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Peranan hormon dalam metamorfosis meliputi proses pengelupasan kulit larva, dan pembentukan pupa
pada serangga holometabola. Hormon Juvenil menjadi salah satu kunci hormon yang berperan dalam mengatur
aktivitas pertumbuhan serangga.Tujuan dari penelitian ini adalah untuk melakukan isolasi 10kDa yang
merupakan hormon juvenil sebagai pengatur utama hormon pertumbuhan dan prekursor utama diapause
hormon.Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif. Materi hormon 10kDa diisolasi dari hemolympha ulat
sutera (Bombyx mori L.) fase Instar 3, instar 4, instar 5, serta fase pupa menggunakan phosphate buffered saline
kemudian di running menggunakan SDS-PAGE dan dikoleksi dengan elektroelusi. Karkterisasi hormon 10 kDa
pada instar 3, 4, 5 dan pupa meliputi penentuan berat molekul melalui SDS-PAGE dan kandungan protein
dengan metode nanodrop spectrophotometer.Hasil running isolat hormon menggunakan metode SDS-PAGE
diperoleh pita protein hormon yang terdiri atas 5 pita dengan berat molekul 62,42; 39,10; 30,94; 15,34; dan 10,3
kDa. Kadar Isolat protein hormon 10 kDa diperoleh dengan purifikasi menggunakan metode elektroelusi.
Kandungan protein dalam isolate protein hormon 10 kDa pada instar 3 sebesar sebesar 0,121 mg/ml, instar 4
sebesar 0,012 mg/ml, dan instar 5 sebesar 0,117 mg/ml.

Kata Kunci : Karakterisasi, Isolasi, Hormon, Ulat sutera (Bombyx ori L.), SDS-PAGE.

1. PENDAHULUAN

Ulat sutera Bombyx mori L. adalah sejenis serangga monofagus yang mampu menghasilkan serat benang
sutera dari salah satu tahapan proses perkembangan hidupnya.Ulat sutera mempunyai 4 stadium dalam siklus
hidupnya, yaitu telur, larva, pupa, dan imago.Siklus hidup perkembangan ulat sutera merupakan suatu
serangkaian proses berbagai stadia yang terjadi pada seekor serangga dalam pertumbuhannya sejak dari fase
telur hingga menjadi fase imago. Proses perkembangan yang mengubah pradewasa instar pertama menjadi
dewasa disebut metamorfosis (metamorphosis), yang arti sebenarnya adalah perubahan bentuk (Harnawan.
2012). Perkembangan serangga terjadi sejak larva instar] sampai munculnya serangga dewasa.Serangga
mempunyai kerangka luar yang tidak memungkinkan pertumbuhan memperbesar tubuh (ukurantubuh). Masalah
ini diatasi dengan proses ganti kulit (molting). Proses metamorfosis tidak pernah lepas dari peran suatu hormon.

Peranan hormon dalam metamorphosis meliputi proses pengelupasan kulit larva, dan pembentukan pupa
pada serangga holometabola, dan pengelupasan kulit nimfa pada serangga hemimetabola (Murray, et. AL
2003).Hormon yang berperan dalam metamorphosis terdiri dari atas tiga macam yaitu, hormon otak, hormon
molting (ekdison), dan hormon juvenile (Prasetyawati, 2012).

Hormon Juvenil (JH) tentu saja merupakan kandidat besar karena merupakan hormon yang mengontrol
perkembangan insekta, terlibat dalam pengaturan proses fisiologis seperti metamorfosis dan reproduksi pada
sebagian besar insekta (Gaubard, 2005).

Hormon Juvenil (JH) pada insekta berperan sebagai pengatur berbagai macam dari proses perkembangan
sampai fisiologis. Tanpa adanya hormon juvenilinsekta dewasa tetap akan steril. Pada insekta, tahapan pupa ke
dewasa dan akhirnya menjadi dewasa akan terjadi jika juvenil hormon tidak ada (Habibi, 2011).

Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh (Zhang, sai, et.a/, 2011) mengenai hormon juvenil pada ulat
sutera Bombyx mori L. melalui analisis proteomic pada midgut Bombyx mori ikatan molekul pada hormon
juvenil terikat pada berat molekul 10 kDa yang dimana merupakan fungsi untuk pengatur utama hormon
pertumbuhan dan prekursor utama diapause hormon. Penelitian yang dilakukan (Zurovex, Michal et.al, 1998)
menemukan bahwa berat molekul protein penghasil serat benang sutera pada 22,5 kDa dan 23 kDa, dimana
pada protein ini memproduksi asam amino pereduksi benang sutera pada Bombyx mori L.

