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Analisis Isoenzim Gambir

ANALISIS ISOENZIM SEBAGAI PENANDA BIOKIMIA UNTUK MENGKARAKTERISASI TANAMAN GAMBIR (Uncaria gambir (Hunter Roxb))
(Isoenzyme analysis as a biochemical marker in characterising gambier (Uncaria gambir (Hunter Roxb)) plants)
Lily Syukriani dan Aries Kusumawati 
Jurusan Budidaya Pertanian Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang

ABSTRACT

An experiment was aimed at determining suitable isoenzymes as genetic marker in characterising three genotypes of gambier plants, i.e. Udang, Cubadak, and Riau. These genotypes were compared to other six genotypes of gambier of the collection of Faculty of Agriculture, Andalas University. Gambier leaves were subjected to analytical method following a modified-technique of Wendel dan Weeden (1989).  Isoenzymes analysis was carried out as the following stages: preparation of buffer, preparation of starch gel, enzyme extraction, electrophoresis, and staining. Results demonstrate: 1) isoenzyme estherase, proxidase, and ACP can be used to determine genetic relatedness and grouping in gambier plants; 2) gene controlling isoenzyme estherase, proxidase, and ACP were identified at two loci, and 3) there were three groups of gambier genotype found according to the relatedness analysis of isoenzyme estherase at 36.75% similarities; isoenzyme peroxidase at 29.29% similarities shown two groups of gambier genotypes; and isoenzyme ACP at 36.75% similarities revealed three groups of gambier genotypes.
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PENDAHULUAN

G
ambir (Uncaria gambir (Hunter Roxb)) merupakan komoditas ekspor tradisional spesifik Sumatera Barat.  Pada tahun 1994 volume ekspor gambir tercatat sebesar 1.038.839 kg dengan nilai US $ 2.512.280.  Pada tahun 1996 volume ekspor gambir meningkat menjadi 1.660.906 kg dengan nilai US $ 3.441.508 (Biro Pusat Statistik, 1997).

Salah satu kendala yang dihadapi dalam membudidayakan gambir adalah rendahnya produktivitas hasilnya.  Produktivitas dan kualitas hasil sangat bergantung pada bahan tanam yang dipergunakan.  Hingga saat ini belum didapatkan varietas unggul pada gambir.  Dari hasil studi di daerah sentra produksi gambir Sumatera Barat ditemukan tiga tipe gambir yang menunjukkan perbedaan secara morfologis.  Ketiga tipe tersebut adalah tipe Udang, tipe Cubadak, dan tipe Riau (Fiani dan Denian, 1994).

 Pada species tanaman budidaya, sumber genetik telah lama  dike​tahui sebagai aset yang sangat berharga bagi program perbaikan  sifat tanaman (Oldfield, 1989).  Dalam kegiatan pemuliaan tanaman, perbeda​an sumber genetik dapat diketahui 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 perbedaan  genetik di  antara kultivar dan besarnya heterogenitas dalam kultivar  sangat berguna  bagi program pemuliaan tanaman, antara lain untuk  memonitor perubahan  keragaman  yang disebabkan lamanya seleksi  dan keragaman kultivar komersial yang menginginkan keragaman fenotipik yang rendah.

Selama  ini sumber genetik telah banyak  diidentifikasi  dengan menggunakan  berbagai marker, seperti marker morfologi (Halligan,  et al.,  1991;  Barker, et al., 1992), marker sitologi (Asiedu, et  al., 1989;   Melchinger, 1990), marker biokimia (isoenzim)  (Tanksley  dan Orton,  1983), dan yang terbaru adalah marker molekuler  (Asiedu,  et al., 1989;  Melchinger, 1990).

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

Penelitian ini diharapkan dapat memberi-kan informasi dasar  me​ngenai hubungan gene-tik antara genotipe/kultivar gambir budidaya dan menyediakan marker isoenzim sebagai alat sidikjari  genotipe.   Dari informasi dasar tersebut dapat dikembangkan penelitian lebih  lanjut, terutama  untuk mendeteksi gen yang menyandikan sifat resistensi  ta​naman terhadap penyakit tertentu dan gen yang menyandi rendemen gambir.  Pada akhirnya dapat digunakan  untuk perakitan kultivar baru.

Penelitian ini bertujuan untuk menguji macam isoenzim yang dapat digunakan sebagai penanda ge​netik, yang meliputi esterase, peroksidase, dan ACP.  Manfaat penelitian ini adalah mendapatkan informasi dasar  me​ngenai hubungan genetik antara genotipe/kultivar gambir budidaya dan menyediakan marker isoenzim sebagai alat sidikjari  genotipe.   Dari informasi dasar tersebut da​pat dikembangkan penelitian lebih  lanjut, terutama  untuk mendeteksi gen yang menyandikan sifat resistensi  ta​naman terhadap penyakit tertentu.  Pada akhirnya dapat digunakan  untuk  perakitan kultivar baru.   

