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Abstrak

Varietas unggul merupakan salah satu cara yang efektif untuk peningkatan produksi cabai.
Genotipe hasil pesilangan cabai yang berpotensi unggul telah didapatkan. Keragaman genetik suatu
individu dapat diidentifikasi dengan analisis isoenzim. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan
keragaman genetik dan hubungan kekerabatan antar tetua dengan genotipe cabai merah
berdasarkan analisis isoenzim. Hasil penelitian menunjukan bahwa pola pita isoenzim dengan empat
sistem enzim (ACP, EST, MDH dan PER) terdapat keragaman genotipe cabai yang dicoba. Analisis
kekerabatan 12 genotipe cabai merah pada tingkat keragaman 19 % terdapat 3 kelompok. Adapun
tiap kelompok tersebut adalah : kelompok pertama (RanduxJatilaba, X4271xG6321, Randu x G6321,
dan G3257xG6321), kelompok kedua (Gada), kelompok tiga (G6321, Jatilaba, Randu,
G9854xRandu, G9854, X4271, dan G3257). Genotipe hasil persilangan antara Randu x Jatilaba
mempunyai kemiripan dengan X4271xG6321.

Kata kunci : isoenzim, genotipe, cabai merah

PENDAHULUAN

Cabai digunakan sebagai bumbu masak dan bahan baku industri. Rasa cabai di Indonesia
disukai karena rasa pedas dan aroma khas. Kandungan gizi cabai merah segar per 100 gram adalah
kalori 31,0 kal, protein 1,0 g, karbohidrat 7,3 g, vitamin A, dan kapsaikin 0,1-1,5% serta kandungan
gizi lainnya. Cabai dapat juga bermanfaat bagi kesehatan. Mengingat kandungan senyawa khas yaitu
kapsaikin (C1gH,7NO3) pada buah cabai dapat melancarkan sirkulasi darah. (Wiryanta, 2002).

Cabai (Capsicum sp.) merupakan komoditas sayuran semusim yang memiliki harga yang
berfluktuasi. Fluktuasi harga cabai tergantung oleh permintaan dan persediaan/panen. Permintaan
cabai terus meningkat sesuai dengan pertumbuhan jumlah penduduk Indonesia. Produksi cabai di
Indonesia dari tahun 2010 sampai 2012 ada kecenderungan menurun dari 122.755 t menjadi 120.275
t, tetapi tahun 2013 produksi cabai meningkat menjadi 124.110 t. Hal ini karena adanya peningkatan
produktivitas dari 6,58 t/ha pada tahun 2010, menjadi 8,16 t/ha tahun 2013 (BPS, 2014).

Peningkatan produksi cabai dapat dilakukan secara ektensifikasi (perluasan areal pertanian)
maupun intensifikasi (salah satunya dengan penggunaan varietas unggul). Peningkatan produksi
secara ektensifikasi relatif sulit dilakukan, mengingat terbatasnya lahan pertanian. Upaya untuk
meningkatkan produksi cabai yang efektif adalah dengan perakitan varietas unggul. Langkah awal
dari perakitan varietas unggul cabai adalah pemilihan tetua yang memiliki karakter yang diinginkan.
Langkah selanjutnya dilakukan persilangan antara dua atau lebih tetua cabai yang berbeda
komposisi genetiknya. Menurut Nasir (2001), persilangan diartikan sebagai upaya untuk
mendapatkan kombinasi genotipe baru untuk diseleksi lebih lanjut.

Identifikasi genotipe cabai dapat dilakukan dengan morfologi, genetik, isoenzim, dan DNA
(Szczypinski et al., 2015; Kumar et al, 2014; Chaiyawat et al., 2008; Ahn et al., 2014). Salah satu
cara identifikasi tersebut dengan isoenzim. Adapun sistem enzim yang sering digunakan dalam
isoenzym adalah PER (peroksidase), EST (esterase), MDH (malat dehedrogenase), ACP (asam
fosfatase). Persilangan dengan kekerabatan yang jauh diperoleh perbaikan genetik yang besar.
Mengingat hal tersebut maka identifikasi tetua yang kekerabatan jauh perlu dilakukan. Cara ini
mudah, simple dan cepat, sehingga praktris digunakan dalam identifikasi tetua.