Penelitian selanjutnya oleh (Ramazan, et.al, 2009) menegaskan bahwa pada ulat sutera yang dilakukan
melalui analisis protein dari hemolympha ulat sutera, diketahui penyimpanan protein terbesar terdapat pada
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berat molekul (72 kDa-76 kDa), 30kDa protein pertumbuhan, lipophorin (230 kDa), dan vitellogenins (178 kDa
dan42kDa)dengan hasil menunjukkan bahwa proteinhemolymph besar memiliki kepekaan yang berbeda untuk
fenoxycarb dan pengaruh protein merupakan faktor yang lebih penting untukmendapatkanresponperkembangan.

Dengan berbagai dasar adanya berbagai macam protein pertumbuhan pada ulat sutera inilah yag menjadi
ide dasar untuk melakukan analisis perkembangan konsentrasi hormon pertumbuhan pada ulat sutera melalui
isolat hormon juvenil Bombyx mori L.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan melalui 2 tahapan.Penelitian Tahap 1 dilaksanakan di Pusat Pembibitan Ulat Sutera
(PPUS) Candiroto, Jawa Tengah. Penelitian tahap 1 dimaksudkan untuk proses pemeliharaan ulat sutera pada
bulan Januari-Februari. Penelitian tahap 2 dilaksanakan di Laboratorium Biologi Mulekuler FMIPA Universitas
Negeri Malang pada bulan Maret-April.Rancangan penelitian bersifat deskriptif eksploratif yang
mendeskripsikan hasil beberapaberat molekul pada protein pada hormon juvenil ulat sutera yang didapatkan
dengan SDS-PAGE.

Parameter yang diamati untuk karakterisasi hasil isolasi hormon juvenile ulat sutera meliputi berat molekul,
dan kandungankadarhormon melalui elektroelusi dan nanodrop spektometer. Hormon Juvenil yang diamati
dalam penelitian ini diambil dari Pupa dan hemolympha dari larva instar 3, larva instar 4, dan larva instar 5 ulat
sutera bombyx mori L. Larva instar pada tiap fase stadium diambil secara acak pada hari ke-2 setelah molting
(pergantian kulit).

Hemolympha yang sudah diperoleh dari tiap larva instar dan pupa ulat sutera Bombyx mori L. dilakukan
isolasi ekstrak kasar dengan cara penghalusan menggunakan larutan phosphate buffered salineyang berfungsi
untuk melisiskan sel sehingga komponen yang terdapat didalam membran dapat diambil dan disentrifuse dingin
kecepatan 12000rpm selama 2x10 menit dan menyisahkan pellet. Hasil pelet isolat ekstrak kasardicampur
dengan larutan Tris-HCL yang berfungsi untuk mengencerkan ekstrak protein dan buffer pelarut protein pada
saat pengukuran kadar protein menggunakan nanodrop kemudian kembali disentrifuse dingin dengan kecepatan
12000rpm selama 2x10 menit dan diambil supernatant.

Untuk mengetahui karakter biokimiawi 10 kDadari hromon juvenile ulat sutera dilakukan elektroforesis
SDS PAGE untuk menentukan berat molekulnya. Elektroelusi dilakukan untuk menentukan kadar protein pada
berat molekul 10kDa pada tiap larva instar. Nanodrop spektometer dilakukan untuk mengukurkadar crud protein
hormon ulat sutera dan juga hasil elektroelusi 10kDa.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pertumbuhan dan Perkembangan Bombyx mori L.

Ulat sutera memiliki siklus hidup metamorfhosis sempurna dengan empat stadium, telur, larva, pupa, dan
imago (ngengat dewasa) (Gambar 1).Tubuh larva berbentuk silindris.Tubuh dibedakan atas kepala dan
badan.Tubuh ulat sutera terdiri dari 13 segmen.Pada ujung anterior kepala ditutupi oleh lempeng kitin yang
berwarna gelap.Badan yang menyambung dengan kepala ditutupi oleh kutikula eksternal.Badan terbagi atas tiga
segmen, terdiri dari dada (thorax) dan 10 segmen abdomen.Torax memiliki 3 pasang kaki dan abdomen memiliki
4 pasang kaki dan satu pasang kaki bagian kaudal.Pada permukaan segmen abdomen ke-8 terdapat caudal
horn.Terdapat 9 pasang spirakel, satu pasang dada segmen abdomen ke-1 sampai 8(Gambar 2)(Veda et.al.,
1997).
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Q\ Gambarl. Siklus Hidup Ulat Sutera Bombyx mori L.
) ’ % Keterangan: 1. Ngengat kopulasi; 2. Telur (9-10hari); 3.

