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ABSTRACT 
Cassava (Manihot esculenta Crantz) is one of the food crops that has higher resistance to dry land, so it is 

possible to grow it in dry land. Cassava is used as an alternative food crop to maintain world food security, 
because the tuber has a high carbohydrate value, is easy to plant and is able to support food diversification. 

Cassava in Indonesia already has several nationally superior varieties such as Adira 1 and Malang 6. The first 

stage of cassava breeding is knowing the characteristics of genes in these plants, one of which is HAP3. The 
purpose of this study was to characterize the HAP3 gene in cassava (Manihot esculenta Crantz) using a 

molecular approach with genomics and bioinformatics. The methods used were DNA isolation of cassava 
leaves of Adira 1 and Malang 6 varieties, amplification by PCR, analysis of PCR results, and data sequencing. 

The results showed that the HAP3 gene in cassava varieties Malang 6 and Adira 1 had 100% homology with 

cultivar AM560-2 in nucleotide and amino acid sequences. HAP3 cassava varieties Malang 6 and Adira 1 have 

the closest relationship with Hevea brasiliensis plants with a homology value of 90.91% and Ricinus communis 

83.33% based on amino acid sequences. The size of HAP3 on cassava varieties Adira 1 and Malang 6 was 546 
bp. 
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Abstrak 

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan salah satu tanaman pangan yang memiliki tingkat ketahanan 

lebih tinggi terhadap lahan kering sehingga berpotensi untuk ditanam di lahan kering. Ubi kayu dijadikan 

sebagai tanaman pangan alternatif untuk menjaga ketahanan pangan dunia, karena umbinya yang memiliki nilai 

karbohidrat tinggi, mudah ditanam dan mampu mendukung diversifikasi pangan. Ubi kayu di Indonesia telah 

memiliki beberapa varietas unggul nasional seperti Adira 1 dan Malang 6. Tahap pertama pemuliaan tanaman 

ubi kayu adalah mengetahui karakterisasi gen pada tanaman tersebut salah satunya yaitu HAP3. Tujuan dari 

penelitian ini adalah mengkarakterisasi gen HAP3 pada tanaman ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) 

menggunakan pendekatan molekuler secara genomik dan bioinformatika. Metode yang digunakan adalah 

isolasi DNA daun ubi kayu varietas Adira 1 dan Malang 6, amplifikasi dengan PCR, analisis hasil PCR, dan 

sekuensing data. Hasil menunjukkan gen HAP3 pada tanaman ubi kayu varietas Malang 6 dan Adira 1 memiliki 

homologi 100% dengan kultivar AM560-2 pada sekuen nukleotida dan asam amino. HAP3 ubi kayu varietas 

Malang 6 dan Adira 1 memiliki kekerabatan paling dekat dengan tanaman Hevea brasiliensis dengan nilai 

homologi 90,91% dan Ricinus communis 83,33% berdasarkan sekuen asam amino. Ukuran HAP3 pada ubi 

kayu varietas Adira 1 dan Malang 6 berukuran 546 bp. 
 

Kata Kunci : , HAP3, Sekuensing, Tahan kering, Ubi kayu 
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PENDAHULUAN 

Ubi kayu merupakan tanaman yang memiliki 

kandungan pati yang tinggi sebagai sumber 

karbohidrat. Tanaman ini selain memiliki ketahanan 

pada kondisi kering juga mudah beradaptasi dengan 

perubahan iklim global, kesuburan tanah yang terus 

menurun dan perubahan lingkungan lainnya [1]. 

Umbi ubi kayu telah banyak dimanfaatkan sebagai 

bahan pangan serta digunakan untuk bahan baku 

industri seperti MOCAF (Modified Cassava Flour) 

