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IDENTIFIKASI KULTIVAR-KULTIVAR KENTANG

MELALUI ANALISIS ISOENZIM
(Identification of Potato Cultivars by Isoenzyme Analysis)
Irfan Suliansyah *)
ABSTRACT

In plant breeding programs, information on genetic diversity within and among closely relate crop species is essential for particularly in characterizing individual accessions and cultivars.  Genetic characterization can be morphological marker, protein marker (isoenzyme), as well as molecular markers. Genetic study within and among species with protein marker (isoenzyme) more accurately than morphological marker, because morpho-logical characters usually vary with environments.  The protein (isoenzyme) polymorphism detected by electro-phoresis way, and difference between alleles revealed from charge amino acids replacement. 15 cultivar of potato:  Prevalent, Granola, Red Pontiac, Carni 1, Carni 2, Alpha, BF 15, PAS 4062, Kennebec, S. chacoense, Astarte, Noorchip, PAS 3063, Atlantic, dan Atzimba were objected in this study.  Method of isoenzyme analysis base on Wendel dan Weeden (1989) tehnique.  Each accession product was considered to be a unit character, which the accession were scored for the presence (1) or absence (0) of a product.  The similarity indices were converted into dissimilarity. The resulting dissimilarity matrix was subjected to hierarchical cluster analysis using the Unweighted Pair Group Method and Arithmetic Average (UPGMA) and was done using computer program NTSYS-pc, version 1.80 (Exeter Software, New York). The result demonstrated that isoenzyme analysis is able to reveal genetic difference between potato cultivar.  The gene controlling isoenzyme of peroxide dan esterase has two locus. Based on similarity analysis the potato cultivar consist of a genotype group and free individual/genotype.
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PENDAHULUAN

Pada spesies tanaman budidaya, sumber genetik telah lama  dike​tahui seba​gai aset yang sangat berharga bagi program perbaikan  sifat tanaman (Oldfield, 1989).  Dalam kegiatan pemuliaan ta-naman, perbeda​an sumber genetik dapat diketa-hui dengan penggunaan marker (penanda).  Marker  merupakan karakter yang dapat  diturunkan  yang  berasosiasi dengan genotipe tertentu dan digunakan untuk mengkarakterisasi  geno​tipe (Asiedu, et al., 1989).  Pengetahuan mengenai perbe​daan  genetik di  antara kultivar dan besarnya heterogenitas dalam kultivar  sangat berguna bagi program pemuliaan tanaman, anta-ra lain untuk  memonitor perubahan keragaman yang disebabkan lamanya seleksi  dan keragam-an kultivar komersial yang menginginkan kera-gaman fenotipik yang rendah.

Selama ini sumber genetik telah banyak di-identifikasi dengan mengguna​kan berbagai mar-ker, seperti marker morfologi (Halligan, et al., 1991; Barker, et al., 1992), marker sitologi (Asiedu, et al., 1989; Melchinger, 1990), marker bio​kimia (isoenzim) (Tanksley dan Orton, 1983), dan yang terbaru adalah marker molekuler (Asiedu, et al., 1989;  Melchinger, 1990).

Sistem klasifikasi dan identifikasi yang dida-sarkan atas karak​ter morfologi kuantitatif dan/ atau kualitatif, meskipun efektif se​ringkali sulit dalam menginter​pretasikan hasilnya karena pe-ngaruh fluktuasi lingkungan.  Ciri heritabilitas bio​kimia, seperti  isoenzim dapat menolong mengatasi masalah tersebut, karena isoen​zim hampir ti​dak dipengaruhi lingkungan.  Beberapa keuntungan lain analisis isoen​zim adalah pende-teksiannya dapat dilakukan dari berbagai jaringan tanaman, pelaksanaan analisisnya cepat, dan bia-yanya murah, serta telah luas  digunakan untuk verifikasi kultivar  (Arulsekar  dan  Parfitt, 1986;  Greer, et al., 1993;  Peirce dan Brewbaker,  1973; Tanksley dan Orton, 1983).

