologis (Bintang,
2010).

Protein merupakan senyawa kimia yang tidak hanya mengandung atom
karbon seperti karbohidrat dan lemak. Protein juga mengandung atom karbon,

hidrogen, oksigen, dan nitrogen. Atom C, H, O dan N tersusun menjadi asam
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amino, yang membentuk rantai menjadi protein. Dua puluh asam amino
berbeda telah diidentifikasi sebagai pembentuk protein. Sintesis protein
adalah proses pembentukan protein dari monomer peptida yang diatur
susunannya oleh kode — kode genetik. Proses sintesis protein dibagi menjadi
dua tahapan, yaitu transkripsi dan translasi. Transkripsi adalah proses DNA
mencetak mMRNA di dalam nukleus, translasi adalah penerjemahan informasi

genetik berupa urutan basa nitrogen menjadi asam amino (Gilslogie, 2015).

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi protein pada sampel daun
cassava yang mengandung protein yang diekstraksi dari bagian daun lalu di
elektroforesis menggunakan gel poliakrilamid elektroforesis (SDS-PAGE)
(Batista et al., 2015). Menurut Maniatis et al., (1982) metode elektroforesis
protein dengan SDS-PAGE adalah salah satu metode yang digunakan untuk
menganalisis protein dengan memisahkan pita-pita protein yang berada di

dalam sampel berdasarkan berat molekulnya.

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi gambaran pita-pita protein dalam
gel diantaranya adalah konsentrasi gel, suhu, dan pH. Suhu yang tinggi akibat
adanya pemanasan dapat menguraikan struktur protein menjadi lebih
sederhana sehingga pita-pita protein menunjukkan berat molekul yang lebih
kecil, pH yang ekstrim juga dapat menyebabkan proses denaturasi,
sedangkan konsentrasi gel yang terlalu tinggi mengakibatkan pori-pori gel
semakin kecil sehingga pita-pita yang nampak menunjukkan berat molekul

yang lebih kecil (Nurcahyani, 2022).
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I1l. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini telah dilaksanakan pada bulan Oktober sampai Desember
2023 di Laboratorium Botani dan Rumah Kaca Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan IlImu Pengetahuan Alam, Universitas

Lampung

Alat dan Bahan
3.2.1. Alat - alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini pada tahap
persiapan dan penanaman cassava yaitu polybag ukuran 1 kg,
sekop, gloves dan gembor. Pada tahap persiapan larutan asam
salisilat yaitu erlenmayer 500 ml, botol kultur 250 mL, kertas
saring, alumunium foil, neraca analitik, tissue, kertas label, gelas
ukur 100 mL dan corong. Selanjutnya pada tahap penentuan
konsentrasi protein dan analisis profil protein yaitu shaker,
hotplate, mikropipet, mikrotipe, alat elektroforesis, dan

spektrofotometer.

3.2.2. Bahan — bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bibit
tanaman cassava (Manihot esculenta Crantz), asam salisilat

murni, alkohol 70% dan akuades, larutan akrilamid /
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Albumin (BSA), buffer Tris-HCI, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS),

larutan penyangga elektroforesis, Reducing Sample Buffer
(RSB).

3.3. Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan

satu faktor, yaitu penambahan asam salisilat yang dibagi atas 5 taraf
konsentrasi yaitu 0 ppm, 80 ppm, 100 ppm, 120 ppm, dan 140 ppm.
Masing — masing dari konsentrasi tersebut dilakukan pengulangan
sebanyak 5 Kkali, dan pada setiap ulangan terdiri dari 1 tanaman
cassava. Parameter yang dianalisis meliputi pengujian konsentrasi

protein dan profil protein daun tanaman cassava. Percobaan notasi

perlakuan dan ulangan disajikan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Notasi Perlakuan Ulangan

Ulangan Konsentrasi Asam Salisilat
0 80 100 120 140

1 K1Ul K2U1 K3U1l K4U1 K5U1
2 K1U2 K2U2 K3U2 K4uU2 K5U2
3 K1U3 K2U3 K3U3 K4U3 K5U3
4 K1U4 K2U4 K3U4 K4U4 K5U4
5 K1U5 K2U5 K3U5 K4U5 K5U5

Keterangan :

K1 = Konsentrasi Asam Salisilat 0 ppm

K2 = Konsentrasi Asam Salisilat 80 ppm

K3 = Konsentrasi Asam Salisilat 100 ppm

K4 = Konsentrasi Asam Salisilat 120 ppm

K5 = Konsentrasi Asam Salisilat 140 ppm

Ul-U5 = Ulangan 1 — Ulangan 5
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Tata letak percobaan setelah pengacakan akan disajikan pada Tabel 2.

