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RINGKASAN

Defisiensi S yang terjadi pada tanaman dapat menurunkan pembelahan sel
mesofil sehingga memperkecil ukuran daun, menurunkan kandungan klorofil
daun serta membatasi sintesis protein dan jumlah keberadaan organ-organ
fotosintesis melalui pembatasan jumlah metionin dan sistein vang tersedia untuk
membentuk protein baru. Saat pemberian sulfur yang berbeda-beda selama fase
pertumbuhan vegetatif' diduga mempengaruhi dinamika kandungan protein dan
klorofil daun kedelai.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh saat pemberian sulfur
terhadap kandungan klorofil serta kandungan dan pola protein daun kedelai pada
fase pertumbuhan vegetatif. Bahan tanam yang digunakan kedelai varietas Wilis
yang ditanam pada pasir steril. Penelitian dilakukan dengan 3 perlakuan yaitu :
saat pemberian sulfur 7 hst (P1), 14 hst (P2) dan 21 hst (P3) vang dilakukan
dengan menyiramkan 200 ml 0.4 mM Na,SO;, setiap 3 hari sekali bersama-sama
dengan pemberian larutan hara sampai umur 30 hari. Panen dilakukan saat
tanaman berumur 35 hari dengan memisahkan daun-daun pada ruas 1 dan 2 dari
atas (L.1), ruas 3 dan 4 dari atas (1.2) dan ruas 5. 6 dan 7 dari atas (L3).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa defisiensi S vang terjadi karena
tertundanya saat pemberian sulfur menurunkan kandungan klorofil daun tanaman
kedelal varietas Wilis, dimana kandungan klorofil daun cenderung menurun
dengan semakin tertundanya saat pemberian sulfur. Rata-rata luas daun dan
kandungan total protein terlarut (TPT) daun tertinggi pada P2, dimana saat
pemberian sulfur 14 hst (P2) diduga dapat meningkatkan biosintesis fraksi-fraksi
protein tertentu pada daun 1.2 dan 1.3 pada P2.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Permasalahan

Kedelai merupakan tanaman pangan vang penting karena bijinya
mengandung protein dan minyak dalam konsentrasi tinggi (Serretti ef al., 1994),
dalam 100 gram bahan, kedelai mengandung 35% protein. Bahkan pada varietas
vang unggul, kandungan protein kedelai mencapai 40-43%, sedangkan
kandungan lemak bijinya berkisar antara 16-20% (Syam dkk., 1990).

Protein kedelai mengandung asam amino esensial yang diperlukan
manusia dan ternak. Namun kelemahan protein kedelai terdapat pada rendahnya
kandungan asam amino yang mengandung sulfur, yaitu sistein dan metionin
(Mimbar, 1991). Jurgens (1993) menyatakan bahwa nilai gizi protein kedelai
dapat ditingkatkan dengan meningkatkan jumlah asam amino sulfur, yaitu
metionin dan sistein kandungannya.

Pemberian sulfur ke dalam tanah dapat meningkatkan ketersediaan sulfat
schingga cepat diserap oleh tanaman. Keberadaan sulfur dalam tubuh tanaman
bersama-sama nitrogen akan membentuk asam amino-asam amino yang
merupakan substansi dasar penyusun protein (Ma’sum et @/, 1992). Sulfur yang
disuplai dalam bentuk sulfat ke sistem perakaran, pertama kali didistribusikan ke
daun-daun yang sedang mengalami perluasan (Smith dan Lang, 1988; Adiputra
dan Anderson, 1992,1993). Sunarpi dan Anderson (1996a) menyatakan bahwa
laju penyerapan dan pengeluaran sulfur oleh suatu daun lebih besar pada saat daun
mengalami perluasan 70%. Lebih lanjut dikatakan bahwa sulfur yang diserap
oleh daun selama awal perkembangan terutama tergabung dalam kelompok yang
kurang mobil dibanding sulfur yang diserap pada tahap perkembangan daun
selanjutnya.

