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L PENDAHULUAN

Program pelestarian plasma nutfah dalam rangka perbaikan genetik tanaman
sangat bergantung pada sumber keragaman genetik yang tersedia. Yang menjadi kendala
adalah masih relatif sedikit informasi genetik tanaman yang diketahui. Keragaman
genetika bukan hanya masalah koleksi plasma nutfah secara fisik, tetapi juga penilaian
sejauh mana keragaman genetika tersebut diperlukan untuk klegiatan manipulasi genetika
dari sifat-sifat yang mendukung hasil tetua yang digunakan (Makmur, 1988).

Kemajuan dalam genetika dan biologi molekuler telah memberikan alat untuk
analisis genetik secara mendetail pada organisme tingkat tinggi, termasuk tanaman.
Analisis keragaman genetik suatu populasi tanaman dapat diamati dengan pengamatan
secara langsung sifat morfologi tanaman, analisis kandungan kimiawi jaringan tanaman,
juga pada level protein sampai DNA. Pada tingkat DNA dikenal marka RFLP
(Restriction fragment lenght polimorphism), RAPD (Random amplified polimorphic
DNA), AFLP (Amplified fragment length polimorphism) dan SSR (Simple sequence
repeats). Pada tingkat protein, dikenal studi analisa dengan menggunakan marka isozim.

Enzim merupakan protein biokatalisator untuk proses fisiologis tanaman, yang
pembentukan dan pengaturannya dikontrol secara genetik. Isoenzim atau isozim adalah
enzim polimorfis yang terdapat pada organisme, mengkatalis reaksi kimia yang sama
tetapi mempunyai berat molekul dan muatan listrik yang berbeda (Weeden dan Wendel,
1989). Isozim dapat dipisahkan dengan metode elektroforesis yang hasilnya berupa pola
pita. Pola pita individu tanaman dapat bercorak khas sehingga dapat digunakan untuk

penciri adanya perbedaan genetik. Struktur kimia isozim yang berbeda menyebabkan
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terjadinya perbedaan kecepatan dalam proses pemisahannya. Variasi mobilitas suatu
protein secara langsung mencerminkan perbedaan sekuen DNA dari struktur gen (
Weeden dan Wendel, 1989). Pola pita individu tanaman bervariasi dalam hal ada
tidaknya pita, jumlah pita dan pergerakan relatifnya.Hal ini disebabkan oleh perbedaan
alel pada lokus yang sama atau lokus yang berbeda.

Pemanfaatan pola pita isozim untuk menganalisis keragaman genetik dapat
dipercaya karena hanya diatur oleh gen tunggal dan bersifat kodominan dalam
pewarisannya dan bersegregasi menurut nisbah Mendel (Adam, 1983).

Secara luas, analisis isozim dapat digunakan untuk: - Mempelajari evolusi dengan
melihat sistem perkawinan, aliran gen dan seleksi, - Menilai tingkat variasi dalam
populasi (Hamrick, 1989), - Mengevaluasi plasma nutfah dan konservasi (Balagtas dan
Ramirez, 1991), - Analisis variasi protein dan enzim, - Identifikasi keterkaitan antara
lokus enzim dan gen yang mengontrol resistensi terhadap penyakit atau sifat kuantitatif
pada suatu tanaman (Kahler dan Wehrhain, 1986), Mengidentifikasi spesies, varietas
hibrida dan keberhasilan persilangan buatan, - Mempelajari pola kekerabatan tanaman, -
Melihat hubungan filogenik populasi ( Stebbin, 1989).

II. KEUNGGULAN DAN KEKURANGAN MARKA ISOZIM

Keunggulan marka isozin antara lain penggunaannya cukup luas, tehnik
pelaksanaan lebih mudah dan murah dibanding RAPD, RFLP, AFLP, mudah didapat dan
bersifat netral. Marka ini bersifat kodominan, schingga dapat membedakan individu
heterozigot dan homozigot, dapat memperlihatkan alel gen resesif. Gen resesif sering
menjadi penentu karakter spesifik yang bermanfaat, yang pada ma.rka yang lain tertutup
oleh gen dominan. Beberapa penggunaan marka isozim yang sudah berhasil dilakukan

adalah Isozim 6 PGD (fosfoglukonat dehidrogenase) dan AAT (aspartat amino
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transferase) untuk mengidentifikasi kultivar Apel. Isozim MDH (malat dehidrogenase)
untuk mengidentifikasi Cherry, isozim PGDc (fosfoglukonat dehidrogenase)melihat
keterkaitan sifat morfologi dan lokus isozim yang mengontrol pertumbuhan, isozim
GPT2 (glukosa 1 fosfat transferase) terkait dengan warna bunga, warna epikotil, warna
kulit biji dan permukaan biji (Weeden dan Lamb, 1985). Manganaris dan Alston (1987),
melaporkan keterpautan marka genetik isozim di lokus GOT-1 (glutamat oxaloacetat
transaminase) dengan faktor inkompatibilitas pada tanaman apel.