dan tepung tapioka yang rendah amilum namun 

memiliki kadar amelopektin tinggi [2,3]. Ubi kayu di 

Indonesia dimanfaatkan tidak hanya pada bagian 

umbinya saja, namun dari umbi hingga pucuk 

daunnya sebagai bahan pangan, bahan baku industri 

serta pakan ternak. Sehingga tanaman ini juga 

disebut dengan tanaman multifungsi. Namun, 

pemanfaatannya sebagai bahan pangan masih sangat 

rendah meskipun memiliki potensi yang cukup tinggi 

[4,5]. Sehingga perlu adanya peningkatan kualitas 

ubi kayu dan mengoptimalkan pemanfaatannya 

dalam masyarakat. Ubi kayu dapat ditingkatkan 

kualitasnya dengan meningkatkan ketahanan 

tanaman terhadap kondisi kering. Hal tersebut dapat 

meningkatkan pemanfaatan lahan kering di 

Indonesia yang masih sangat luas sebagai lahan 

tanaman pangan salah satunya ubi kayu. Kebutuhan 

pangan dan industri ubi kayu di Indonesia dapat lebih 

dioptimalkan lagi pemanfaatannya dalam 

masyarakat. 

Ubi kayu di Indonesia telah memiliki beberapa 

varietas unggul nasional seperti Adira 1 dan Malang 

6. Kedua varietas tersebut merupakan varietas 

unggul hasil persilangan yang dilakukan oleh Balai 

Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi 

(Balitkabi) seperti yang dideskripsikan pada Tabel 1 

[6]. 

Ubi kayu pada umumnya digolongkan dalam 

tiga kategori yaitu ubi kayu manis, ubi kayu pahit 

agak beracun dan ubi kayu beracun. Kategori 

tersebut dibagi berdasarkan kandungan HCN (asam 

sianida) pada ubi kayu. Ubi kayu mengandung 

sianogenik glukosida linamarin dan lotaustralin yang 

dapat menghasilkan HCN yang memiliki sifat racun, 

apabila sel tanaman mengalami kerusakan. Tinggi 

rendahnya kadar HCN ditentukan oleh beberapa 

faktor yaitu varietas tanaman, genetik tanaman dan 

kesuburan tanah. Varietas nasional yang termasuk 

ubi kayu manis yaitu Adira 1, sedangkan varietas 

Malang 6 termasuk ubi kayu pahit dan beracun 

karena memiliki kadar HCN pada umbi segar lebih 

dari 100 mgHCN/kg [7]. Sehingga ubi kayu varietas 

Adira 1 dalam pemanfaatannya dapat digunakan 

sebagai bahan pangan dan varietas Malang 6 

digunakan sebagai bahan baku industri. Varietas ubi 

kayu yang memiliki kadar HCN tinggi tidak menjadi 

masalah sebagai bahan baku industri karena sebagian 

besar akan hilang saat proses pencucian, pemanasan, 

serta pengeringan [8]. 

 

Tabel 1. Deskripsi 2 varietas unggul nasional ubi 

kayu (Manihot esculenta Crantz) 

 
Sumber: Balitkabi, 2016 

 

HAP (Heme Activator Protein) merupakan gen 

yang mengkode faktor transkripsi CCAAT dan 

banyak ditemukan pada promotor gen eukariotik. 

Gen HAP tersebut juga ditemukan pada yeast. 

Kompleks tunggal dari tiga protein yang ditemukan 

disebut dengan HAP2, HAP3 dan HAP5. Sedangkan 

pada mamalia, ketiga komponen tersebut disebut 

dengan NF-Y, CBF, atau CP1. Komponen kompleks 

gen pengikat CCAAT pada Arabidopsis yang telah 

dilaporkan adalah HAP2, HAP3 dan HAP5. Gen 

pada tanaman yang mengandung elemen promotor 

CCAAT tidak ditemukan adanya pola ekspresi gen 

tunggal. Hal tersebut menunjukkan bahwa gen HAP 

pada tanaman memiliki peran kompleks dalam 

mengatur transkripsi. Pada tanaman Arabidopsis, 

subunit HAP2, HAP3 dan HAP5 menunjukkan 
terdapat banyak gen untuk masing-masing subunit, 

hal tersebut berbeda dengan yeast dan hewan yang 

hanya memiliki representasi tunggal pada setiap 
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subunit [9]. Penelitian lebih lanjut menunjukkan 

peran HAP3/NF-YB dalam stres kekeringan dapat 

membuat tanaman mampu bertahan pada kondisi 

kering [10]. HAP3 (NF-YB) menyandikan domain 

protein H4 yang merupakan salah satu dari empat 

histon bersama dengan H2A, H2B dan H3. Fungsi 

dari histon tersebut membentuk inti nukleosom pada 

eukariotik. H4 bersama dengan H3 berperan dalam 

pembentukan nukleosom dan berfungsi dalam 

pewarisan struktur kromosom khusus dan kontrol 

aktivitas gen [11]. Asetilasi histon H4 telah banyak 

dilaporkan terlibat dalam mengatur pembungaan dan 

respon kekeringan pada tumbuhan [12]. 