Sunarpi dan Anderson (1996b) menyatakan bahwa ketika daun-daun
tanaman pada kondisi kecukupan S mencapai perluasan 70%, daun-daun tersebut
mengeluarkan fraksi S terlarut sebagian besar dalam bentuk sulfat ke daun-daun

baru yang sedang mengalami perluasan tetapi fraksi S tidak terlarut tidak
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diremobilisasi. Rendahnya remobilisasi fraksi S tidak terlarut menunjukkan
tingginya kadar N dalam media..

Anderson (1990) menyatakan bahwa defisiensi S membatasi sintesis
protein dan jumlah keberadaan organ-organ fotosintesis melalui pembatasan
jumlah metionin dan sistein yang tersedia untuk membentuk protein baru.
Sexton ¢r al. (1997) menyatakan bahwa kandungan klorofil daun menurun rata-
rata 40% pada Kkondisi defisiensi S dan secara linear berhubungan dengan
kandungan sulfur daun.

Wilis merupakan salah satu kultivar kedelai lokal vang banyak ditanam
oleh petani, yang digunakan sebagai bahan dasar pembuatan susu kedelai.
Poerwoko dkk. (1995) menyatakan bahwa meskipun produktivitas kultivar
kedelai lokal rendah, namun kultivar kedelai lokal mempunyai tingkat adaptasi

lebih tinggi terhadap lingkungannya sehingga hasilnya lebih stabil.

1.2 Intisari Permasalahan

Berdasarkan uraian di atas, bagaimanakah pengaruh fisiologis ketersediaan
sulfur pada tanaman kedelai varietas Wilis terhadap kandungan dan pola protein
serta kandungan klorofil daunnya apabila sulfur dalam konsentrasi yang sama

diberikan pada saat yang berbeda-beda selama fase pertumbuhan vegetatif.

1.3 Tujuan Penelitian
I. Mengetahut pengaruh saat pemberian sulfur terhadap kandungan klorofil daun

kedelai pada fase pertumbuhan vegetatif’

2

Mengetahur pengaruh saat pemberian sultur terhadap kandungan dan pola

protein daun kedelai pada fase pertumbuhan vegetatif.

1.4 Manfaat Penelitian

I. Merupakan sumbangan pemikiran bagi pemerintah dalam upaya

meningkatkan gizi masyarakat.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

o

Dapat dijadikan informasi bagi masyarakat petani dalam upaya meningkatkan
produksi kedelai.

Dapat digunakan scbagai bahan acuan bagi penelitian selanjutnya.
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[l TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Peranan Sulfur pada Proses Metabolisme Tanaman

Sulfur merupakan salah satu dari enam unsur hara makro yang dibutuhkan
oleh tanaman dan ditemukan dalam asam amino-asam amino sistein dan metionin
serta pada berbagar senyawa metabolit (Leustek dan Saito, 1999). Beberapa
fitoalexin  yang mengandung sulfur seperti camalexin, penting pada
pemberantasan patogen-patogen tanaman (Zhao er al., 1998). Sulfat organik
membantu mencegah melarutnya bahan organik di dalam air, dimana hal ini
penting dalam mekanisme cekaman terhadap salinitas (Agustina, 1990).

Sumber utama sulfur adalah anion sulfat (Uria-Nickelsen et al., 1993,
1994, Beil er al., 1996). Seperti halnya nitrogen, kelimpahan sulfur dalam
tanaman hanya 3-5% (Leustek dan Saito, 1999). Sebaliknya kadar sulfat
anorganik yang tersedia dalam tanah rendah (David et af., 1982; Autry dan
Fitizgerald, 1990; Whalen dan Warman, 1996). Ma’sum et «l. (1992) menyatakan
bahwa pemberian sulfur ke dalam tanah dapat meningkatkan ketersediaan sulfat
sehigga cepat diserap oleh tanaman. Keberadaan sulfur dalam tubuh tanaman
bérsama-sama nitrogen akan membentuk asam amino-asam amino yang
merupakan substansi dasar penyusun protein. Anderson (1990) menyatakan
bahwa asimilasi N berhubungan dengan metabolisme S dan sintesis protein,
sehingga jika metabolisme S menurun maka asimilasi N juga menurun.

