PROSIDING
SEMINAR NASIONAL DAN KONGRES INDONESIAN PROTEIN SOCIETY (IPS)

Tema: Eksplorasi dan Inovasi Sumber Protein untuk Penguatan Sains dan Teknologi

Jember, 6-7 Juli 2012

Editor Dr. Ir. Miswar, M.Si.
Netty Ermawaty, SP., M.Sc,, Ph.D.
Tri Handoyo, SP, Ph.D.

ISBN 978-979-803684-2

Penerbit L* Kartika Mulya (Anggota IKAPI)
pd4 Jl.Potro Agung lll No. 41C, Surabaya 60135
Tel. (031) 3715941, Fax. (031) 3770687
email: kartikamulya@gmail.com

'/ UNIVERSITAS JEMBER

Indonasian Protein Society

Hak cipta dilindungi undang-undang. _
Dilarang mengutip atau memperbanyak sebagian/seluruh isi buku ini
tanpa izin tertulis dari penerbit



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

KATA PENGANTAR

Seminar Nasional dan Kongres Indonesian Protein Society merupakan forum ilmiah ya
diselenggarakan oleh Universitas Jember bekerja sama dengan Organisasi profesi Indonesi
Protein Society (IPS) pada tanggal 6-7 Juli 2012 di Jember. Seminar Nasional IPS deng
tema “Eksplorasi dan Inovasi Sumber Protein Untuk Penguatan Sains dan Teknolo;
dimaksudkan sebagai sarana dalam pengembangan keilmuan dan informasi bagi pene
dibidang protein dari semua aspek ilmu hayati. :

Seminar ini menghadirkan beberapa pembicara tamu dari luar dan dalam negeri, antara 1
Prof. Dr. Kyun Oh Lee (Korea), Prof. Dr. Young Ryun Chung (Korea), Prof. Dr. Sang Y
Lee (Korea) Prof. Dr . Toshiharu Hase (Japan), Prof. Tomohiko Yamazaki (Japan), Prof. ]
Nico Tjandra (USA), Prof. Dr. Maggy T. (IPB) dan Prof. Dr. Bambang Sugiharto (Ur
Jember), serta dihadiri oleh peneliti-peneliti dari berbagai institus: di Indonesia.

Makalah-makalah yang diseminarkan dan terangkum dalam prosiding ini terbagi dalan
bidang yaitu Bidang Pertanian dan Pangan, Bidang Kesehatan dan Farmasi serta Bide
Lingkungan dan Industri. Tim editor dalam menyusun prosiding ini tidak mengubah
makalah, dan hanya melakukan beberapa penyesuaian menurut format redaksional yang te
ditetapkan. Adapun isi dari setiap makalah menjadi tanggung jawab masing-masing penulis

Kami berharap semoga prosiding ini bermanfaat dan dapat menambah khasanah dal
pengembangan dan penerapan ilmu di bidang protein untuk kemakmuran dan kesejahter:
umat manusia.

Jember, Februari 2013

Tim Editor

Dr. Ir. Miswar, M.Si

Netty Ermawaty, SP., M.Sc, Ph.D
Tri Handoyo, SP., Ph.D.
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Kajian Protein Ketahanan Kekeringan Pada Beberapa
Varietas Tebu Non Komersial

Ardian Firmansyah"), Tri Handoyo'; Anis Khikmawati",Netty Ermawati”

" Fakultas Pertanian Universitas Jember, J1. Kalimantan Kampus Tegalboto Jember
? Jurusan Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember
E-mail: trihandoyo.faperta@une;j.ac.id

Abstrak

Indonesia memiliki sumber daya hayati yang sangat berlimpah, terutama tanaman tebu
non-komersial yang banyak ditanam di tanah tegalan dis ekitar rumah. Penelitian cekaman
kekeringan terhadap tebu non komersial sangat penting untuk mengetahui ekspresi protein
ketahanan kekeringan pada tanaman tebu tersebut. Kajian fisiologis tanaman tebu non-
komersial tercekam kekeringan menunjukkan bahwa kandungan klorofil dan protein lebih
tinggi dibandingkan tebu yang kurang tahan. Pada hasil analisis kandungan klorofil tebu
Banyuwangi?2 memiliki kandungan tertinggi yakni 13,7 pg. Hasil elektroforesis tebu
Banyuwangi2 dan L579 memiliki intensitas pita-pita protein yang tebal dibandingkan tebu
lainnya (pada protein dengan berat molekul 130 bp, 72bp , 35 bp), yang kemungkinan
merupakan salah satu kandidat tebu non-komersial tahan cekaman kekeringan. Analisis
Western Blot menggunakan protein spesifik Drought Induced Protein (DIP) menunjukkan
hasil yang berbeda, terlihat hanya tanaman tebu L579 yang memiliki rekasi tertinggi terhadap
protein DIP, dimana pita proteinnya lebih tebal dibandingkan tebu yang lain.