Dari  uraian  pada pendahuluan di atas, maka  dapat  dirumuskan permasa​lahan dan pendekat-an/konsep untuk menjawab permasalahan  seba​gai berikut:

a. Perlu diketahui jaringan tanaman yang tepat sebagai bahan anali​sis isoenzim yang paling polimorfik. Sehingga perlu dilakukan peng-ujian beberapa jaring​an, seperti daun, akar, dan umbi.

b. Perlu untuk menguji bahwa ciri heritabilitas isoenzim tidak ter​lalu dipengaruhi lingkung-an. Pendekatan dilakukan dengan penggu-naan sampel analisis pada kondisi yang berbeda, yaitu satu sampel dari kondisi in vitro dan sampel lain dari kondisi in vivo.
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c. Perlu untuk menguji macam isoenzim yang dapat digunakan sebagai penanda genetik.  Untuk itu perlu diuji beberapa isoenzim, se-perti peroksidase, esterase, glutamat oksalo-asetat transaminase, dan  endopep​tidase.


Penelitian ini bertujuan untuk menguji ma-cam isoenzim yang dapat digunakan sebagai penanda ge​netik, yang meliputi peroksidase dan esterase.

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dasar me​ngenai hubungan genetik antara genotipe/kultivar kentang budidaya dan menyediakan marker isoenzim sebagai alat sidikjari  genotipe.   Dari informasi dasar tersebut da​pat dikembangkan penelitian lebih  lanjut, terutama  untuk mendeteksi gen yang menyan-dikan sifat resistensi  ta​naman terhadap penyakit tertentu.  Pada akhirnya dapat digunakan  untuk perakitan kultivar baru.

BAHAN DAN METODE

A.  Tempat dan Waktu

Untuk memperbanyak bahan tanaman dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Andalas, Padang.  Sedangkan untuk analisis isoenzim dilakukan di Laboratorium Biologi Tumbuhan, Pusat Studi Ilmu Hayat, Institut Pertanian Bogor.
B.  Bahan  dan Alat

Bahan tanaman kentang terdiri atas 15 kultivar kentang yang berbeda derajat kekerabat-annya (Granola, Atlantic, BF 15, Atzimba, Narni I, Carni II PAS 4012, Alpha, S. chacoense, Kennebec, Noorchip, Prevalent, Astarte, Red Pontiac, PAS 3065).  Genotipe-genotipe tersebut dipelajari untuk melihat hubungan antara turunan dan kesamaan pola (pita) isoenzimnya.  Genotipe kentang ini merupakan produk pemuliaan ken-tang di  Amerika Serikat dan Belanda yang terdiri atas kultivar kentang processing (olahan) dan kentang segar. Genotipe-genotipe tersebut diper-banyak secara in vitro.  Sampel yang digunakan untuk percobaan adalah sampel daun.

Bahan yang digunakan untuk keperluan analisis isoenzim terdiri atas pati, bufer pengekstrak, bufer gel, bufer elektroda, dan pewarna (esterase dan peroksidase).  Sedangkan alat yang digunakan terdiri atas elektroforesis model horizontal, high voltage power supply, penangas air atau microwage, lemari es atau ruang pendingin, alat pemotong gel, dan nampan tempat pewarnaan.

C.  Analisis Isoenzim

Metode analisis yang digunakan merupakan modifikasi dari teknik Wendel dan Weeden (1989).  Tahapan kegiatan analisis isozim  terdiri atas pembuatan bufer, pembuatan gel pati, eks-traksi enzim, elektrofo​resis, dan pewarnaan.

1.  Penyiapan Bahan Tanaman


Bahan tanaman yang akan dianalisis perlu dipersiapkan terlebih dahulu. Untuk mengekstrak enzimnya bagi keperluan elektroforesis diguna-kan sampel daun, yaitu daun yang masih segar.