Tujuan penelitian ini untuk :
1. Mengetahui keragaman genetik antar tetua dan genotipe cabai berdasarkan analisis isoenzim.
2. Mendapatkan perbedaan antara genotipe cabai merah.
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METODA PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan di rumah plastik, kebun percobaan Pemuliaan dan Bioteknologi
Tanaman Fakultas Pertanian, Universitas Jenderal Soedirman, Purwokerto. Analisis isoenzim
dilaksanakan di Laboratorium Biologi Molekular dan Seluler, Pusat Bioteknologi dan [Imu Hayati IPB,
Bogor. Penelitian dimulai pada bulan April sampai Agustus 2013.

Bahan dan Alat

Benih 12 genotipe cabai (G): G; (G3257), G, (G9854), G; (G6357), G4 (X4271), G5 (Jatilaba),
Ge (Randu), G; (G9854xRandu), Gg (RanduxJatilaba), Gg (X4271xG6321), G1o (Randu x G6321), Gy,
(G3257xG6321), dan Gy, (Gada). Penamanan dilakukan di polibag dalam rumah plastik dengan
tanah sebanyak 10 kg, diberikan pupuk organik dan pupuk NPK. Perlindungan terhadap hama
diberikan Furadan 3 G dan Decis sesuai anjuran. Bahan yang digunakan adalah daun tanaman cabai
sebanyak 12 genotipe, larutan buffer Tris, serta pewarna esterase (EST), malat dehidrogenase
(MDH), asam phospatase (ACP), peroksidase (PER), dan pewarna I2KI 0,2 %. Peralatan yang
digunakan adalah kaca preparat, cawan petri, gelas piala, pisau, pinset, pipet, elektroforesis, high
voltase power supply, penangas air, ruang pendingin, alat pemotong gel, nampan tempat pewarnaan,
penggaris millimeter dan penggaris micrometer. Bahan untuk isoenzim adalah : pati kentang; L-asam
askorbat, L-sistein, Triton-X-100, PVP-40 dan Na,HPO,4.2H,0 (bahan buffer pengekstrak ); L-histidin
monohidrat (bahan buffer gel); Asam sitrat monohidrat, Tris hidroksimetil aminometan (bahan buffer
elektroda); Sodium fosfat, 1-naftil asetat, 2-naftil asetat, aseton, fast blue RR salt (bahan pewarna
esterase); natrium asetat, CaCl, H,O, 3-amino-9 etilkarbasol (bahan pewarna peroksidase); Tris-HCI,
NAD Malic acid, NBT atau MTT, PMS (bahan pewarna malat dehidrogenase); buffer natrium asetat,
Na-a-naftil asam fosfat, MgCl, fast garnet GBG salt (bahan pewarna asam fosfatase); bromfenol biru
(pewarna penanda migrasi pita).

Deteksi pola pita isoenzim dengan analisis isoenzim hasil elektroforesis. Enzim yang digunakan
Asam fosfatase (ACP), Esterase (EST), Malat dehidrogenase (MDH), dan Peroksidase (PER). Data
kuantitatif diperoleh dengan menghitung nilai mobilitas relatifnya. Pola pita yang terbentuk digambar
dalam bentuk zimogram dan diukur jarak migrasi atau mobilitas relatif pitanya (Rf). Nilai Rf diperoleh
dari perhitungan jarak migrasi pita dibagi panjang gel. Hubungan kekerabatan diperoleh dari pola pita
yang dihasilkan dan dibuat data dengan nilai 1 pada pita yang muncul dan nilai O pada pita yang tidak
muncul. Analisis pengelompokan dengan analisis Cluster Hierarchical metode Between Groups
Lingkage dengan sistem Binary Dice Program SPSS 13.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil analisis isoenzim menunjukkan bahwa empat enzim yang digunakan mempunyai
keragaman pola pita. Jumlah pola pita yang tampak berkisar 5-12 pola. Jumlah pita yang dari 12
genotipe cabai yang dicoba beragam, berkisar 1-5 pita. Banyaknya pola pita yang terbentuk
menunjukan keragaman sifat antar genotipe yang dicoba (Kumasr et al, 2013; Sugiarti, 2002).