Kekurangan marka ini, ekspresinya dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan,
kondisi mi mengganggu akurasi hasil, sampel harus dalam keadaan segar, ini membatasi
masa penyimpanan dan kendala jika jarak laboratotium cukup jauh, jumlah staining
isozim sampai saat ini hamya 40, schingga tidak dapat dijadikan scbagai alat untuk
mapping, karena tidak mencerminkan jumlah gen.

. METODE
A. Penyediaan bahan dan alat

Bahan yang diperlukan : organ tanaman (biasanya : daun), bahan kimia untuk
pembuatan buffer ekstraksi, buffer gel, buffer elektroda ( beberapa metoda dapat dipakai :
Metode Soltis, metode Homry atau metode Gadrinab), gel pati kentang atau
poliacrilamide, substrat pewamna, aquades, alumunium foil, brom timol blue, pasir kuarsa,
kertas saring, selotip, air dan lain lain.

Alat yang diperlukan antara lain: Refrigerator, cetakan gel, power supply, pompa
vakum, microwave, pembelah gel, sumur gel, kamera, lampu pengamatan, stirrer, mortar,

pestle, spatula dan alat pendukung lain.
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B. Analisis Isozim
1.Penyediaan Organ Tanaman

Jenis organ, umur tanaman, tingkat perkembangan organ harus relatif homogen.
Kondisi pertumbuhan sampel yang berhubungan dengan kesuburan tanah, pencahéyaan,
ketersediaan air, harus sama. Persyaratan ini berguna untuk mengeliminir pengaruh
lingkungan terhadap hasil analisis isozim yang akan dilakukan.
2. Penyediaan Larutan Buffer

Larutan buffer yang disediakan adalah buffer pengekstraks, digunakan untuk
mengekstrak enzim organ tanaman, buffer gel, berguna untuk pencampur pati kentang
dalam pembuatan gel, buffer elektroda, untuk elektroforesis.
3. Pembuatan Gel

Gel dibuat dari pati kentang yang khusus untuk elektroforesis atau menggunakan
poliacrilamide.
4 Ekstraksi Enzim

Sampel digerus dalam mortar, bersama pasir kuarsa dan buffer pengekstrak.
Kertas saring dimasukkan kedalam mortar untuk menyerap enzim.
5. Pembuatan dan Pemuatan Sumur Gel

Bersamaan dengan ekstraksi énzim, gel dimasukkan ke refrigerator selarna 30
menit, kemudian dikeluarkan dan dibuat sumuran dengan ukuran tertentu. Kertas saﬁng
yang mengandung ekstrak enzim dimasukkan ke sumur gel secara berurutan.
6. Elektroforesis

Elektroforesis dilaksanakan didalam refrigerator (suhu : 4°C), Selotip pada kaki

cetakan gel dilepas, cetakan dan gel yang berisi ekstraks enzim dimasukkan ke dalam
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Tray yang telah diisi larutan elektroda. Tray dihubungkan dengan power supply (100-150
volt) dan enzim dielektroforesis sampai indikator mobilitas elektroforesis mencépai 8 cm.
7. Pembuatan Larutan Pewarna

Larutan pewarna untuk setiap isozim bersifat spesifik. Larutan ini disiapkan 30
menit sebelum elektroforesis selesai.
8. Pembelahan Gel, Pewarnaan ﬂan Pencucian

Setelah elektroforesis selesai, cetakan gel dikeluarkan dari tray, kertas saring
dikeluarkan dari sumur gel, gel dipisahkan menjadi bagian anoda dan katoda. Potongan
gel dibelah menjadi 2 lembaran atau lebih, dengan tebal 2 mm, setiap lembaran
dimasukkan dalam nampan plastik. Larutan pewarna dimasukkan ke nampan sampai gel
terendam, nampan dimasukkan dalam ruang gelap selam 2 jam sampai pita isozim
kelihatan jelas. Kemudian gel dicuci dengan air mengalir.
9. Pengamatan dan Pembuatan Zimogram

Pola pita pada gel diamati dengan bantuan lampu pengamatan dan digambarkan
diatas kertas grafik. Zimogram digambar diatas kertas grafik dengan skala cm atau dalam
skala mobilitas relatif dari masing-masing pita.
10. Dokumentasi, Pengemasan, Penyimpanan Gel

Gel dengan pola pita yang jelas diletakkan diatas nampan plastik transparan,
ditempatkan diatas lampu pengamatan, kemudian diphoto. Setelah itu gel diangkat,
kemudian dibungkus dengan plastik saran wrap, dimasukkan kedalam nampan plastik
dan disimpan dalam refrigerator pada suhu 4 - 6 °C.

IV.  INTERPRETASI POLA PITA ISOZIM DAN ANALISIS DATA

A, Interpretasi Pola Pita Isozim
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Pola pita setiap enzim terbagi ke dalam zona-zona aktivitas yang diinterprefasikan
sebagai suatu lokus, perbedaan bentuk pita akibat perbedaan mobilitas elektroforesisnya
diinterpretasikan sebagai alel yang bersangkutan.