Sulfur merupakan unsur yang tidak mobil dalam tanaman, sehingga gejala
defisiensi S pertama kali tampak pada daun-daun muda (Mengel dan Kirkby,
1982, Salisbury dan Ross, 1992). Apabila daun-daun muda mengalami
defisiensi S, maka fraksi utama sulfur adalah protein. Remobilisasi S dari protein
tidak terjadi pada kondisi defisiensi S kecuali N juga berkurang (Sunarpi dan
Anderson, 1996a, 1997a). Kadar N media yang rendah meningkatkan pengeluaran
sulfat dari daun-daun dewasa (Sunarpi dan Anderson, 1997b).

Burke er a/. (1986) menyatakan bahwa defisiensi S yang terjadi pada
tanaman gandum (/riticum aestivum L.) menurunkan pembelahan sel mesofil

schingga memperkecil ukuran daun serta menurunkan kandungan klorofil dan
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protein tiap kloroplas tetapi tidak mempengaruhi jumlah kloroplas tiap sel.
Sexton ¢/ «l. (1998) menyatakan bahwa selama fase pertumbuhan vegetatif,
tanaman vang semula mengalami defisiensi S tidak dapat mengubah ukuran
daunnya vang kecil ketika tanaman tersebut diberi sulfur. Anderson (1990)
menyatakan bahwa defisiensi S membatasi sintesis protein dan jumlah keberadaan
organ-organ fotosintesis, melalui pembatasan jumlah metionin dan sistein yang

tersedia untuk membentuk protein baru.

2.2 Asimilasi Sulfur pada Tanaman

Pada tanaman, sulfur diasimilasi menjadi sistein melalui jalur biosintesis
sistein (Schmidt dan Jager, 1992). Sulfat anorganik direduksi menjadi sulfit dan
selanjutnya menjadi sufida melalui jalur reduksi sulfat, dimana enzim-enzim yang
mengkatalisisnya terdapat di kloroplas. Selama reaksi reduktif ini, atom sulfur
diduga berada pada suatu bentuk tiol-terikat (Brunold, 1990).

Sulfat dapat ditambahkan ke suatu gugus hidroksil dari suatu molekul
organik. Reaksi ini disebut sulfatasi yang dikatalisis oleh sulfotransferase.
Sebaliknya, sistein yang mengandung sulfur tereduksi dihasilkan dari sulfat
(SO,*") melalui beberapa tahap reaksi dimana delapan elektron ditambahkan untuk
membentuk  sulfida  (S¥). Reduksi sulfat menjadi  sulfida  membutuhkan

732 kJ/mol.
SO + ATP + 8¢ + 8H™  —» S + 4H,0 + AMP + PPi
Sistein sebagai hasil akhir dari jalur reduktif ini merupakan materi awal

untuk membentuk metionin, glutathion dan metabolit-metabolit lain yang

mengandung sulfur tereduksi (Gambar 1) (Leustek dan Saito, 1999).
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Gambar 1. Jalur Asimilasi Sulfat pada Tanaman. Garis teratas pada gambar
menunjukkan aktifasi dan reduksi SO,”, garis kedua ke kiri

menunjukkan jalur sulfatasi dan garis kedua ke kanan menunjukkan
asimilasi sulfur tereduksi menjadi sistein.

Selama reduksi, sulfat pertama kali diaktifkan oleh ATP yang dikatalisis
ATP sulfurilase untuk membentuk adenosin phosphosulfat, selanjutnya direduksi
menjadi sulfit bebas yang dikatalisis oleh adenosin phosphosulfat reduktase

(Setya et al., 1996). Seperti halnya penyerapan sultat, ATP sulfurilase dipengaruhi
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oleh defisiensi S dan dihambat oleh pembeﬁan sulfat atau bentuk tereduksi dari
sulfur (Chen dan Leustek, 1995; Logan et «l., 1996).