NF-YB telah diidentifaksi mampu meningkatkan 

regulasi ketahanan kering pada tanaman Arabidopsis 

(AtNF-YB1) dan gen ortolog pada tanaman jagung 

(ZmNF-YB2) yang menghasilkan ekpresi gen yang 

sama. Tanaman jagung dan Arabidopsis transgenik 

yang mengekspresikan HAP3/NF-YB terbukti 

mampu bertahan pada kondisi defisit air dan pulih 

lebih cepat saat pemberian air setelah cekaman. 

Toleransi terhadap kondisi kering pada tanaman 

transgenik ZmNFYB2 ditunjukkan dengan sejumlah 

parameter terkait stres kekeringan yang meliputi 

kandungan klorofil, konduktansi stomata, suhu daun, 

penurunan layu, dan ketahanan fotosintesis. Adaptasi 

terhadap stres kekeringan tersebut juga berkontribusi 

untuk meningkatkan hasil biji tanaman jagung pada 

lingkungan dengan kondisi air yang terbatas [10]. 

Tujuan dari penelitian ini adalah 

mengkarakterisasi gen HAP3 pada tanaman ubi kayu 

(Manihot esculenta Crantz) menggunakan 

pendekatan molekuler secara genomik dan 

bioinformatika. 

 

METODE PENELITIAN 
 

Koleksi sampel 

Sampel ubi kayu yang digunakan dalam 

penelitian ini meliputi varietas Adira 1 dan Malang 6 

yang diperoleh dari Balitkabi Malang. Ubi kayu 

ditanam pada pot dengan komposisi media tanaman 

tanah kompos dan pasir malang (2:1). Sekuen DNA 

ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) dikoleksi dari 

database yang tersedia pada website genom tanaman 

(ubi kayu) (https://Phytozome.jgi.doe.gov). Sekuen 

yang di peroleh kemudian disimpan dalam microsoft 

word.  

Gen tahan kekeringan HAP3 diperoleh dari 

koleksi pada database genom tanaman Arabidopsis 

thaliana (https://www.arabidopsis.org) dengan cara 

memasukan kata kunci “drought tolerance” pada 

bagian search website Arabidopsis, kemudian di cek 

kesesuaian dengan gen tahan kering yang terdapat 

pada ubi kayu dengan BLAST pada website database 

genom tanaman (ubi kayu) 

(https://Phytozome.jgi.doe.gov). Pemilihan gen 

HAP3 dengan melihat referensi tentang ekspresi gen 

tersebut, dan keberhasilan di ekspresikannya pada 

tanaman lain. Referensi tersebut diperoleh dari 

database genom tanaman Arabidopsis thaliana 

(www.arabidopsis.org).  

 

Isolasi DNA Genom 

Isolasi DNA genom daun ubi kayu (Manihot 

esculenta Crantz) dilakukan pada umur 82 HST (hari 

setelah tanam) menggunakan metode Kit 

GenEX𝑇𝑀(Gene All Biotechnology, Korea). 

Langkah pertama yang dilakukan adalah mengambil 

sampel daun ubi kayu dan ditimbang sebanyak 0,1 

gram, kemudian digerus di atas mortar menggunakan 

alu dengan ditambahkan buffer PL sebanyak 1 ml 

dan RNAse  3 μl. Setelah halus dan homogen, sampel 

diambil 500 μl dan dipindahkan pada microtube 

baru. Selanjutnya sampel diinkubasi dalam 

thermoshaker selama 15 menit pada suhu 65ºC. 