5. Pupa di dalam kokon ; 6. Pupasi (10-15 hari); 7.Ngengat.

‘ 2 0% (Sumber: Dokumentasi pribadi).

. 1 ’:1\ Larva Instar (larva instar 1-5 : 20 hari); 4. Kokon (4-5hari);

Gambar 1.Morfologi Ulat Sutera Bombyx morilL.

Keterangan: A,B,C (Segmen toraks) ; 1-10 segmen abdominal; a. Bintik mata; b. Kepala; c. Kaki toraks; d.
Tanda ‘Bulan sabit’; e. Spirakel; f. Tanda bintang; g. Kaki abdominal; h. Kaki kaudal; i. ‘Tanduk’ kaudal
(caudal horn)(Sumber: Dokumentasi pribadi)

Proses pergantian kulit larva menjadi pupa akan terjadi didalam kokon. Pembentukan pupa berlangsung
4-5hari setelah serta kokon terbentuk sempurna. Lama masa pupasi didalam kokon 9-10hari. Selama tahapan
fase pupa tidak tampak gejala hidup, padahal terjadi perubahan besar yang sukar dilukiskan. Tungkai tambahan
yang terdapat disepanjang perut ulat menghilang. Pada bagian dada muncul tiga pasang tungkai baru berbentuk
tungkai dewasa. Bentuk tungkai ini lebih panjang dan lebih langsing. Selain itu disusun pula sayap, sistem otot
baru dan semua bagian tubuh dewasanya (Gambar 3)
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Gambar 3.Morfologi Pupa Ulat sutera.(Sumber: Dokumentasi Pribadi)

Peran hormon untuk pertumbuhan ulat sutera

Peranan hormon dalam metamorfosis meliputi proses pengelupasan kulit larva, dan pembentukan pupa
pada serangga holometabola, dan pengelupasan kulit nimfa pada serangga hemimetabola (Murray, et al. 2003).
Hormon yang berperan dalam metamorphosis terdiri dari atas tiga macam yaitu, hormon otak, hormon molting
(ekdison), dan hormon juvenil (Prasetyawati. 2012). Hormon otak disebut juga ecdysiotropin, disimpan didalam
corpora cardiace, sedangkan hormon molting (ekdison) dihasilkan oleh kelenjar protoraks, yaitu suatu segmen
pada tubuh serangga yang mempunyai pasangan kaki terdepan dari ketiga pasangan kaki terdepan serangga, oleh
karena itu maka hormon ini juga dinamakan hormon protoracic gland atau disingkat menjadi PGH, hormon
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juvenil (JH) dihasilkan oleh corpora allata, yaitu sepasang kelenjar endokrin yang terletak di dekat otak (Murray,
et al. 2003).

Hormon otak mengandung kolesterol yaitu suatu senyawa steroid, atau juga berupa protein yang
merupakan rangkaian senyawa polipeptida, sedangkan hormon juvenile masih belum jelas benar strukturnya.
Menurut Murray, et a/ (2003), hormon juvenil terdiri atas senyawa hidrokarbon alifatik, sedangakan menurut
Prihananto (2004), hormon juvenile berupa farnesol, yaitu suatu prekursor kolesterol dan sterol-sterol lain.

Isolasi Hormon Juvenil Ulat Sutera

Isolasi protein hormon merupakan proses pemisahan protein hormon dengan komponen sel yang lain
dengan tujuan untuk mendapatkan isolat protein hormon murni. Isolat yang diperoleh dalam peelitian ini diukur
konsentrasinya menggunakan spektofotometer nano drop.Hasil konsentrasi isolat protein hormon dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1.Hasil Perhitungan Crud Protein Nano Drop Isolat Protein Hormon Bombyx moriL.

Sample Protein
ID Conc.
Instar 3 9,063
mg / mL
Instar 4  11,428mg
/mL
Instar 5 17,006
mg / mL
Pupa 10,633
mg / mL

Pada Tabel 1, diketahui kadar protein hormon crud instar 3 sebesar 9,063mg / mL, instar 4 sebesar
11,428mg / mL, instar 5 sebesar 17,006mg / mL, dan pupa 10,633 mg / mL. Dari hasil analisa tersebut semakin
besar instar semakin tinggi pula kadar hormon yang dimiliki. Hal ini dikarenakan semakin besar fase, maka
tugas dan fungsi hormon semakin meningkat.