Fiksasi sulfur tereduksi menjadi senyawa organik O-asetilserin
menunjukkan suatu tahap penting dalam biosintesis sistein dan dikatalisis oleh
enzim sistein sintase pada akhir suatu jalur metabolit (Anderson, 1990; Leustek,

1996).

2.3 Penyerapan dan Distribusi Sulfur pada Tanaman

Pada tumbuhan tingkat tinggi. sulfur diserap oleh akar dalam bentuk SO,>
dan ditransportasikan melalui xilem ke daun untuk direduksi menjadi sistein dan
metionin atau digabungkan dalam protein dan peptida-peptida yang mengandung
sistein seperti glutathion. Penyerapan dan distribusi lebih lanjut SO,* ke daun
berdasarkan kebutuhan, dimana daun-daun yang sedang berkembang menyerap
sulfur lebih kuat, kemudian akan mengalami kehilangan sulfur setelah luasannya
penuh (Sunarpi dan Anderson, 1996a).

Ketika mengalami perluasan 70%, daun-daun tanaman pada kondisi
kecukupan S mengeluarkan fraksi S terlarut sebagian besar dalam bentuk SO,> ke
daun-daun baru yang sedang mengalami perluasan, tetapi fraksi S tidak terlarut
tidak diremobilisasi (Sunarpi dan Anderson, 1996b). Sunarpi dan Anderson
(1997a) menyatakan bahwa fraksi S terlarut menurun ke kadar vang sangat rendah
pada daun-daun dewasa dan daun-daun yang sedang mengalami pendewasaan
terutama pada tanaman yang tumbuh pada media dengan kadar N rendah.
Sclanjuiiiya sctelah fraksi S terlarut menurun, sampai 40% fraksi S tidak terlarut
direluarkan. Penurunan fraksi S tidak terlarut pada daun-daun dewasa diikuti oleh

peningkatan homoglutathion (hGSH), sistein dan metionin.

2.4 Hipotesis

I Terdapat saat pemberian sultur yang berpengaruh terhadap kandungan klorofil
daun kedelai pada fase pertumbuhan vegetatif,

2. Terdapat saat pemberian sulfur yang berpengaruh terhadap kandungan dan

pola protein daun kedelai pada fase pertumbuhan vegetatif.
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A

H1 MLETODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan waktu
Penelitian dilakukan di rumah kawat (koi) Fakultas Pertanian dan
laboratorium Biologi Molekuler Universitas Jember, pada ketinggian 89 m dpl!

mulai Pebruari — juni 2000.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan vang digunakan antara lain: benih kedelai varietas Wilis, pasir
steril, legin, larutan Na,SO,. larutan hara (lihat lampiran), aquadest,
10 mM H;BOs, etanol 96%, butfer ekstraksi kedelai, butter ekstraksi kedelai
(tanpa PVP), fenol, metanol 100% yang mengandung 0,1 M amonium asetat,
metanol 100% dan lain-lain.

Alat-alat yang digunakan antara lain: polibag 20 x 30 cm, neraca, gelas
ukur, beaker glass, pipet, mortal dan pestle, tssue, eppendorf, tabung
sentrifus 45 ml, label, gunung, VOrtex, sentrifus, spektrofotometer,

elektroforesis set, shaker dan jain-lain.