K5U5 K4uU4 K3U3 K5U3 K1lu1l
K3U2 K1lul K4uU2 K3U4 K4U5
K2U1 K3U1 K5U4 K1U3 K2U4
K3U5 K4U3 K1U5 K2U2 K2U3
K4U1l K3U2 K2U5 K5U1 K1u4

Tabel 2. Tata Letak Satuan Percobaan

Keterangan :
K1 = Konsentrasi Asam Salisilat 0 ppm
K2 = Konsentrasi Asam Salisilat 80 ppm
K3 = Konsentrasi Asam Salisilat 100 ppm
K4 = Konsentrasi Asam Salisilat 120 ppm
K5 = Konsentrasi Asam Salisilat 140 ppm
Ul-U5 = Ulangan 1 — Ulangan 5

3.4. Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap yaitu 1). Penanaman
tanaman cassava ke dalam media berisi 25% tanah, 25% kompos,
25% cocopeat dan 25% arang sekam; 2). Pengimbasan asam salisilat
pada tanaman cassava dengan berbagai taraf konsentrasi ; 3).
Dilakukan pengujian konsentrasi protein hasil pengimbasan asam
salisilat dengan metode Bradford protein Assay (Bio-rad Assay) ; 4).
Analisis profil protein tanaman cassava hasil pengimbasan asam
salisilat dengan metode SDS — PAGE.
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Tahapan penelitian, disajikan dalam bentuk bagan alir pada Gambar 3.

Perlakuan I—}
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Gambar 3. Bagan alir penelitian
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Penanaman Tanaman Cassava (Manihot esculenta Crantz)

Penanaman tanaman cassava dilakukan dalam greenhouse. Batang
bibit tanaman cassava yang digunakan dipotong sama panjang
dengan ukuran 20 cm, kemudian ditanaman dalam polybag berisi
campuran 25% tanah, 25% kompos, 25% cocopeat dan 25% arang
sekam dengan kedalaman batang bibit cassava di dalam tanah 5
cm. Tanaman cassava disiram setiap 3 hari sekali. Masing- masing
perlakuan asam salisilat dilakukan sebanyak 5 kali pengulangan

dan setiap ulangan terdiri dari 1 tanaman cassava dalam tiap-tiap

polybag.

3.4.2. Pembuatan Larutan Asam Salisilat

1. Penghitungan penentuan komposisi asam salisilat tiap

taraf konsentrasi

Penghitungan penentuan berat kristal asam salisilat tiap taraf
konsentrasi mengacu pada konversi parts per million (ppm)
berikut.

1 ppm 1 mg/L
1 ppm 0.001 g/L

Satuan parts per million (ppm) adalah satuan yang dipakai
sebagai satuan nirdimensi berasal dari pecahan yang sangat
kecil. Penghitungan ppm ini bertujuan untuk menghitung

kadar kandungan zat yang terlarut dalam air.
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Hasil penghitungan penentuan komposisi asam salisilat tiap
taraf konsentrasi (Lampiran 1) disajikan dalam Tabel 3.

sebagai berikut.

Tabel 3. Komposisi asam salisilat tiap taraf konsentrasi

Konsentrasi Asam Komposisi Asam
Salisilat Salisilat (gr/500 ml)
0 ppm 0
80 ppm 0,04
100 ppm 0,05
120 ppm 0,06
140 ppm 0,07

Pengenceran asam salisilat

Pengenceran bubuk asam salisilat dilakukan dengan
melarutkan asam salisilat ke dalam aquades 500 ml dalam
erlenmayer untuk tiap taraf konsentrasi 0 ppm, 80 ppm, 100
ppm, 120 ppm,140 ppm dengan 5 kali pengulangan. Larutan
asam salisilat dengan konsentrasi 0 ppm berisi 100% aquades

murni sebanyak 500 ml tanpa campuran kristal asam salisilat.