Sampel kemudian disentrifugasi pada suhu ruang 

10.000 rpm selama 1 menit. Setelah itu, diambil 

supernatan sebanyak 400 μl dan dipindahkan pada 

microtube baru. Supernatan kemudian ditambah 

buffer PP dan divortex agar homogen selama 15 

detik. Kemudian diinkubasi pada suhu 4ºC (on ice) 

untuk mengoptimalkan hasil isolasi. Selanjutnya 

disentrifugasi kembali pada suhu ruang, 10.000 rpm 

selama 1 menit 30 detik. Supernatan dibuang dan 

pada pellet ditambah  etanol 70% sebanyak 300 μl 

kemudian dihomogenkan. Disentrifugasi kembali 

pada suhu ruang selama 1 menit 30 detik. Kemudian 

supernatan dibuang dan pellet dikeringkan pada 

desikator agar kandungan etanol 70% hilang. Tahap 

terakhir yaitu penambahan buffer RE sebanyak 50 μl 

kemudian diinkubasi pada thermoshaker 65ºC 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://www.arabidopsis.org/
https://phytozome.jgi.doe.gov/
http://www.arabidopsis.org/
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selama 20 menit untuk menghomogenkan pellet 

DNA dan buffer RE. 

 

Amplifikasi HAP3 menggunakan PCR 

Amplifikasi HAP3 dengan panjang amplikon 546 

bp menggunakan mesin PCR dilakukan dengan 

mereaksikan 2x PCR Master mix, dH2O, genom 

DNA serta primer forward (5’-

ATGGCGGATTCGGACAACGACTCTGG-3’) dan 

reverse (5’-CTAATTAGGCCTAGAACCACTAT 

AGC-3’). Tahap pertama yaitu membuat cocktail, 

volume cocktail yang dibutuhkan setiap 1 microtube 

PCR adalah 20 μl. Microtube PCR yang sudah berisi 

PCR Master mix disiapkan, kemudian PCR 

microtube ditambah primer forward dan reverse 

masing-masing sebanyak 1 μl, template DNA genom 

yang dimasukkan adalah 2 μl, dan 16 μl dH2O, lalu 

cocktail dihomogenkan. Langkah-langkah tersebut 

dilakukan pada kondisi dingin (di atas box es). 

Cocktail dimasukkan dalam tube PCR untuk 35x 

siklus dan dinyalakan mesin polymerase chain 

reaction (PCR), diatur kondisinya yang meliputi pre-

denaturasi suhu 95°C selama 5 menit, denaturasi 

95°C selama 30 detik, annealing 59°C selama 30 

detik, extension 72°C selama 1 menit, 20 detik, dan 

final extension 72°C selama 5 menit. 

 

Analisis Hasil PCR menggunakan elektroforesis 

Analisis hasil amplifikasi DNA target dilakukan 

dengan menggunakan elektroforesis. Pertama 

membuat gel elektroforesis agarose 1,25%. Gel 

agarose dibuat dengan mencampurkan 0,625 gram 

agarose dalam 49 ml akuades steril dan 1 ml buffer 

TAE (Tris Acetic-EDTA) 1x di dalam tabung 

Erlenmeyer. Erlenmeyer kemudian dipanaskan pada 

hot plate hingga mendidih. Kemudian Erlenmeyer 

diangkat dan diletakkan pada suhu ruang, didiamkan 

hingga mencapai suhu ± 60ºC (Fibriana et al., 2012). 

Kemudian ditambahkan Ethidium Bromide (EtBr) 

sebanyak 0,5 μl ke dalam larutan agarose. Alat 

elektroforesis dipersiapkan dengan memasang set 

secara lengkap, dipasang sisiran untuk membentuk 

sumuran, kemudian gel agarose dituang ke dalam 

cetakan yang tersedia, ditunggu hingga gel memadat. 

Setelah memadat, sisiran kemudian dilepaskan dan 

dituang 350 ml buffer TAE (Tris Acetic EDTA) 1x 

diatas gel sebagai running buffer hingga gel agarose 

terendam seluruhnya.  

Sumuran yang terbentuk kemudian diisi dengan 

marker sebanyak 10 μl pada sumuran pertama dan 

pada sumuran selanjutnya diisi dengan sampel hasil 

PCR sebanyak 10 μl yang akan dianalisis DNA nya. 