3.3 Metode Penelitian

Penelitian dilakukan sesuai dengan perlakuan saat pemberian sulfur, yaitu:
P1 = saat pemberian sulfur mulai 7 hst
P2 = saat pemberian sulfur mulai 14 hst

P3 = saat pemberian sulfur mulai 21 hst

3.4 Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Penanaman

Benih kedelai varietas Wilis yang telah dilumuri dengan legin ditanam
pada media pasir dalam polibag ukuran 20 x 30 cm, sebanyak 24 polibag dengan
4 biji/ polibag.
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3.4.2 Pemberian Sulfur

Pemberian sulfur dilakukan dengan menyiramkan 04 mM Na,SO,
sebanyak 200 ml yang dilakukan tiap pagi dan sore hari. Dilakukan setiap tiga
hari sckali (sesuai dengan perlakuan) bersama-sama dengan pemberian larutan

hara, dan dihentikan saat tanaman berumur 30 hari.

3.4.3 Pemeliharaan

Pemeliharaan tanaman dilakukan setiap hari (diluar pelaksanaan
perlakuan), dengan menyiramkan 1/100 larutan hara sebanyak 200 ml yang
dilakukan pada pagi dan sore hari. Sedangkan penyiangan gulma dan

pengendalian hama dan penyakit dilakukan sesuai kebutuhan.

3.4.4 Pemanenan

Panen dilakukan saat tanaman berumur 35 hari, dengan memisahkan daun-
daun tanaman pada masing-masing perlakuan menjadi tiga bagian vaitu : daun-
daun pada ruas | dan 2 dari atas (L1), ruas 3 dan 4 dari atas (L2) dan ruas 5. 6

dan 7 dani atas (L.3).

3.5 Parameter Pengamatan
Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
l. Luas daun diukur dengan Leaf Area Meter.
2. Kandungan klorofil daun ditentukan dengan metode ekstraksi etanol
(Wintermans dan De Mots, 1965)
a. 1 g daun digerus dalam mortal dingin dengan penambahan N, cair sampai
lembut, kemudian tambahkan 5 ml 10 mM H;BOs.
b. 40 ul hasil gerusan dimasukkan dalam tabung eppendorf 1,5 ml dan
ditambah dengan 960 pl etanol absolut lalu divorteks.
¢. Campuran diinkubasi  pada suhu 4°C dalam keadaan gelap selama
30 menit.
d. Sentrifugasi campuran pada kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit.

¢. Ukur absorban pada 2.649 nm dan 2,665 nm.
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Perhitungan :

Klorofil a = (13,7 x A663) - (5,76 x A649) = ug klorotil/ml

Klorofil b= (25.8 x A649) - (7.60 x A665) = pg klorofil/ml

Total klorofil = klorotil a + klorotil b

-

3. Kandungan TPT daun ditentukan dengan cara sebagai berikut :

a Ekstraksi protein dengan metode tenol, modifikasi dan Schuster dan Davis

dalam  Anonim (1999) :

1)

8)

())

3 g daun digerus dalam mortal dingin dengan penambahan N, cair
sampail lembut, kemudian tambahkan 9 ml buffer ekstraksi
(0.5 Tris-HCl pH 7,5; 0.1 M KCI; 0,05 M Na-EDTA pH 74,
2% B-mercaptoethanol; 0,3% SDS; 0,7 M sukrosa dan 10% PVP tidak
larut) dan 9 ml redistilasi fenol jenuh air lalu diaduk.

Hasil gerusan dimasukkan dalam tabung sentrifus 45 ml dan divorteks.
Sentrifugasi campuran pada kecepatan 8.000 rpm selama 20 menit.
Kumpulkan fase fenol protein dan masukkan dalam tabung
sentrifus 435 ml baru, kemudian ulangi langkah 5.

Tambahkan buffer ekstraksi (tanpa PVP) dengan suatu volum yang
sama ke dalam campuran dan divorteks.

Kumpulkan fase fenol protein yang tersisa dan masukkan dalam
tabung sentrifus 45 ml lalu dipresipitasi dengan 3-5 volum
0.1 M amonium asetat yang dilarutkan dalam 100% metanol pada suhu
-25°C.

Sentrifugasi fase fenol protein pada kecepatan 8.000 rpm selama
20 menit.