Suatu lokus dapat polimorfis (memiliki lebih dari 1 bentuk pita yang tercermin
dari bentuk-bentuk pita yang berbeda mobilitas elektroforesisnya), atau monomeorfis (
hanya | bentuk pita untuk seluruh individu yang dianalisis).

Berdasarkan struktur molekul proteinnya, lokus polimorfis dapat bersifat
monomerik ( individu heterozigot yang memiliki 2 pita), dimerik ( individu heterozigot
yang memiliki 3 pita, pita yang ditengah merupakan pita hasil interaksi antara 2 alel
lainnya) dan polimerik {memiliki struktur yang kompleks).

Untuk analisis keragaman genetik beberapa populasi, penentuan lokus dan alel
dilakukan secara bersamaan menurut setiap isozim. Pola pita setiap isozim dari seluruh
populasi yang diteliti dijejerkan dari kiri ke kanan dengan posisi absis yang sama .
Kemudian dilakukan penentuan lokus dan alel.

B. Analisis Data Isozim

Untuk menganalisis data hasil penggunaan marka isozim berikut diberikan contoh
kasus analisis keragaman genetik 58 kultivar mangga berdasar 3 jenis sistem isozim
yaitu PGI-2 (Pospo gluko isomerase), IDH ( isositrat dehidrogenase), ADH ( alkobol
dehidrogenase) .( data mentah diperoleh dari TFiadthong et al, 1998, lIsozyme poli
morphism of mango cultivars in Thatland. Thai. J. Agri. Sci. 31: 555-568).

Data dan pola isozim sistem PGY-2 menghasilkan 3 macam pola pita yaitu: A, B,
C (gambar 1). Pola isozim EIDH menghasilkan § pola pita : A, B, C. D, E ( gambar 2),

isoemzim ADH menghasilkan 4 pola pita : A, B, C, D (gambar 3). Masing-masing
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Gambar 3. Tsoenzam (isozim) hen ding pattern untuk sistim A vang dijadikn referonsg untuk tabel 1.
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kultivar mempunyai phenotip isozim yang berbeda-beda untuk ke 3 sistim enzim yang
digunakan ( tabel 1). Pola pita tersebut kemudian diterjemahkan kedalam data biner (1 =
ada pita , 0 = tidak ada pita). Total data biner ke 3 jenis sistem isozim tersebut sebanyak
20 jenis, masing-masing 3 untuk PGL. 5 nntuk IDH, 12 untuk ADH (tabel 2)

Data biner kemudian digunakan sebagai input dalam analisis kluster dengan
- UPGMA (Uuweighted Pair Group Method with Aritmethic) dengan Pragram NTSys
(Numerical taxonomy and Multivariate System) atau Biosys (Biologycal system) dan
Popgen 1 (Population Genetic-1), dengan bantuan program Windist.

Dalam tulisan ini penulis menggunakan program NTSys, dihasilkan dendogram (
gambar 4) dengan pembahasan sebagai berikut: Berdasarkan persentase kesamaan
| genetik 66 %, 78 % dan 89 % berturut-turut menghasilkan : 3, 5, 8 group , dengan
-persentase 35 % membentuk | group, sedangkan persentase kemiripan 100 %
: membentuk 21 group. Pemotongan dendogram berdasarkan kriteria persentase kemiripan
95 9% telah mereduksi 58 kultivar menjadi 14 group kulltivar, dari 14 group tersebut, 8
group mempunyai anggota masing-masing 1 kultivar, 2 group dengan anggota 2 kultivar,
1 group dengan 3 kultivar dan sisanya mempunyai anggota lebih dari 4.

Selain NTSys, dengan menggunaan program lain diatas akan lebih banyak
diperoleh informasi genetik seperti: Frekwenst alel, rata-rata jumlah alel per lokus, rata-
rata jumlah alel efektif, % polimorfik, rata-rata heterozigositas, indeks fiksasi dan

“keseimbangan Hardy- Weinberg, jarak genetik dan dendogram.
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Tabel 1: Fenotip isozim untuk 3 sistem isozim pada 58 kultivar mangga,
fenotip isozim ini bethubungan pola isozitm pada gambar 1, 2, 3.
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Tabel 20 Data biner 38 hultver manggn bordasswrhin 3 sitemesoam - PGL- 20 11T ADIT
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Catatan: Data ber diregenerasi dari pole isoenzim menggustakan progeam SAS (Liket

Lampran 1}
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V. PENUTUP

Marka iusozim dengan segala keterbatasannya, masih mempunyai peran penting
dalam perkembangan pemuliaan tanaman khusus_pya dalam menganalisis diversitas
(keragaman) genetik tanaman, walaupun marka DNA yang lebih maju sudab ditemukan,

Prinsip dasar dalam pengéu;aan marka tsozim sangat membantu dalam membekali
pemakaian marka molekuler lebih lanjut.
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