2.  Pembuatan Bufer Pengekstrak


Jaringan daun yang dianalisis berupa ekstrak bahan kasar tanpa pemurnian protein.  Bufer pengekstrak berfungsi membantu menghancurkan sel dalam suatu jumlah minimum tanpa me-nimbulkan panas terhadap ekstrak dan perubahan warna terhadap daun yang diekstrak. Bufer pengekstrak (untuk 40 ml) terdiri atas:

· 10 mM L-asam askorbat

0,07045 g

· 40 mM L-sistein



0,19390 g

· Triton-X-100



0,12 ml

· PVP-40





0,25 g

· Na2HPO4.2H2O  0,1 M     
pH 7,0

3.  Pembuatan Bufer Gel dan Elektrode


Persiapan gel pati diperlukan untuk menda-patkan gel yang dapat memisahkan isoenzim de-ngan baik dan benar.  Selain bufer dalam gel dan elektrode, faktor penting yang perlu diperhatikan adalah alat elektroforesis dan metode pemasakan gel. Pengaruh yang paling penting yang me-nentukan kualitas hasil adalah pemilihan bufer elektroforesis yang sesuai dengan jenis bahan tanaman yang akan dianalisis.

Bufer Gel

· L-histidin monohidrat 5 mM



1,048 g

Diatur dengan tris sampai pH 6,0

Bufer elektrode

· Asam sitrat monohidrat 50 mM


10,5507 g

· Tris hidroksimetil aminometan 150 mM 150

18,1650 g

Diatur sampai pH 6,0

4.  Pembuatan Gel Pati

Gel pati dibuat dari pati kentang khusus untuk keperluan hidrolisis.  Untuk setiap cetakan yang biasa dilakukan dengan konsentrasi 10% sampai 13%.  Banyaknya pati yang diperlukan bergantung pada besar kecilnya cetakan yang digunakan.

Pembuatan Gel Pati dengan Penangas


Pati dan bufer gel dicampur merata dalam labu lalu dimasak pada penangas air yang telah mendidih dengan cara memutar-mutar sambil di-kocok-kocok sampai matang, warna menjadi bening, kemudian divakum sampai gelembung udara dalam gel habis.

Pembuatan Gel Pati dengan Micro Wage
Pati dicampur dengan sepertiga bagian dari bufer gel.  Dua pertiga bagian lagi dimasak lebih dulu memakai erlemeyer dalam micro wage sam-pai mendidih.  Setelah matang diangkat lalu di-campurkan dengan campuran pati dan kemudian dimasak lagi sampai kelihatan bening lalu di-vakum sampai gelembung udara dalam gel habis.  Selanjutnya gel secepat mungkin dituang pada cetakan yang terlebih dahulu diolesi parafin cair dan lubang pada kaki cetakan ditutup dengan selotip.  Sesudah gel menjadi dingin, ditutup dengan plastik yang telah diolesi parafin.  Sebelum digunakan gel disimpan pada suhu 5 – 10°C.

5.  Ekstraksi Enzim


Contoh daun segar ditimbang antara 100 – 200 mg, lalu digunting halus ke dalam mortar yang telah diberi pasir kuarsa, dengan menambahkan bufer pengekstrak sebanyak 0,5 ml, lalu digerus sampai halus.  Selanjutnya kertas saring yang ukurannya disesuaikan dengan kebu-tuhan dimasukkan ke dalam mortar untuk me-nyerap cairan sel daun yang telah hancur. Kemudian kertas saring yang telah menyerap cairan sel dari setiap contoh atau mortar tadi di-bersihkan untuk disisip pada gel yang telah dilubangi.

6.  Elektroforesis


Cetakan yang telah disisipkan kertas saring yang telah mengandung contoh daun dimasukkan ke dalam tray yang telah berisi bufer elektrode.  Sebelum dimasukkan selotip pada kaki cetakan dilepas dan kaki cetakan harus terendam dalam bufer elektrode lalu diletakkan dalam ruangan atau lemari es pada suhu antara 5 – 10°C.


Elektroforesis awal selama 30 menit pada 100 volt dan dielektroforesis tetap pada 150 atau 200 volt selama 3 sampai 4 jam.  Kemudian untuk mengontrol jarak migrasinya di salah satu sisinya diberi penanda bromofenol biru.