Gambar 1 menunjukkan bahwa aktivitas enzim asam fosfatase (ACP) bergerak ke arah anoda
(+). Hal ini menunjukkan bahwa enzim ACP tersusun dari asam amino negatif. Asam amino saat
elektroforesis akan bergerak ke arah kutub yang berlawanan dengan muatannya (Salisbury dan Ross,
1993).
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Gambar 1. Zimogram Asam fosfatase (ACP) pada 12 genotipe cabai

Hasil analisis enzim ACP dari 12 genotipe cabai hanya menghasilkan satu pita isoenzim
dengan Rf berbeda. Menurut Weeden dan Wendel (1989), sistem enzim ACP dapat menunjukkan
jumlah pita berkisar 2 sampai 4 pita isoenzim. Pita-pita tersebut dikelompokkan menjadi 6 pola pita.
Hasil pola pita merupakan kombinasi antara jumlah pita dan jarak migrasi (Kumar et al., 2014; Suketi,
1994). Pola pita tersebut merupakan hasil reaksi enzimatik dari substrat dengan enzim yang diamati
(Ketty, 1994).

Daerah mobilitas enzim asam fosfatase (ACP) terletak pada Rf 0,29-0,48. Jarak mobilitasnya
relatif pendek. Hal ini dapat diartikan bahwa ACP mempunyai bobot molekul enzim tinggi. Enzim
dengan bobot molekul yang rendah akan mempunyai jarak mobilitas yang relatif panjang (Sugiyarta,
1988). Setiap sistem enzim dapat berkaitan dengan ketahanan tanaman terhadap cekaman biotik
(Chaiyawat et al., 2008).

Nilai Rf terkecil ACP dimiliki oleh G,, sebesar 0,29 dan Rf terbesar bernilai 0,48 dimiliki oleh
genotipe G;. Jarak Rf lainnya bernilai 0,45 dimiliki genotipe G,. Nilai Rf 0,35 ditempati oleh genotipe
cabai hasil persilangan G; dan G,,. Pita-pita isoenzim yang nilai Rf sama berarti mengandung enzim
dimana struktur, muatan listrik, ukuran serta berat molekul sama (Prasetyaningsih, 2002). Hal ini
berarti genotipe G; dan G;o mempunyai kandungan enzim ACP yang sama. Genotipe cabai merah G,
G,4 dan Gs (nilai Rf 0,39) kandungan enzimnya sama demikian pula kelompok genotipe cabai Gg, Gg,
Gy dan Gy (nilai Rf 0,32). Pola pita 1, 2 dan 6 berturut-turut terdapat pada genotipe cabai G, G, dan
Gy,. Pola pita 5 dimiliki 2 genotipe yaitu G; dan Gy, Pola pita 3 terdapat pada G, G, dan Gs
sedangkan pola pita 4 terdapat pada genotipe cabai Gg, Gg, Gg, dan G;. Genotipe yang mempunyai
pola pita yang sama dapat diartikan sifat yang dimiliki sama (Handoko, 2005). Pita-pita yang terbentuk
pada 12 genotipe cabai relatif tipis seperti pada Gi, G,, G; dan G,4. Beberapa pita terlihat agak tebal
seperti pada Gg, G1o dan G1;. Pita isoenzim yang tipis menunjukkan bahwa aktivitas enzimnya rendah,
sedangkan pita isoenzim yang tebal menunjukan aktivitas enzimnya yang tinggi (Prasetyaningsih,
2002).