Kumpulkan protein dalam eppendorf 1,5 ml dan dicuci dengan larutan
metanol, kemudian pellet protein dipecah-pecah dengan tusuk gigi.
Sentrifugasi pellet protein pada kecepatan 7.500 rpm selama 5 menit,

kemudian ulangi pencucian dua kali.

b. TPT ditentukan dengan metode Bradford (1976) sebagai berikut :

1) Standar grafik ditentukan dengan grade 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 125; 15;

20; 25 dan 30.
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(%]

4)

5)
6)

7)

BSA diambil sebanyak 0: 2.5. 5. 7.5; 10: 12.5: 15:20: 25 dan
30 ul dan dimasukkan dalam 10 eppendort 1,5 ml, kemudian
tambahkan aquadest pada masing-masing jumlah BSA di atas sampai
volum 100 ul dan divorteks.

Ukur absorban standar BSA pada A595 nm, kemudian buat standar
gratik hasil pengukuran absorban dengan regresi.

5 pl masing-masing sampel protein diambil dan dimasukkan dalam
9 eppendort 1,5 ml, kemudian tambahkan 5 ul BSA dan divorteks.
Ukur absorban sampel protein pada A595 nm.

Konsentrast sampel protein ditentukan dengan persamaan regresi yang
diperoleh dari langkah 5.

IPT ditentukan dengan mengalikan konsentrasi protein yang diperoleh

dengan jumlah protein yang larut dalam bufferlisis kedelai (ug).

>. Elektroforesis protein sebagai berikut

1)

N
—

Buat 10 ml ZLower Gel 10% dan masukkan dalam tempat gel,
kemudian diamkan sampai terbentuk gel.

Buat 5 ml Upper (el 4% dan masukkan dalam tempat gel serta pasang
sisir di bagian atasnya, kemudian diamkan sampai terbentuk sumur-
sumur tempat protein diloading.

25 ug masing-masing sampel protein diambil dan dimasukkan dalam
eppendorf 0,6 ml, kemudian tambahkan 5 ul sampel buffer 1 SDS
Page pada masing-masing sampel protein tersebut lalu divorteks.
Masing-masing sampel protein di atas dimasukkan dalam sumur-
sumur tempat protein diloading dan masukkan marker protein pada
salah satu sumur yang lain, kemudian dirunning sampai terbentuk gel
elektroforesis protein.

Gel eclektroforesis protein yang terbentuk disustaining selama
+12 jam, kemudian didestaining sampai pita-pita protein pada gel

terlihat jelas.
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Lampiran 1. Komposisi Bahan Kimia Penyusun Larutan Hara Tanaman Kedelai

Komposisi hara makro :

1. 5 mM KNO;

2. 296 mM KClI

3. 0,1 mM K,HPO,
4. 2,1 mM CaCl,

5. 1,8 mM MgCl,

Komposisi hara mikro :

1. 1,47 uM MnCl,.4H,0
2. 0,8 uM CuS04.5H,0

3. 0,64 uM Na,MoO;.2H,0
4. 4,5 uM H;BO;

5. 0,7 uM ZnS0O,4.7H,0

6. 0,17 uM CoSO,4.2H,0

7. 0,01 uM NiCl,.6H,0

Sumber : Sexton ef al. (1998)
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Lampiran 2. Bagan Pelaksanaan Penelitian

Pebruari 2000 Maret 2000
/ A\
28291 234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Pl 7 10 13 16 19 22 25 28
hst
P2 14 4 20 23 26 29 > <
. hst  disiram dengan 200 ml 1/100 larutan hara tanpa Na,SO, disiram dengan air
P3 21 24 27 30 35
hst
disiram dengan 200 ml larutan hara dengan 0,4 mM Na,SO,
setelah perlakuan
perkecambahan
P1 = saat pemberian sulfur 7 hst

panen
dihentikan
P2 = saat pemberian sulfur 14 hst
P3 = saat pemberian sulfur 21 hst
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