Untuk metamorfosis dari larva ke dewasa atau pupa ke dewasa, periode sensitive biasanya sekitar
seperempat dari masa instar. Metamorfosis larva ke pupa lebih komplek instar larva sebelumnya mempunyai
masa sensitif yang berbeda untuk bagian tubuh yang berbeda dan organ yang berbeda, dan akibatnya hanya
pemberian JH dalam jangka waktu yang lama dapat menghasilkan efek penuh, seperti terbentuknya larva yang
sangat besar(Habibi,S. 2011).
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Berat Molekul Hasil Elektroforesis SDS PAGE

Berat molekul isolat protein hormon juvenil ulat sutera Bombyx mori L. pada larva instar 3, instar 4 dan
instar 5 ditentukan dengan mengeplotkan harga Rf yang diperoleh pada persamaan regresi linier Y=-1.693+2
kurva hubungan antara Rf (sumbu X) dengan log BM protein standar (sumbu Y) sehingga diperoleh pita protein
yang terdiri atas 5 pita dengan berat molekul62,42; 39,10; 30,94; 15,34; dan 10,3 kDa sedangkan isolat protein
pupa ulat sutera diperoleh pita protein yang yang terdiri atas 6 pita dengan berat molekul 49,4; 22.6; 14,1; 8,88;

7,03; dan 5,56 kDa (Gambar 4)
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Gambar 4.Hasil Elektroforegram Hormon Juvenil Ulat Sutera.
Keterangan: A. hasil elektroforesis SDS PAGE, B. Zimogram elektroforesis. (M)=Marker; (1L)=Larva
Instar 3; (2L)=Larva instar 4; (3L)=Larva instar 5; (4P,5P,6P)=Pupa

Berdasarkan hasil elektroforesis menggunakan SDS PAGE diperoleh berat molekul pita protein yang
sama antara larva instar 3, larva instar 4 dan larva instar 5, namun diperoleh berat molekul pita protein yang
berbeda antara fase larva instar dengan fase pupa.Berat molekul pada tiap pita larva instar 3, instar 4, dan instar
5 disajikan pada Tabel 2 dan hasil berat molekul pupa disajikan pada Tabel 3.

Tabel 2. Berat molekul hasil SDS PAGE protein hormon larva instar3, instar4, dan instar5

BM instar BM instar BM instar
No
3 4 5

1 62,4 62,4 62,4

2 39,1 39,1 39,1

3 30,9 30,9 30,9

4 15,3 15,3 15,3

5 10,4 10,4 10,4

Tabel 3. Berat molekul hasil SDS PAGE protein hormon pada pupa

No

BM Pupa

49,4

22,7

14,2

8,9

7,0

AN | AW —

5,6
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Dari hasil tersebut diperoleh Berat molekul 10 kDa.Menurut (Zhang, sai, et.al, 2011) berat moleku dengan
10kDa pada ulat sutera Bombyx mori L. merupakan hormon juvenil sebagai pengatur utama hormon
pertumbuhan dan prekursor utama diapause hormon.Pada larva/nimpa insekta, pada berat molekul 7 kDa
(Tabel.3) merupakan hormon yang berperan dalam pengontrolan metamorfosis, dengan cara memblok ekspresi
fase imago seperti sayap, organ reproduksi, dan organ genital luar, sehingga menyebabkan insekta tetap dalam
keadaan “larva atau nimpa”. Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh (Ahmed,R. et.al.
2010) berat molekul 6,5kDa pada Bombyx mori L. tinggi akan konsentrasi protein asam amino peptidoglycan
dengan penyusun fucose, glucosamine, galactosamine, glucose, dan galactose. Protein asam amino pada proses
pertumbuhan dan perkembangan metamorphosis mampu meningkatkan berat dan panjang tubuh larva serta dapat
meningkatkan kualitas penghasil kokon serat tinggi (Putro, 2010).

Menurut Murray, et al,. (2003), jika terdapat substansi asam amino yang berlebih pada proses katabolisme
selanjutnya, maka asam amino tersebutakan membentuk piruvat, dimana penyebab dari hal tersebut akan
mengakibatkan penyakit metabolik yang berkaitandengan katabolisme glisin yang mencakup glisinura dan
hiperoksaluria primer. Hasil dari katabolisme tersebut, mengakibatkan sel-sel dalam tubuh akan mengalami kerja
metabolisme yang sangat berlebih, sehingga beberapa sel-sel tubuh akan mengalami proses lisis. Oleh sebab itu
konsentrasi protein asam amino peptidoglycan dengan penyusun fucose, glucosamine, galactosamine, glucose,
dan galactose pada berat molekul 6,5 kDa berfungsi untuk antioxidant peptidoglycan pada tubuh larva.