59



PROSIDING Seminar Nasional Pangan, Energi, dan Lingkungan 2015
ISBN 978-602-72221-0-6 “Kontribusi Bidang Pangan, Energi, dan Lingkungan di Indonesia dalam Menghadapi MEA
(Masyarakat Ekonomi ASEAN)”
BIDANG 1

Pekalongan, 31 Januari 2015

Rf (+)

0,3 |

0,2 |

0
G Gy Gs Gy Gs Gg G7 Gg Gy Gy Gyi1 Gpo

PL PL P1 PL P2 PL Pl P1L P1 P3 P4 P5

Genotipe cabai merah

Keterangan: P;-Ps = Pola Pita Isoenzim
Gambar 2. Zimogram Esterase (EST) pada 12 genotipe cabai merah

Hasil analisis enzim Esterase (EST) menunjukkan semua pita menuju ke arah kutub positif
(Gambar 2). Daerah mobilitas EST terletak antara Rf 0,36-0,52. Jarak mobilitasnya merupakan jarak
paling pendek dibandingkan dengan sistem enzim lainnya. Hal ini tidak sesuai dengan pernyataan
Sugiyarta (1988) bahwa esterase termasuk kelompok enzim dengan bobot molekul yang rendah
sehingga jarak mobilitasnya relatif panjang.

Sistem enzim EST menunjukkan keragaman pita yang rendah. Jumlah pita yang muncul hanya
satu pita isoenzim. Menurut Weeden dan Wendel (1989), sistem enzim esterase dapat menunjukkan
jumlah pita berkisar 2-10 pita isoenzim. Pola pita yang dihasilkan sebanyak 5 pola. Ketebalan
masing-masing pita relatif sama. Pita yang terbentuk agak tebal, beberapa pita relatif tipis. Penebalan
pita berarti aktivitas isoenzim tersebut sangat tinggi. Namun penebalan pita tersebut dapat juga
karena terbentuknya pita-pita yang letaknya berdekatan. Hal ini menyebabkan terlihat seolah-olah
hanya satu buah pita yang tebal (Nina, 1995).

Genotipe cabai merah G; mempunyai kemiripan dengan G,, G, G; Gg G7, Gg dan Gy,
termasuk pola pita 1. Pita-pita yang tergolong pola pita 1 mempunyai nilai Rf terbesar yaitu 0,48. Pola
pita 2, 3, 4 dan 5 dimiliki masing-masing hanya 1 genotipe. Pola pita 2, 3, 4 dan 5 berturut-turut
terdapat pada Gs, Gy, G1; dan Gi,. Genotipe yang mempunyai pola pita yang berbeda mempunyai
arti sifat yang berbeda. Nilai Rf dari masing-masing pola pita berturut-turut yaitu 0,52; 0,45; 0,39 dan
0,36. Nilai Rf yang terkecil dimiliki oleh Gy,. Rf kecil berarti pergerakan pita pada gel pendek, berarti
bobot molekulnya berat. Pergerakan pita berkaitan dengan bobot molekul, semakin rendah bobot
molekul maka semakin panjang mobilitas pitanya dan sebaliknya.

Hasil analisis enzim MDH menunjukkan bahwa daerah mobilitas MDH terletak Rf 0,24-0,73
(Gambar 3). Aktivitas enzim MDH bergerak ke arah anoda (+). Jarak mobilitas MDH relatif panjang
dibandingkan ACP dan EST. Jumlah pita yang muncul berkisar antara 3-4 pita isoenzim. Menurut
Weeden dan Wendel (1989), sistem enzim MDH dapat menunjukkan jumlah pita sebanyak 3 pita
isoenzim. Pola pita yang terbentuk dikelompokkan menjadi 7 pola pita. Pengelompokkan pola pita
tersebut berdasarkan kesamaan jumlah pita dan jarak migrasinya (Sugiarti, 2002; Kumar et al, 2013).
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Gambar 3. Zimogram Malat dehidrogenase (MDH) pada 12 genotipe cabai merah

Pola pita 1 memiliki 4 pita isoenzim dengan ketebalan yang agak sama. Pola pita ini hanya
memiliki 1 genotipe cabai yaitu G;. Genotipe G, memiliki kesamaan pola pita dengan genotipe Gy,
termasuk pola pita 2. Kesamaan tersebut baik dari segi jumlah dan jarak migrasi pita serta ketebalan
pita. Pola pita 3 hanya memiliki 1 genotipe yaitu G yang terdiri 3 dari pita isoenzim.