PENDAHULUAN

Gula merupakan bahan yang penting
dalam penyediaan pangan secara nasional.

lahan perkebunan tebu di Indonesia 473
ribu ha atau naik 2,9% dibanding 460 ribu
ha pada 2008. Tahun 2008 perluasan areal

Indonesia sampai saat ini masih mencatat
defisit gula hingga 2,7 juta ton. Produksi
gula nasional saat ini hanya 2,3 juta ton. Di
sisi lain, konsumsi gula nasional mencapai
5,01 juta ton. Kebutuhan gula secara
langsung akan berdampak pada kebutuhan
tebu nasional. Dalam upaya mendukung
program  peningkatan  produksi  dan
produktivitas tebu serta keberhasilan
Program Swasembada Gula Nasional,
berbagai usaha  dilakukan  untuk
meningkatkan produksi gula, diantaranya

adalah  program  intensifikasi  dan
ekstensifikasi.
Menurut  Indonesian  Commercial

Newsletter (ICN) (2010), perkebunan tebu
di Indonesia terus berkembang, hal ini
ditunjukkan bertambahnya luasan area
perkebunandan pembangunan pabrik baru
dari tahun ke tahun. Pada tahun 2009 luas

tidak hanya di luar Jawa tetapi juga
dilakukan di Jawa karena masih ada areal
yang bisa dikembangkan. Sementara itu,
dalam jangka pendek untuk memenuhi
kebutuhan gula nasional dari dalam negeri,
pemerintah menetapkan akan memperluas
areal tanaman tebu hingga 150.000 ha pada
2010 dengan tahap awal seluas 41.705
ha. Areal seluas itu dibutuhkan bibit
sebanyak 1,25 miliar mata senilai Rp 563
miliar. Perluasan lahan tanaman tebu
tersebut difokuskan di Lampung, Sumatera
Selatan, Bengkulu, Jambi, Sulawesi
Tenggara, dan Merauke.

Kebutuhan bibit tebu tahan terhadap
kondisi tanah yang kering perlu
mendapatkan perhatian pemerintah dan
peneliti. Penggalian sumber daya alam
Indonesia sangatlah penting dilakukan
untuk mendapatkan bibit-bibit tebu  lokal
yang tahan terhadap kondisi kekeringan.
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Identifikasi tebu lokal tahan kekeringan
akan mengatasi kondisi kekeringan, yang
beberapa tahun terakhir melanda beberapa
wilayah Indonesia. Tebu lokal yang mampu
beradaptasi pada lingkungan yang marginal,
diharapkan mampu bertahan pada kondisi
kering dan menghasilkan rendemen tebu
yang lebih tinggi dibandingkan bibit tebu
lainnya. Penemuan tebu lokal tahan kering
akan mengatasi kendala  penurunan
rendemen tebu, apabila ditanam dilahan
kering atau mengalami perubahan musim
yang tidak menentu karena selama cekaman
kekeringan masukan nutrisi kedalam tubuh
tebu berkurang atau terhambat akibat
kurangnya air sebagai media transportasi
nutrisi.

Pencarian tebu tahan cekaman
kekeringan  dilakukan  dengan  cara
mengidentifikasi tebu berdasarkan profil
proteinnya. Salah satu cara untuk
mengetahui  profil  protein  adalah
menggunakan elektroforesis. Metode ini
merupakan salah satu metode untuk
menganalisis protein dengan memisahkan
pita-pita protein yang ada dalam sampel
berdasarkan berat molekulnya. Protein yang
di denaturasi dengan elektoforesis akan
menghasilkan protein yang bermuatan
negatif sehingga apabila diletakkan pada
medan listrik akan bergerak ke kutub
positif. Migrasi pada gel proporsional pada
ukurannya sehingga protein lebih kecil dan
bergerak lebih cepat dari protein yang
berukutran besar. Pada alat ini terdapat
separating gel yang digunakanuntuk

pemisahan protein berdasarkan  berat
molekulnya.
METODE PENELITIAN

Penanaman dan Pemeliharaan

Penelitian dimulai dengan
menumbuhkan bibit tebu varietas lokal
yang telah disemai selama satu minggu,
pada media tanam berupa pasir steril.
Setelah bibit dirasa cukup dipindahkan ke
media tanam tanah dalam timba
Pemeliharaan tanaman dilaksanakan selama

80

satu bulan. Kemudian selama seminggu
dicekam kekeringan atau hingga daun
menggulung lalu dipanen dan dibawa ke
laboratorium untuk ekstraksi dan analisis.