Pada berat molekul 30 kDa Pada penelitian (Ramazan, ef.al, 2009) 30kDa protein pertumbuhan,
merupakan protein faktor yang lebih penting untukmendapatkanrespon perkembangan. Insekta dewasa secara
seksual, hormon ini berperan sebagai penstimulasi aspek reproduksi seperti menstimulasi produksi kuning telur
dari telur insekta betina, dan kelenjar aksesoris untuk memproduksi protein yang dibutuhkan untuk cairan
seminal insekta jantan (Prasetyawati,S. 2012).Jika konsentrasi hormon juvenil relatif lebih tinggi daripada
ekdison maka akan merangsang perkembangan larva, dan mencegah proses pembentukan pupa, namun
mencegah proses pembentukan larva. Jika suatu serangga mengelupas kulitnya tanpa adanya hormon juvenil
maka hewan tersebut akan berdiferensiasi menjadi bentuk dewasa. Ekdison secara kontinu dihasilkan sampai
pengelupasan kulit menjadi dewasa, ekdison berperan merangsang sintesa RNA dan protein yang diperlukan
pada proses pembentukan kepingankepingan imaginal.

Pada serangga dewasa tidak terdapat ekdison untuk pengelupasan kulit, karena kelenjar-kelenjar
protoraknya sudah mengalami degenerasi setelah metamorfosis, namun corpora allata akan menggetahkan
hormon juvenil kembali setelah pengelupasan kulit pendewasaan. Hormon juvenil ini akan mempengaruhi
metabolisme protein dan lemak, serta membentuk protein-protein vitelogenik (Murray, ef a/,2003).

Elektroelusi
Elektro elusi bertujuan untuk memotong protein hormone dengan berat molekul yang diinginkan,
kemudian protein tersebut dilarutkan didalam larutan buffer fosfat sehingga diperoleh crud protein murni. Pada
protein hormone dari larva instar 3,4 dan 5 yang dipotong memiliki berat molekul 10kDa, dan protein hormone
pada pupa memiliki berat protein 7kDa. Hasil elektroelusi protein hormon pada larva maupun pupa dapat dilihat
pada tabel 4.
Tabel 4.Hasil perhitungan crud murni elektroelusi

Sample Protein

1
Sampe ID Conc.
.Larva 10kda 0.121
instar 3 mg/ml
.Larva 10kda 0.117
instar 4 mg/ml
.Larva 10kda 0.181
nstar 5 mg/ml
0.241
Pupa 7 kda
mg/ml

Dari hasil elusi, pada larva instar 3 10kDa yang diduga hormon juvenil sebagai pengatur control diapause
pada serangga sebesar 0,121mg/ml, instar 4 sebesar 0,117mg/ml, instar 5 sebesar 0,181 mg/ml, dan pupa sebesar
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0,241mg/ml. Nilai kadar larva instar 3 lebih tinggi daripada instar 4, namun instar 5 paling tinggi. Hal ini
dikarenakan pada instar 5 mengalami kenaikan sekresi hormone yang dibutuhkan oleh larva untuk tetap
mempertahankan fase hidupnya fase lama perkembangan ulat sutera dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5.Lama Perkembangan Ulat sutera Bombyx mori L.

Stadium Lama Perkembangan (hari)
Telur 9-10

Larva instar 1 4

Larva instar 2 3

Larva instar 3 3

Larva instar 4 5

Larva instar 5 5

Pupa 10

Hal tersebut dapat dianalisa dengan hasil observasi lama perkembangan hari pada larva instar 5 (tabel 5).
Sedangkan pada fase pupa memiliki nilai kadar yang lebih tinggi dari yang lainya sebesar 0,241mg/ml hal ini
dikarenakan pada kondisi stadium pupa, harus benar benar mempertahankan eksistensi bentuk sebagai pupa
didalam kokon. Namun kedudukan hormon juvenile mulai berkurang dan akan digantikan oleh hormon ekdison
untuk pembentukan bagian imago dewasa.

4. SIMPULAN, SARAN, DAN REKOMENDASI
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan yang diuraikan di atas maka dapat diambil kesimpulan
bahwadari hemolympha ulat sutera Bombyx mori L. protein hormon pada saat proses metamorphosis ulat sutera
Bombyx mori L. memperoleh hasil berat molekul dengan fungsi dan karakteristik yang berbeda-beda. Tiap kadar
berat molekul yang terinterprestasi mempunyai kadar protein rata-rata sebesar + 0,615 kandungan hormon
juvenile pada tahap instar maupun tahap pupa.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk melakukan purifikasi secara murni pada hormon juvenile ulat
sutera dan untuk mengetahui kandungan murni yang terdpat pada hormone juvenile ulat sutera serta berat kadar
pada tiap kandungan yang terdeteksi.
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