Genotipe Jatilaba mempunyai kesamaan dengan Gg, memiliki 4 pita isoenzim dan termasuk
pola pita 4. Pola pita 6 dan 7 terdiri hanya 1 genotipe, berturut-turut yaitu Gg dan G,;,. Genotipe-
genotipe yang tidak mempunyai kesamaan pola pita isoenzim mempunyai sifat yang berbeda. Pola
pita 5 terdiri 4 genotipe (G7, Gg, G1o dan G;;) yang sama jumlah, ketebalan dan jarak migrasi pitanya.
Hal ini berarti genotipe G+, Gg, G1 dan G;; mempunyai kesamaan pada enzim ini.
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Gambar 4. Zimogram Peroksidase (PER) pada 12 genotipe cabai merah

Pita-pita yang terbentuk hasil analisis enzim PER bergerak ke arah anoda (+) dan juga ke arah
katoda (-) (Gambar 4). Asam amino negatif yang menyusun PER lebih banyak dibandingkan asam
amino positif. Hal ini ditunjukkan dengan jumlah pita yang bergerak ke arah anoda lebih banyak
dibandingkan yang bergerak ke arah anoda (+).

Aktivitas PER terletak pada daerah mobilitas antara Rf -0,80-0,92. Jarak mobilitas PER paling
panjang dibandingkan jarak mobilitas enzim lainnya. Hal ini menunjukkan bahwa PER termasuk
kelompok enzim dengan berat molekul rendah sehingga pergerakan pitanya di gel relatif panjang.
Jumlah pita yang muncul pada hasil analisis PER berkisar antara 2-5 pita isoenzim. Menurut Rahmiati
(2005), banyaknya pita yang muncul menunjukkan bahwa enzim PER lebih aktif dari isoenzim lainnya.
Sistem enzim PER mempunyai aktivitas tinggi sehingga mudah dianalisis dan membedakan genotipe
(Malik dan Singh, 1980; Kumar et al., 2014).
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Hasil analisis PER menunjukkan keragaman berdasarkan pola pita. Pola pita yang terbentuk
dikelompokkan menjadi 12 pola pita. Menurut Mansyah et al. (1999), adanya variasi (polimorfisme)
dari pola pita isoenzim yang dihasilkan menunjukkan bahwa genotipe-genotipe yang diuji mempunyai
variabilitas genetik yang luas.

Pola pita 1, 2, 3, 4, 5 dan 6 berturut-turut yaitu G,, G,, Gz, G4 dan Gs. Pola pita 7, 8, 9, 10, 11
dan 12 berturut-turut yaitu G;, Gg, Gg, G19, G1; dan Gi,. Pola pita terbanyak (5 pita isoenzim) dimiliki
oleh genotipe cabai G;o sedangkan pola pita yang paling sedikit (2 pola isoenzim) dimiliki oleh
genotipe Gi;. Berdasarkan pola pita isoenzim PER, genotipe-genotipe cabai yang diuji tersebut
berbeda. Perbedaan pola pita ini adalah pengaruh dari perbedaan bobot muatan asam amino
penyusun enzim genotipe-genotipe tersebut (Hadiati, 2003).

Tabel 1. Keragaman jumlah dan pola pita isoenzim pada 12 genotipe cabai

No Isoenzim Jumlah pita Pola pita
1  Asam fosfatase (ACP) 1 6

2 Esterase (EST) 1 5

3 Malat dehidrogenase 3-5 7

4 Peroksidase (PER) 2-5 12

Keragaman pola pita terlihat pada hasil analisis isoenzim PER. Enzim PER menunjukkan pola
pita yang terbanyak (12 pola pita isoenzim) dibandingkan enzim lainnya (Tabel 1). Perbedaan pola
pita isoenzim berkaitan dengan perbedaan susunan asam amino dari enzim-enzim yang dianalisis
(Weeden dan Wendel, 1989). Keragaman pola pita menunjukan bahwa genotipe-genotipe yang
dianalisis memiliki keragaman genetik yang tinggi.