Kabel arus negatif dan positif dipasang. Waktu yang 

dibutuhkan 30 menit pada 100 Volt, diatur pada alat 

elektroforesis. Kemudian tekan tombol Run, 

Running yang berhasil ditandai dengan munculnya 

gelembung kecil setelah itu ditunggu hingga 30 

menit. Selanjutnya divisualisasi dengan meletakkan 

gel di atas UV-transilluminator untuk melihat ada 

tidaknya pita DNA hasil PCR. 

 

Sekuensing DNA 

Hasil amplifikasi HAP3 kemudian disekuensing 

(pembacaan sekuen DNA) oleh 1st BASE Malaysia 

melalui PT Genetica Science. Data hasil yang 

diperoleh berupa kromatogram yang kemudian 

dianalisis menggunakan software BioEdit. 

 

Analisis Data 

Analisis data dilakukan dengan cara deskripsi 

kualitatif. Hasil amplifikasi dari DNA target 

diterjemahkan menggunakan primer spesifik. Data 

kualitatif diperoleh dengan melihat kemunculan pita 

DNA target. Pita DNA hasil dari elektroforesis 

didokumentasikan dan dilihat ukurannya melalui 

perbandingan marker yang disertakan saat 

elektroforesis. Data hasil sekuensing diolah pada 

software BioEdit. Kemudian dianalisis 

menggunakan software BLAST pada NCBI 

(National Center for Biotechnologi Information) 

untuk mengetahui kesamaan urutan basa nukleotida 

dengan gen HAP3 yang berada di database. Urutan 

basa nukleotida yang dikoleksi kemudian 

diterjemahkan menjadi asam amino menggunakan 

www.bioinformatics.org. Data basa nukleotida dan 

asam amino kemudian disejajarkan menggunakan 

software GeneDoc untuk mengetahui homologi 

nukleotida dan asam amino tiap sampel. Selanjutnya 

kontruksi pohon filogeni sekuen asam amino 

menggunakan MEGA-X (Molecular Evolutionary 

http://www.bioinformatics.org/
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Genetics Analysis). Program yang digunakan adalah 

Neighbor-Joining dengan Bootstrap 1000 kali. 

 

HASIL PENELITIAN 

 

HAP3/NF-YB merupakan gen yang telah 

diidentifikasi mampu meningkatkan regulasi 

ketahanan kering pada tanaman Arabidopsis 

(AtNF-YB1) dan gen ortolog pada tanaman 

jagung (ZmNF-YB2) yang menghasilkan ekpresi 

gen yang sama. Tanaman jagung dan 

Arabidopsis transgenik yang mengekspresikan 

HAP3/NF-YB terbukti mampu bertahan pada 

kondisi defisit air dan pulih lebih cepat saat 

pemberian air setelah cekaman. Gen HAP3 pada 

tanaman ubi kayu varietas Malang 6 dan Adira 1 

berhasil diamplifikasi pada penelitian ini 

(Gambar 1). Keberhasilan amplifikasi DNA gen 

HAP3 dipastikan dengan membandingkan ukuran 

pita DNA yang tervisualisasi dengan marker DNA 

ladder 100 bp Bioneer. Pita DNA HAP3 setelah 

disejajarkan menunjukkan ukuran DNA pada kisaran 

546 bp. Ukuran tersebut sesuai dengan ukuran HAP3 

berdasarkan desain primer yang telah dibuat dan 

sesuai dengan hasil PCR pada penelitian sebelumnya 

[13]. Gen HAP3/NF-YB pada ubi kayu memiliki 

struktur tanpa intron dan memiliki panjang 546 bp 

berdasarkan informasi dari GenBank Phytozome 

(Gambar 2) [14].  

 
Gambar 1. Hasil amplfikasi PCR ubi kayu (Manihot 

esculenta Crantz) menggunakan primer set HAP3, M 

= marker, M6 = Malang 6, A1 = Adira 1. 