BAHAN DAN METODE

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan, Jurusan Budidaya Pertanian, Fakultas Pertanian dan Laboratorium FMIPA, Universitas Andalas, Padang.  Penelitian berlang​sung selama delapan bulan dari bulan Maret hingga Oktober 2007.

Bahan  tanaman  gambir terdiri atas tiga genotipe  gambir  yang berbeda derajat kekerabatannya, yaitu:  genotipe Udang, genotipe Cubadak, dan genotipe Riau.  Sebagai pembanding juga ditambahkan 6 (enam) genotipe gambir koleksi Fakultas Pertanian Universitas Andalas.  Genotipe-genotipe tersebut dipelajari  untuk melihat hubungan antara turunan dan kesamaan  pola (pita) isoenzimnya.  Genotipe gambir tersebut merupakan kultivar yang paling banyak dibudidayakan oleh petani di Sumatera Barat.

Sampel  tanaman yang digunakan terdiri atas  daun.  Untuk keperluan sampel pengujian pengaruh lingkungan  terhadap ciri heritabilitas isoenzim hanya digunakan sampel daun.

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

Pembuatan Bufer

Bufer gel terdiri atas asam borat 0.587 g/L, Natrium hidroksida 0.08 g/L, Tris 2.847 g/L, dan asam sitrat 0.735 g/L.  Bufer  elektrode  terdiri atas Natrium hidroksida 1.6  g/L  dan asam borat 0.587 g/L.  Pembuatan bufer ekstraksi sesuai dengan rekomendasi Wendel dan Weeden (1989) yang terdiri atas 100 mM tris-HCl, 7% sukrosa, 10%  po​livinilpirolidon,  250 mM DIECA, 1.5% triton M-100, 200 mM  dinatrium tetraborat, 0.1% merkaptoetanol, dan 10 mM magnesium klorida.

Pembuatan Gel Pati

Gel  dibuat dari pati kentang dengan kadar 10%.   Pati  kentang dan  bufer gel dimasukkan ke dalam labu didih, lalu  dikocok  merata.  Berikutnya dimasak dalam penangas air pada suhu 100°C, seraya diputar agar  larutan pati masak merata.  Gelembung udara yang ada dalam  la​rutan  dibuang dengan menggunakan pompa vakum.   Larutan  selanjutnya dituang-kan ke cetakan gel yang sudah dilapisi parafin.  Gel  kemudian didinginkan, ditutup plastik film, dan dibiarkan selama satu malam.

Ekstraksi Enzim

Contoh tanaman sebanyak 2 g digiling dengan mortar yang dialasi nampan berisi es sebagai pendingin.  Ke dalam mortar ditambah-kan eks​traktan 2 tetes.  Untuk pemindahan sampel ke dalam cetakan gel  dila​kukan dengan cara menyerap ekstrak sampel dengan kertas saring, kemu​dian dimasukkan ke dalam gel.

Elekroforesis

Gel  yang telah siap kemudian dibuat lubang atau sumur  sebagai tempat sampel.  Kertas saring yang mengandung sampel disi-sipkan.  Ce​takan  gel lalu dimasukkan ke dalam sistem  reservoar  elektroforesis yang  berisi bufer elektrode.  Elektroforesis dilakukan dalam ruang pendingin.   Waktu yang dibutuhkan untuk elektroforesis adalah 8  jam dengan tegangan (voltase) awal 50 volt selama dua jam, 100 volt sela​ma  dua  jam, 150 volt selama dua jam, dan 200 volt selama  dua jam.   Arus listrik akan memyesuaikan dengan tegangan.

Pewarnaan

Setelah selesai melakukan elektroforesis, maka listrik  dimati​kan dan gel diangkat.  Bagian ujung gel dipotong sebagai penanda agar urutan/posisi  sampel tidak terbalik.  Gel dibelah horizontal  dengan ketebalan 1.5 sampai 3 mm atau sesuai dengan keperluan lalu dipindah​kan ke nampan.  Gel lalu direndam dalam larutan pewarna dan  ditutup.  Setelah  proses  pewarnaan selesai, gel lalu dicuci dengan  air  dan difiksasi.  

Komposisi  kimia  pewarna untuk tiga isoenzim  yang  dianalisis adalah esterase, peroksidase, dan ACP.

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).

Dokumentasi

Langkah yang terakhir dari kegiatan analisis isoenzim adalah pengamatan atau do-kumentasi.  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.

Analisis Data

Untuk mempelajari keragaman tanaman gambir, 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 transfor​masi kemudian  dilakukan  analisis gerombol  (similarity) dengan menggu-nakan perangkat lunak Minitab versi 14.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isoenzim adalah kumpulan berbagai molekul enzim (multi-molekuler) yang memiliki fungsi sama.  Molekul-molekul isoenzim pada elektrogram 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 pengendalinya.  Dengan demikian, akan dapat diketahui keragaman genetiknya (Jusuf, et al., 1990).