Tabel 2. Kesamaan pola pita isoenzim dari 4 sistem enzim yang digunakan

No Isoenzim Genotipe
1 ACP,EST Gz dan G,
2 EST, MDH G, dan G,
3 ACP, EST ,MDH Gg dan Gy

Berdasarkan tabel di atas, genotipe G; dan G4, mempunyai kesamaan pola pita pada sistem
enzim ACP dan EST. Sistem enzim EST dan MDH yang memiliki kesamaan pola pita adalah genotipe
G, dan G,. Berdasarkan sistem enzim ACP, EST dan MDH, genotipe cabai Gg dan Gg (Tabel 2). Hal
ini dapat diartikan bahwa genotipe cabai yang memiliki pola pita yang sama memungkinkan memiliki
sifat yang sama.

Hasil analisis pengelompokan berdasarkan pola pita isoenzim dari genotipe-genotipe cabai
merah ditampilkan dalam bentuk dendogram seperti nampak di bawah ini.
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Gambar 5. Dendogram kemiripan genetik 12 genotipe cabai merah berdasarkan gabungan enzim
(ACP, EST, MDH dan PER)

Berdasarkan dendogram gabungan empat enzim yang digunakan genotipe-genotipe cabai
dikelompokkan dalam 3 kelompok pada koefisien keragaman 0,19. Kelompok pertama dari
dendogram terdiri dari 4 genotipe (Gg, Gg, G1p dan Gy;). Kelompok kedua, dari dendogram hanya 1
genotipe cabai yaitu Gi,, dan kelompok ketiga terdiri-dari 7 genotipe cabai (Gs, Gs, Gg, G7, G2, Gy,
dan G,).

Berdasarkan dendogram ACP, EST, MDH, serta PER, dan dendogram gabungan, Gg dan Giq
menunjukkan adanya kekerabatan yang dekat. Kedua genotipe ini selalu berada dalam satu
kelompok. Individu yang memiliki hubungan kekerabatannya dekat kemungkinan besar memiliki
kemiripan sifat yang tinggi. Genotipe cabai Gg dan Gy berasal dari tetua yang berbeda berdasarkan
dendogram dan ini sejalan dengan perilangan yang telah dilakukan.

Pengelompokan berupa dendogram hanya berdasarkan pada susunan pola pita isoenzim yang
muncul. Pengelompokan ini belum dapat menunjukan secara pasti asal tetua genotipe-genotipe yang
divji. Penelitian mengenai isoenzim juga telah dilakukan oleh Sujalmo (2005), dari hasil penelitian
didapatkan keragaman diantara galur padi gogo toleran kekeringan. Semua sistem enzim yang
digunakan dapat menunjukkan pengelompokan dan jarak genetik berdasarkan variasi pola pita
isoenzim.

KESIMPULAN DAN SARAN

1. Hasil analisis pola pita isoenzim dengan empat sistem enzim (ACP, EST, MDH dan PER) terdapat
keragaman pada genotipe cabai merah yang dicoba.

2. Hasil analisis kekerabatan 12 genotipe cabai merah dapat dikelompokkan dalam 3 kelompok
berdasarkan koefisien keragaman 0,19. Kelompok pertama ada 4 genotipe cabai (Gg, Go, G1p dan
G11), kelompok kedua dengan 1 genotipe cabai (G;,), dan kelompok ketiga ada 7 genotipe cabai
(Gg, Gs, Gg, G7, Gy, Gy, dan Gl)

3. Genotipe hasil persilangan antara Randu x Jatilaba mempunyai kemiripan dengan X4271xG6321.
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Saran yang diberikan adalah :
Pemilihan genotipe cabai merah yang dapat digunakan sebagai bahan persilangan dipilih
yang keragaman jauh.
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