7.  Pembuatan Larutan Pewarna


Setelah elektroforesis, gel dibelah menjadi dua atau tiga (sesuai ketebalannya) pada posisi horizontal di atas alat pemotong.  Sebelumnya kertas saring dikeluarkan dari lubang-lubangnya.  Lembaran gel dimasukkan ke dalam nampan ke-mudian diberi pewarna yang masing-masing telah disiapkan sebelumnya. Selanjutnya nampan ditu-tup dengan alumunium foil atau yang lainnya dan diinkubasi pada suhu ruang sampai muncul pita-pita pada gel yang cukup jelas.  Perendaman da-lam larutan pewarna memerlukan waktu antara 1 sampai 2 jam atau lebih bergantung dari sistem enzimnya.  Larutan pewarna yang digunakan terdiri atas:

Pewarna Esterase (EST)

· 100 mM sodium fosfat pH 7,0
100 ml

· 1-Naftil asetat




  50 mg

· 2-Naftil asetat




  50 mg

· Aseton






    5 ml

· Fast blue RR salt



100 mg

Pewarna Peroksidase (PER)

· 50 mM Natrium asetat pH 5,0
100 ml

· CaCl2






  50 mg

· H2O2 3%





    0,5 ml

· 3-Amino-9 etilkarbasol


  50 mg

· Aseton/N,N-dimethylformamid
    5 ml

8.  Pencucian dan Fiksasi


Selesai pewarnaan gel dicuci dengan air mengalir sampai bersih.  Selanjutnya potongan gel yang berisi garis-garis (pita) dapat difiksasi dengan 50% gliserol : 50% etanol atau dengan etanol : akuades : asam asetat : gliserol (5 : 4 : 2 : 1).

9.  Dokumentasi


Langkah yang terakhir dari kegiatan analisis isoenzim adalah pengamatan atau dokumentasi.  Karena daya tahan gel tidak terlalu lama bisa disimpan, maka sehabis pencucian kalau tidak diawetkan segera digambar atau dipotret.  Untuk memudahkan pengamatan atau pemotretan, maka gel dipindahkan dari bak pewarna dengan plastik transparan.

D.  Analisis Data

Untuk mempelajari keragaman tanaman kentang, maka perlu dilaku​kan penafsiran dan interpretasi pita-pita isoenzimnya. Selanjutnya dilakukan transformasi data, yaitu dengan merubah data kualitatif menjadi data biner (0,1). Satu jenis alel dengan ni​lai 1 pada kolom yang sesuai dan 0 untuk ko​lom lainnya (Cailliez et Pages, dalam Jusuf, et al., 1990). Data kuantitatif hasil trans-for​masi kemudian  dilakukan  analisis gerombol (similarity) dengan menggunakan perangkat lunak NTSYS-pc (Exeter Software, New Yok).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isoenzim adalah kumpulan berbagai molekul enzim (multi-molekuler) yang memiliki fungsi sama. Molekul-molekul isoenzim pada elektro-gram akan tampak dalam bentuk pita-pita (band).  Secara genetik telah diketahui bahwa satu gen berhubungan dengan satu rantai polipeptida.  Ini berarti satu molekul isoenzim  atau protein dapat dikendalikan oleh satu atau beberapa gen (Yatim, 1991).

Pada elektrogram, lokus dapat ditentukan dari wilayah penyebaran pita iso-enzim. Satu lokus dapat menghasilkan lebih dari satu pita. Keragaman pita-pita yang terdapat pada lokus yang sama untuk contoh yang berbeda diduga karena perbedaan adanya alel.  Berdasarkan data elektrogram dapat ditafsirkan gen-gen pengen-dalinya.  Dengan demikian, akan dapat diketahui keragaman genetiknya (Jusuf, et al., 1990).

Dari elektrogram isoenzim peroksidase (PER) dan esterase (EST) menunjukkan adanya dua wilayah penyebaran.  Ini berarti pengendali kedua isoenzim tersebut berada pada dua lokus (Gambar 1).