 
Gen HAP3 pada tanaman Arabidopsis dan 

jagung tidak terdapat intron serta memiliki ukuran 

berturut-turut 495 bp dan 558 bp (10). Ukuran HAP3 

pada tanaman Arabidopsis dan jagung tersebut 

hampir sama dengan ukuran HAP3 yang terdapat 

pada tanaman ubi kayu kultivar AM560-2, varietas 

Adira 1 dan varietas Malang 6. Hasil amplifikasi 

PCR HAP3 pada tanaman ubi kayu menunjukkan 

kesesuaian dengan tanaman yang telah dilaporkan 

sebelumnya, sehingga tingkat keakuratan hasil 

amplifikasi PCR semakin tinggi. Oleh sebab itu perlu 

dilakukan sekuensing untuk mengetahui sekuen 

HAP3 yang berhasil diamplifikasi pada tanaman ubi 

kayu varietas Malang 6 dan Adira 1. 

 

Gambar 2. A) Struktur Gen HAP3 dan Alignment 

HAP3 ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) B) 

Sekuen CDS ubi kayu varietas Adira 1 (Me HAP3*), 

ubi kayu varietas Malang 6 (MeHAP3**), ubi kayu 

kultivar AM560-2 (Me HAP3); C) Sekuen asam 

amino HAP3 pada beberapa tanaman. 

Proses analisis telah dilakukan pada beberapa 

tahapan dan dilanjutkan dengan analisis hasil 
sekuensing HAP3. Hasil sekuensing yang diperoleh 

berupa kromatogram yang kemudian diolah 
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menggunakan software BioEdit dan NCBI untuk 

memperoleh sekuen utuh gen HAP3. Setelah 

dianalisis diperoleh hasil sekuen dengan ukuran 546 

bp. Ukuran tersebut sesuai dengan ukuran HAP3 

pada kultivar ubi kayu AM560-2 yang telah terdaftar 

pada GenBank dan hasil kontruksi melalui software 

MgAlign. Hasil sekuen DNA yang diperoleh dari 

varietas Malang 6 dan Adira 1 kemudian disejajarkan 

dengan sekuen CDS kultivar AM560-2 

menggunakan GeneDoc untuk mengetahui tingkat 

kesamaannya. Setelah disejajarkan, hasil yang 

diperoleh menunjukkan tingkat kesamaan 100% 

pada sekuen nukleotida dan asam amino (Gambar 2). 

Hasil sekuen DNA yang telah disejajarkan 

kemudian ditranslasi pada asam amino dan 

dilanjutkan dengan analisis BLAST pada NCBI dan 

Phytozome untuk mengoleksi sekuen tanaman lain 

yang memiliki kesamaan dengan ubi kayu varietas 

Malang 6 dan Adira 1. Tanaman yang berhasil 

dikoleksi dan memiliki kemiripan dengan sekuen 

HAP3 pada ubi kayu kemudian disejajarkan untuk 

mengetahui kemiripan asam amino pada tiap spesies 

(Gambar 2). 

Untuk mengetahui kekerabatan gen HAP3 pada 

tanaman ubi kayu dengan tanaman lain maka 

diperlukan adanya analisis filogenetik dengan 

mengoleksi asam amino HAP3 pada beberapa 

tanaman terutama pada tanaman jagung dan 

Arabidopsis yang sudah dilaporkan mampu 

meningkatkan toleransi terhadap cekaman kering. 

Konstruksi filogenetik HAP3 menggunakan sekuen 

asam amino memiliki tujuan yang berkaitan dengan 

ekspresi gen dan tingkat homologi dari gen tersebut 

pada ubi kayu dengan spesies tanaman lainnya.  

Analisis filogenetik HAP3 dilakukan dengan 

menggunakan software MEGA-X. Hasil analisis 

filogenetik menunjukkan bahwa tanaman ubi kayu 

berkerabat paling dekat dengan Hevea brasiliensis 

(karet) dan Ricinus communis (jarak) (Gambar 3). 

 

 
Gambar 3. Filogenetik HAP3 berdasarkan sekuen 

asam amino (Keterangan: AtHAP3 (AT2G38880.8), 

HbHAP3 (XP_021669737.1), RcHAP3 

(XP_015577020.1), PtHAP3 (Potri.001G367500.1), 

SpHAP3 (SapurV1A.0115s0270.1), ZmHAP3 

(ABC59232.1), GmHAP3 (Glyma.02G300200.1), 

OsHAP3 (Os07g41580.1), SlHAP3 

(Solyc04g054150.1.1), GrHAP3 (Gorai.002G099900.1), 

MtHAP3 (Medtr5g095740.1)) 

PEMBAHASAN 

 
Keberhasilan amplifikasi DNA gen HAP3 

dipastikan dengan membandingkan ukuran pita 

DNA yang tervisualisasi dengan marker DNA ladder 

100 bp Bioneer. Pita DNA HAP3 setelah disejajarkan 

menunjukkan ukuran DNA pada kisaran 546 bp. 