Dari elektrogram isoenzim esterase, peroksidase, dan ACP  menunjukkan adanya dua wilayah penyebaran.  Ini berarti pengendali kedua isoenzim tersebut berada pada dua lokus (Gambar 1). Hasil penafsiran elektrogram iso-enzim esterase menunjukkan bahwa gen pengendalinya terdapat pada lokus 1 dan lokus 2.  Berdasarkan keragaman pita yang di-bedakan oleh ada tidaknya pita dan kecepatan migrasinya, maka pada lokus 1 dapat dideteksi mengandung tiga alel dan lokus 2 juga mengandung tiga alel (Gambar 2.A.).  Demikian pula dengan gen pengendali isoenzim peroksidase terdapat pada lokus 1 dan lokus 2.  Berdasarkan perbedaan mobilitas, intensitas warna, dan ukuran pita, maka dapat ditafsirkan jumlah alel yang terdapat pada setiap lokus.  Lokus 1 mengandung 5 alel dan lokus 2 mengandung 3 alel (Gambar 2.B.).  Sedangkan gen pengendali isoenzim ACP juga terdapat pada lokus 1 dan lokus 2.  Berdasarkan keragaman pita yang dibedakan oleh ada tidaknya pita dan kecepatan migrasinya, maka pada lokus 1 dapat dideteksi mengandung empat alel dan lokus 2 juga mengandung dua alel (Gambar 2.C.).    
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Gambar 1.  
Elektrogram esterase (a: atas), peroksidase (b: tengah), dan ACP (c: bawah) ):  1-6 = Genotipe gambir, 7 = Cubadak, 8 = Riau, 9 = Udang
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Gambar 2.
Keragaman pita isoenzim pada setiap lokus:  a.  Esterase, b.  peroksidase, dan c. ACP

Berdasarkan analisis gerombol (similaruity) dapat dibuat dendogram yang menggambarkan hubungan kekerabatan antara genotipe/kultivar.  Kedekatan hubungan (jarak genetik) dapat ditentukan dengan besar kecilnya koefisien kesamaan (similarity coefficient).   Dendrogam berdasarkan pita yang dihasilkan dari isoenzim esterase, peroksidase, dan ACP disajikan pada Gambar 3.

Pada Gambar 3.A., dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim esterase, terlihat bahwa dengan tingkat similaritas 36,75% terdapat tiga kelompok besar genotipe gambir, yaitu kelompok 1 yang terdiri atas genotipe 1, 6, 7, 8 dan 9.  Kelompok 2 terdiri atas satu genotipe, yaitu genotipe 2.  Kelompok 3 terdiri atas genotipe 3, 4, dan 5.  Berdasarkan isoenzim esterase juga nampak bahwa terdapat kesamaan antara genotipe 6 dan 7, 8 dan 9, serta 3 dan 5.  

Pada Gambar 3.B., dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim peroksidase, dengan tingkat similaritas 29,29% terdapat dua kelompok besar.  Kelompok 1 terdiri atas genotipe 1, 3, dan 4.  Sedangkan kelompok 2 terdiri atas genotipe 2, 5, 6, 7, 8, dan 9.  Berdasarkan isoenzim peroksidase juga nampak bahwa terdapat kesamaan antara genotipe 2 dan 6, serta 7, 8, dan 9.
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Gambar 3. 
Dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim esterase (a: atas), peroksidase (b: tengah), dan ACP (c: bawah) ):  1-6 = Genotipe gambir, 7 = Cubadak, 8 = Riau, 9 = Udang

Pada Gambar 3.C., dendrogram berdasarkan pita-pita pada isoenzim ACP, terlihat bahwa dengan tingkat similaritas 36,75% terdapat tiga kelompok besar genotipe gambir, yaitu kelompok 1 yang terdiri atas genotipe 1 dan 4.  Kelompok 2 terdiri atas genotipe 2, 3, 6, 7, 8, dan 9.  Kelompok 3 terdiri atas satu genotipe, yaitu genotipe 5.  Berdasarkan isoenzim ACP juga nampak bahwa terdapat kesamaan antara genotipe 1 dan 4 serat 6 dan 8.

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut:

1. Peubah isoenzim esterase, peroksidase, dan ACP dapat dipergunakan untuk mendeteksi kekerabatan dan pengelompokkan kemiripan genetik pada kultivar gambir.

2. Gen yang mengendalikan isoenzim esterase, peroksidase, dan ACP masing-masing terdapat pada dua lokus.

3. Berdasarkan analisis keragaman pita isoenzim esterase pada tingkat similaritas 36,75% terdapat tiga kelompok besar genotipe gambir.  Berdasarkan pita-pita pada isoenzim peroksidase, dengan tingkat similaritas 29,29% terdapat dua kelompok besar.  Sedangkan  berdasarkan pita-pita pada isoenzim ACP, terlihat bahwa dengan tingkat similaritas 36,75% terdapat tiga kelompok besar  genotipe gambir.   
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