Ekstraksi Sampel

Daun tebu digerus (0,5 g)
menggunakan mortal-stumper sampai halus
ditambahkan seasand (10%) , PVP (10%)
dan Buffer Ekstraksi (5x berat sampel),
setelah halus disentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Lapisan
bagian atas (supernatan), dimasukkan ke
dalam ependorf dan didinginkan dengan
suhu -80°C.

Penentuan Total Protein dan
Elektroforesis Protein
Total protein terlarut ditentukan

menggunakan metode Bradford (1976),
sebanyak 50 pl protein direaksikan dengan
1 ml larutan Bradford dan selanjutnya
dideteksi pada panjang gelombang 595 nm.
Standar protein menggunakan BSA (Bovine
Serum Albumin). Protein yang telah
diketahui total proteinnya dipisahkan
dengan elektroforesis menggunakan gel
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacilamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). Kemudian
dicat menggunakan larutan staining (40%
methanol, 10% acetic, dan 1% CBB)
selama 30-60 menit dan dicuci dengan
larutan destaining (40% methanol dan 10%
acetic acid) hingga pola protein terlihat
jelas.
Analisa Induce
Protein

Protein DIP menggunakan metode
western blot yang mengacu pada metode
Akagawa et al. (2007). Sebanyak 25 ug
sampel protein dipisahkan menggunakan
gel SDS-PAGE dan selanjutnya ditransfer
ke membran nitroselulose. Membran
nitroselulose yang mengandung protein
dicat menggunakan antibodi primer yang
diambil dari darah manusia penderita alergi
terhadap makanan berbahan dasar coklat.
Selanjutnya dicat menggunakan IgG Goat

Imunologi Drought
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Anti Rabbit AP conjugated yang bereaksi
dengan pewarna NBT dan BCIP.
Analisis Kandungan Klorofil

Kandungan  klorofil  ditentukan
menurut motode Wintermans and De Mots
(1965). Daun tebu digerus denga
ditambahkan nitrogen cair dan pasir kuarsa
dalam mortar hingga benar-benar halus
ditambahkan 80% aceton dengan volume
sebanyak 3 kali berat basah sampel.
Kemudian disentrifugasi, dan
supernatannya diukur absorbansinya pada
pangjang gelombang 645 nm dan 663nm.
Kadar korofil daun diperoleh dengan rumus
: pg Chl = (20,2 x A645) + (8,02 x A 663)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kandungan Klorofil

Kandungan klorofil pada beberapa
variets tebu non-komersial menunjukkan
perbedaan, tebu dari daerah Banyuwangi
mengandung  klorofil  lebih  tinggi
dibandingkan tebu yang lain (Banyuwangi
no 2). Klorofil merupakan salah bagian
penting dalam daun tanaman yang
berperanan dalam menerima energi panas
matahari dan merubahnya menjadi energi
kimia dalam bentuk gula.

1581
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VARIETAS

Gambar 1. Kandungan klorofil beberapa
varietas tebu non-komersial (1. Jemberl, 2.
Banyuwangi3, 3. Banyuwangil, 4.
Jember2, 5. P5862, 6. L1579, %
Banyuwangi?). .

Tanaman tebu dari berbagai daerah
memiliki  kandungan klorofil berbeda
(Gambar 1), sehingga akan mempengaruhi
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proses fotosintesisnya, dimana tebu yang
mengadung  klorofil  tinggi  memiliki
kemampuan melakukan proses fotosintesis
lebih besar dibandingan tebu yang lainnya.