Larutan asam salisilat dengan konsentrasi 80 ppm dibuat
dengan cara melarutkan 0.04 gram asam salisilat ke dalam 500
ml aquades, konsentrasi 100ppm dibuat dengan melarutkan
0.05 gram asam salisilat ke dalam 500 ml aquades, selanjutnya
konsentrasi 120 ppm dibuat dengan melarutkan asam salisilat
0.06 gram di dalam 500 ml aquades, dan untuk konsentrasi 140
ppm juga dilakukan hal yang sama yaitu melarutkan sebanyak
0.07 gram asam salisilat ke dalam 500 ml aquades. Setelah
asam salisilat terlarut dengan aquades (homogen), kemudian
dilakukan penyaringan dengan kertas saring. Tiap konsentrasi

terdiri dari 5 pengulangan dengan volume 100 ml tiap ulangan.
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3. Pengimbasan Asam Salisilat

Pengimbasan asam salisilat dilakukan ketika tanaman berumur
1 bulan. Penambahan asam salisilat ke tanaman cassava
dilakukan dengan cara menyiramkan larutan asam salisilat ke
permukaan batang sebanyak 50 ml untuk setiap tanaman
cassava dengan berbagai konsentrasi yaitu 0 ppm, 80 ppm, 100
ppm, 120 ppm, dan 140 ppm. Setiap 1 konsentrasi terdiri 5
tanaman, maka setiap konsentrasi membutuhkan 250 ml

larutan asam salisilat.

3.4.3. Pengukuran Konsentrasi Protein tanaman cassava (Manihot

esculenta Crantz) dengan metode Bradford protein Assay ( Bio-

rad Assay)

1.

Ekstraksi daun tanaman cassava

Ekstraksi protein dilakukan dengan cara menimbang 1 g daun
tanaman cassava dengan masing-masing ditambahkan 300 pL
Phosphate Buffer Saline (PBS) (NaCl 8,55 g/L,
Na2HPO4.2H201,33 g/L, NaH2PO4.H20 0,34 g/L) dengan pH
7 sebagai buffer ekstraksi dan ditambah inhibitor protease,
selanjutnya digerus menggunakan mortar dan pestle sampai
homogen. Sampel yang telah digerus, disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 2 detik. Supernatan yang
mengandung crude protein diambil dan disimpan pada suhu -
20 °C (Maniatis et al., 1982).

Pengukuran konsentrasi protein

Setelah crude protein diperoleh, dilakukan pengukuran
konsentrasi protein pada masing — masing sampel. Konsentrasi
protein ditentukan dengan menggunakan metode Bradford
protein Assay (Bio-rad Assay). Bovin Serum Albumin (BSA)

digunakan sebagai standar untuk menghitung konsentrasi
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protein. Sebagai blanko digunakan 200uL Bio-rad dye dan
800puL akuades menurut Nurcahyani et al., (2021a).

Penentuan konsentrasi protein dilakukan dengan cara
mengambil 2L sampel protein menggunakan mikropipet
ditambah 200uL Bio-rad dye dan 798 pL akuades, kemudian
dicampur dengan cara di resuspensi, selanjutnya dibaca
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang (OD 595
nm) konsentrasi protein diketahui melalui persamaan fungsi

kurva baku standar protein BSA (y=ax+Db)

3.4.4. Analisis Profil Protein tanaman cassava (Manihot esculenta
Crantz) dengan metode SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-

Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

1. Ekstraksi daun tanaman cassava

Ekstraksi protein dilakukan dengan cara menghitung 1 g daun
tanaman cassava dengan masing-masing ditambahkan 300 puL
Phosphate Buffer Saline (PBS) (NaCl 8,55 g/L,
Na2HPO4.2H201,33 g/L, NaH2PO4.H20 0,34 g/L) dengan pH
7 sebagai buffer ekstraksi dan ditambah inhibitor protease,
selanjutnya digerus menggunakan mortar dan pestle sampai
homogen. Sampel yang telah digerus, disentrifugasi dengan
kecepatan 13.000 rpm selama 2 detik. Supernatan yang
mengandung crude protein diambil dan disimpan pada suhu -
20 °C (Maniatis et al., 1982).