Hasil penafsiran elektrogram isoenzim per-oksidase (PER) menunjukkan bahwa gen pengen-dalinya terdapat pada lokus 1 (PER-1) dan lokus 2 (PER-2).  Berdasarkan keragaman pita yang di-bedakan oleh ada tidaknya pita dan kecepatan migrasinya, maka pada lokus 1 dapat dideteksi mengandung enam alel dan lokus 2 mengandung empat alel (Gambar 2a).  Sedangkan gen pengen-dali isoenzim esterase (EST) terdapat pada lokus 1 (EST-1) dan lokus 2 (EST-2).  Berdasarkan perbedaan mobilitas, intensitas warna, dan ukur-an pita, maka dapat ditafsirkan jumlah alel yang terdapat pada setiap lokus.  Lokus 1 mengandung 5 alel dan lokus 2 mengandung 3 alel.
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Gambar 1.  Elektrogram peroksidase dan esterase
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Gambar 2.  Keragaman pita isoenzim pada setiap lokus:  a.  peroksidase dan b.  esterase

Berdasarkan analisis gerombol (similaruity) dapat dibuat dendogram yang menggambarkan hubungan kekerabatan antara genotipe/kultivar.  Kedekatan hubungan (jarak genetik) dapat di-tentukan dengan besar kecilnya koefisien kesa-maan (similarity coefficient). Dendrogam berda-sarkan pita yang dihasilkan dari isoenzim per-oksidase dan esterase disajikan pada Gambar 3 dan Gambar 4.


Pada Gambar 3 terlihat bahwa dengan koefi-sien kesamaan 0,65 terdapat dua kelompok besar genotipe/kultiar kentang, yaitu kelompok 1 yang terdiri atas satu genotipe (Prevalent) dan kelom-
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pok 2 yang terdiri atas 14 genotipe (Granola, Red Pontiac, Carni 2, Alpha, BF 15, PAS 4062, Kennebec, S. chaoense, Astarte, Noorchip, PAS 3063, Atlantic, Atzimba, dan Carni 1).  Bila koe-fisiennya ditingkatkan menjadi 0,74, maka akan didapatkan tiga kelompok besar.  Kelompok satu tetap terdiri atas satu genotipe (Prevalent), ke-lompok dua terdiri atas 11 genotipe ((Granola, Red Pontiac, Carni 2, Alpha, BF 15, PAS 4062, Kennebec, S. chaoense, Astarte, Noorchip, dan PAS 3063), dan kelompok tiga terdiri atas tiga genotipe (Atlantic, Atzimba, dan Carni 1).

Pada Gambar 4 terlihat bahwa dengan koefi-sien kesamaan 0,71 akan terdapat dua kelompok besar genotipe kentang, yaitu kelompok 1 terdiri atas satu genotipe (Red Pontiac) dan kelompok dua terdiri atas 14 genotipe (Granola, Atlantic, BF 15, Atzimba, Alpha, S. chaoense, Astarte, Carni 1, Carni 2, PAS 4062, Kennebec, Noorchip, Prevalent, dan PAS 3063).  Sedangkan pada koefisien 0,9 akan terdapat lima genotipe bebas (Red Pontiac, PAS 3063, Kennebec, Carni 1, dan BF 15) serta empat kelompok genotipe.  Kelompok 1 terdiri atas Granola dan Atlantic, kelompok 2 terdiri atas Atzimba, Alpha, S. chaoense, dan Astarte, kelompok tiga terdiri atas Carni 2 dan PAS 4062, serta kelompok 4 terdiri atas Noorchip dan Prevalent.
KESIMPULAN


Dari hasil penelitian ini dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut:

1. Peubah isoenzim peroksidase dan esterase dapat dipergunakan untuk mendeteksi keke-rabatan dan pengelompokkan kemiripan ge-netik pada kultivar kentang.

2. Gen yang mengendalikan isoenzim peroksi-dase dan esterase masing-masing terdapat pada dua lokus.

3. Berdasarkan analisis keragaman pita iso-enzim peroksidase dan esterase pada koe-fisien kesamaan 0,7 kultivar kentang terdiri atas satu kelompok genotipe dan satu individu/genotipe bebas.
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Gambar 4.  Dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim esterase (EST)
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Gambar 3.  Dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim peroksidase (PER)
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