Ukuran tersebut sesuai dengan ukuran HAP3 

berdasarkan desain primer yang telah dibuat dan 

sesuai dengan hasil PCR pada penelitian sebelumnya 

[13]. Gen HAP3/NF-YB pada ubi kayu memiliki 

struktur tanpa intron dan memiliki panjang 546 bp 

berdasarkan informasi dari GenBank Phytozome 

(Gambar 2a) [14]. 

HAP3 telah ditemukan pada tanaman 

Arabidopsis. HAP3 memiliki peran yang beragam 

diantaranya yaitu, meregulasi waktu pembungaan, 

meningkatkan ketahanan pada kondisi kering dan 

berperan dalam perkembangan akar [26,21,25]. 

Peran HAP3 dalam meningkatkan ketahanan 

tanaman pada kondisi kering yang telah dilaporkan 

terdapat pada tanaman Arabidopsis dan jagung. Pola 

ekspresi gen HAP3 yang terdapat pada tanaman 

Arabidopsis (AtNF-YB1) melalui quantitative RT-

PCR menunjukkan adanya peningkatan ekspresi 

sebanyak 12 kali lipat selama kondisi stres 

kekeringan. Ekspresi gen pada tanaman jagung 

ditunjukkan dengan perlakuan cekaman yang 

menunjukkan tanaman transgenik (ZmNF-YB) 
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terdapat beberapa daun yang menggulung namun 

tetap hijau, memiliki tingkat kelayuan lebih rendah 

dibandingkan dengan wild type, dan kemampuan 

pulih lebih cepat setelah diberi penyiraman Kembali 

[10]. 

HAP3 (NF-YB) memiliki domain protein H4 

yang merupakan salah satu dari empat histon 

bersama dengan H2A, H2B dan H3. Fungsi dari 

histon tersebut membentuk inti nukleosom pada 

eukariotik. H4 bersama dengan H3 berperan dalam 

pembentukan nukleosom dan berfungsi dalam 

pewarisan struktur kromosom khusus dan kontrol 

aktivitas gen [11]. Asetilasi histon H4 telah banyak 

dilaporkan terlibat dalam mengatur pembungaan dan 

respon kekeringan [12]. 

Pensejajaran asam amino dari beberapa 

tanaman menunjukkan bahwa sekuen asam amino 

HAP3 pada ubi kayu memiliki tingkat homologi 

yang tinggi dengan RcHAP3 (Ricinus communis atau 

tanaman jarak) dan HbHAP3 (Hevea brasiliensis 

atau tanaman karet). Persentase homologi asam 

amino tanaman ubi kayu dengan tanaman karet 

sebesar 90,91% dan tanaman jarak 83,33%. 

Tanaman jarak dan karet merupakan tanaman yang 

berada dalam satu suku dengan tanaman ubi kayu 

yaitu suku Euphorbiaceae. Kemiripan sekuen asam 

amino HAP3 pada ubi kayu dengan tanaman jarak 

dan tanaman karet salah satunya karena berada dalam 

satu suku sehingga memiliki sekuen asam amino 

yang hampir sama. Karena secara morfologi suku 

Euphorbiaceae memiliki tingkat kesamaan pada 

bagian buah, yaitu tipe buah kendaga. Tipe buah 

kendaga menyerupai buah berbelah, namun setiap 

bagian buahnya masih dapat memecah lagi. 

HAP3/NF-YB dalam tumbuhan selain berperan 

dalam cekaman kering juga berperan dalam proses 

pembungaan dan perkembangan embrio, [26,27] 

sehingga sekuen HAP3 pada suku Euphorbiaceae 

memiliki tingkat kemiripan yang tinggi pada 

tanaman ubi kayu, karet dan jarak. Hal tersebut juga 

berkaitan dengan laporan terkait domain dari HAP3 

yaitu H4 yang berperan dalam mengatur 

pembungaan serta respon kekeringan [12]. 