2. Analisis Profil Protein tanaman cassava

Penentuan berat molekul protein menggunakan metode SDS-
PAGE menurut Maniatis et al., (1982). Metode ini dimulai
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dengan memasukan separating gel 12% (akuades 3,3 mL,
poliakrilamid 4 mL, 1,5 M Tris pH 8,8 2,5 mL, 10% SDS 100
uL, 10% APS 90 pL) ke dalam pasangan plat kaca sebagai

cetakan gel dan ditunggu sampai gel terpolarisasi.

Stacking gel 6% (akuades 2,6 mL, poliakrilamid 1 mL, 0,5 M
Tris pH 6,8 1,15 mL, 10% SDS 50 uL, TEMED 10 uL, 10%

APS 90 uL) dimasukkan di atas separating gel dipasangi
sisir untuk membuat sumuran agar dapat memasukkan sampel

dari protein. Setelah stacking gel terpolarisasi, gel dilepaskan
dari cetakan dan plat dirangkai dengan apparatus eletroforesis.
Running buffer 0,1% (akuades 1 L, Tris Base 15 g, glisin 72g,
SDS 5 g) dituangkan ke dalam bak dan sisir dilepas kemudian
sampel protein sebanyak 10 pL dicampur dengan 2 puL sampel
buffer. Larutan sampel protein dan marker. Protein
dimasukkan ke dalam sumuran gel (gel akrilamid 12%).
Elektroforesis pada tegangan 100 volt dilakukan selama 1,5 —

2,5 jam.

Pita protein dengan berat molekul lebih besar akan terbentuk
lebih dekat dengan tempat awal pemisahan. Pewarnaan pita
protein dilakukan dengan cara merendam gel hasil
elektroforesis (rangkaian plat dilepas) ke dalam larutan 0,10%
Coomasie Brilliant Blue dan dilakukan menggunakan shaker.
Setelah diwarnai, dilakukan destaining untuk menghilangkan
warna dengan cara merendam gel ke dalam larutan destaining
(500 mL akuades, 40 mL metanol, 10 mL asam asetat glasial)
hingga gel menjadi jernih dengan pita terpisah satu sama
lainnya. Gel kemudian disimpan dalam 10% asam asetat
glasial dan dikeringkan dengan plat Kit. Pita protein yang
terbentuk dalam gel setelah elektroforesis maka ditentukan

berat molekulnya.
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3.5. Analisis Data

Data penelitian berupa data kualitatif dan data kuantitatif . Data
kualitatif disajikan dalam bentuk deskriptif komparatif dan didukung
dengan foto sedangkan data kuantitaif dianalisis menggunakan
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) dengan metode
Analysis of Variance (ANOVA). Apabila terdapat beda nyata
dilanjutkan dengan Uji Duncan's Multiple Range Test (DMRT) 5%.
Pengelompokan data dalam penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL).



5.1.

5.2.

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat disimpulkan

sebagai berikut.

1. Berdasarkan hasil penghitungan konsentrasi protein didapatkan

bahwa hasil konsentrasi tiap taraf pengimbasan asam salisilat
berbeda nyata setelah dibandingkan dengan kontrol. Konsentrasi
protein dimulai dari 0 ppm ( kontrol ) sampai 140 ppm berturut turut
adalah 0,370 mg/2 pl, 0,372 mg/2 ul, 0,377 mg/2 ul, 0,373 mg/2 ul,
dan 0,369 mg/2 pl.

. Terdapat pita protein hilang (missing band) yaitu pita pada berat

molekul 115 kDa (perlakuan konsentrasi asam salisilat 140 ppm),
dan juga ada kemunculan satu pita baru (new band) yaitu pada berat
molekul 85 kDa (perlakuan konsentrasi asam salisilat 100 ppm).

Saran

1. Penggunaan asam salisilat dengan konsentrasi 100 ppm dianjurkan

untuk mendapatkan mutan tanaman cassava yang tahan terhadap Fo

Perspektif untuk memastikan pita protein 85 kDa adalah protein
peroksidase perlu dilakukan isolasi proteinnya, analisis basa asam
aminonya dengan aligment terhadap sequence protein peroksidase

species lain, dan atau analisis western blot.
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