Hal ini juga ditunjukkan dalam
analisis kandungan klorofil bahwa tanaman
tebu yang memiliki kemampuan toleran
terhadap kekeringan cenderung memiliki
kandungan klorofil yang tinggi dibanding
tanaman tebu yang kurang toleran. Menurut
hasil analisis klorofil, bahwa kandungan
klorofil tertinggi terdapat pada jenis tebu
Banyuwangi2 (13,7 png), sedangkan
kandungan klorofil terendah terdapat pada
tanaman tebu Banyuwangi3 (5,8 pg).
Keadaan klorofil ini dapat diakibatkan dari
pengaruh cekaman kekeringan seperti
munculnya klorosis, menggulungnya daun,
umur tanaman yang lebih pendek (penuaan
lebih cepat) yang menyebabkan degradasi
klorofil lebih cepat, dan sebagainya. Bila
diperhatikan, terdapat korelasi antara
konsentrasi klorofil dan kandungan protein.
Hal ini dapat disebabkan dengan adanya
klorofil tinggi akan meningkatkan proses
fotosintesis yang artinya akan
meningkatkan sintesis protein begitu pula
sebaliknya, peningkatan sintesis protein
akan meningkatkan regenerasi klorofil
sehingga  konsentrasi  klorofil  akan
meningkat sehingga kandungan protein
dengan kandungan klorofil memiliki
korelasi positif terhadap keduanya.

Pola Protein Beberapa Varites Tebu
Lokal

Elektroforesis merupakan suatu teknik
untuk memisahkan protein menurut berat
molekulnya yang pada dasarnya protein
memiliki muatan-muatan (polaritas)
sehingga bila dialirilistrik maka molekul-
molekul protein yang telah disiapkan pada
gel khusus akan bergerak sesuai
polaritasnya. Pada hasil elektroforesis
(Gambar 2) tampak protein-protein penting
seperti RubisCo (Large subunit=LSU dan
Small Subunit=SSU) dan PEPC
(phosphoenolpyruvate carboxylase) (55bp).
Kedua protein tersebut merupakan hasil
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utama dalam proses fotosintesis tanaman.
Semakin tinggi kandungan RubisCo dan
PEPC menunjukkan semakin tinggi pula
aktifitas  fotosintesis. Terlihat bahwa
kandungan protein tertinggi adalah pada
tebu Banyuwangi2 dan L579. Kandungan
protein ini juga dapat digunakan sebagai
seberapa besar ketahanan tanaman terhadap
cekaman kekeringan. Semakin tinggi
kandungan protein yang dimiliki maka
dapat diartikan semakin tinggi pula
ketahanan terhadap kekeringan karena pada

dasarnya tanaman yang  mengalami
cekaman akan terganggu proses
metabolismenya.

kDa [

130
95
72

55

35

27

M12 3 45 6 77

Gambar 2. Elektroforesis beberapa varietas
tebu non-komersial dari beberapa daerah (1.
Jemberl, 2. Banyuwangi3, u 8
Banyuwangil, 4. Jember2, 5. P5862, 6.
L579, 7. Banyuwangi2).

Analisis Western Blot pada Beberapa
Varietas Tebu Non Komersial

Ketika suatu tanaman mendapatkan
cekaman kekeringan akan muncul respon
dengan  berbagai  aktifitas  fisiologis
diantaranya menghasilkan protein tertentu
yang disebut dengan Drought Induced
Protein. Protein ini merupakan jenis protein
spesifik yang hanya muncul ketika terjadi

82 ’

cekaman kekeringan. Salah satu protein
tersebut antara lain adalah prolin, dimana
protein ini berfungsi sebagai regulator
osmosis dan metabolisme dalam tubuh
tanaman.  Sehingga  semakin  tinggi
kandungan dippada suatu tanaman dapat
diartikan tanaman tersebut semakin tahan
terhadap cekaman kekeringan. Menurut
hasil elektroforesis dua dimensi (Western
Blott) didapatkan tebu L579 memiliki
protein DIP tertinggi (Gambar 3).

1

Gambar 3. Hasil Analisis Western Blott
beberapa varietas tebu non-komersial
menggunakan antibodi spesifik penanda
kekeringan DIP (Drought Induced Protein)
(1. Jemberl, 2. Banyuwangi3, 3.
Banyuwangil, 4. Jember2, 5. P5862, 6.
L579, 7. Banyuwangi2).

KESIMPULAN

Tebu varietas L579 memiliki factor
ketahanan terhadap kekeringan lebih baik,
diikuti tebu Banyuwangi2 sehingga dapat
direkomendasikan kedua jenis tanaman ini
cukup adaptif bila ditanam di lahan kering.
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