Peran HAP3/NF-YB pada toleransi kekeringan 

telah diidentifikasi pada tanaman jagung dan 

Arabidopsis. Tanaman jagung dan Arabidopsis 

transgenik mampu bertahan pada kondisi kering 

lebih baik dibandingkan dengan wild type. Hal 

tersebut ditunjukkan dengan tingkat kelayuan pada 

tanaman yang mengalami stres kering masih rendah 

dan dapat pulih lebih cepat dibandingkan dengan 

wild type setelah penyiraman kembali. Tingkat 

kematian tanaman transgenik AtNFYB1 dan ZmNF-

YB2 yang ditunjukkan dalam penelitian tersebut 

sangat rendah, sedangkan tanaman wild type hanya 

sedikit yang mampu bertahan hidup. ZmNFYB2 juga 

mampu meningkatkan hasil biji jagung dengan 

memanfaatkan lahan kering [10].  

Tingkat kekerabatan ditunjukkan dengan 

kedekatan jarak ubi kayu (Manihot esculenta 

Crantz.) dengan kedua tanaman tersebut pada pohon 

filogenetik dan tingkat homologi yang tinggi. 

Tingkat kekerabatan dilihat berdasarkan jarak antar 

spesies pada pohon filogenetik, karena metode 

pembuatan pohon filogenetik menggunakan 

Neighbor-joining yang tingkat kekerabatannya 

dilihat berdasarkan jarak antara spesies yang 

dihasilkan [18]. 

Hasil analisis filogenetik menunjukkan bahwa 

MeHAP3 berada dalam satu clade dengan tanaman 

HbHAP3, RcHAP3, PtHAP3 dan SpHAP3. Keempat 

tanaman tersebut merupakan tanaman yang 

tergolong dalam satu bangsa (ordo) dengan ubi kayu 

yaitu Malpigiales [14]. Secara morfologi pada bagian 

buah ubi kayu cenderung memiliki kemiripan dengan 

tanaman karet (HbHAP3) dengan homologi asam 

amino sebanyak 90,91% dan tanaman jarak 

(RcHAP3) 83,33%. Kapas hitam (PtHAP3) memiliki 

homologi 81,48% dengan ubi kayu, dan memiliki 

kemiripan morfologi pada bagian bunga dengan 

Salix purpurea (SpHAP3) yang memiliki homologi 

81,21% dengan tanaman ubi kayu. Sedangkan 

tingkat homologi tanaman ubi kayu dengan tanaman 

yang sudah dilaporkan yaitu Arabidopsis (AtHAP3) 

81,91% dan jagung (ZmHAP3) 65,73%.  

Persentase homologi yang memiliki nilai lebih 

dari 50% menunjukkan nilai homologi antara 

tanaman tersebut tinggi dan menghasilkan ekspresi 

gen yang sama [19]. Hasil homologi dari tanaman ubi 

kayu varietas Adira 1 dan Malang 6 dengan tanaman 

jagung dan Arabidopsis dapat menjadi informasi 

bahwa gen HAP3 pada varietas ubi kayu tersebut 

memiliki potensi yang sama yaitu mampu 

meningkatkan toleransi terhadap stres kering, seperti 

pada tanaman yang telah dilaporkan. Sehingga 

dengan mengetahui sekuen nukleotida dari gen 

HAP3 dapat diperoleh sekuen asam amino yang 

dapat dianalisis, dan dapat memberikan informasi 

penting terkait ekspresi gen HAP3 pada tanaman ubi 

kayu varietas Malang 6 dan Adira 1. 
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KESIMPULAN 

 
Gen HAP3 pada tanaman ubi kayu varietas Malang 6 

dan Adira 1 memiliki homologi 100% dengan 

kultivar AM560-2 pada sekuen nukleotida dan asam 

amino. HAP3 ubi kayu varietas Malang 6 dan Adira 

1 memiliki kekerabatan paling dekat dengan tanaman 

Hevea brasiliensis dengan nilai homologi 90,91% 

dan Ricinus communis 83,33% berdasarkan sekuen 

asam amino. Ukuran HAP3 pada ubi kayu varietas 

Adira 1 dan Malang 6 berukuran 546 bp.  
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