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Abstrak

Keragaman 6 lokus enzim pada 3 populasi Dioscorea bulbifera telah diperiksa dengan memakai elektroforesis
pati/poliakrilamid gel. Pada penelitian ini terdapat 3 lokus polimorfik dengan masing-masing 2 (dua) alel sehingga total
9 alel telah ditemukan pada seluruh populasi yang diperiksa. Keragaman alel lebih tinggi dalam populasi (Hs=0,08)
dibanding antar populasi (Dst=0,04). Aliran gene sebesar 0,53 adalah memperlihatkan nilai yang tinggi akibat antar
populasi hanya mengalami sedikit diferensiasi secara genetik. Hal ini didukung oleh perbedaan genetik antar populasi
berkisar antara 0,028-0,129. Dari data isozim ini besar kecenderungan telah terjadi diferensiasi genetik antara populasi
yang terdapat di sebelah Barat dan sebelah Timur Bukit Barisan.

Abstract

The variety of six enzymes locus on three populations of Dioscorea bulbifera was revealed using both starch and
polyacrilamide gel electrophoresis. Present study showed three polymorphic loci has each 2 alleles with nine total
numbers of alleles for all populations examined. The higher alleles variety detected within population (Hs=0,08) than
among population (Dst=0,04). The high levels of gene flow (0.53) were due to low differentiation among population.
This result supported low levels genetic variation among population examined. Alozime data revealed moderate
differentiation genetically between Western and Eastern part population from Bukit Barisan edge.
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1. Pendahuluan

Potensi evolusi suatu species tergantung kepada variasi genetik yang terkandung dalam populasinya Oyama [1].
Populasi suatu species dapat memperlihatkan perbedaan derajat variasi genetik tertentu berkaitan dengan sistem
reproduksi, asal-usul Hamrick dan Godt [2], penyebaran Babel dan Selander [3], dan sejarah geologisnya Lager-crantz
dan Ryman [4]. Pada akhir-akhir ini penelitian terhadap sebaran dan variasi genetik berbagai jenis tumbuhan meningkat
pesat karena sangat berkaitan erat dalam mempelajari proses evolusinya Pleasant dan Wendel [5].

Gadung (Dioscorea) adalah salah satu tumbuhan berumbi sudah dilaporkan oleh ahli Botani Belanda di Malay
Peninsula, salah satu jenisnya adalah Dioscorea bulbifera (Dioscoreaceae). Jenis gadung ini banyak ditemukan di
Sumatera. Jenis ini mempunyai keunikan dibanding jenis gadung lainnya yaitu mempunyai umbi udara sehingga dikenal
juga dengan nama “kentang udara” (air potato) Martin [6]. Umbi udara dapat mencapai berat 600 g, dihasilkan setelah
tumbuhan berumur tiga bulan, dan setelah berumur enam bulan tumbuhan mati Dahlan [7].

Tumbuhan Dioscorea terkenal dikalangan kaum taksonomis karena mempunyai banyak problem dalam bidang
sistematik Morton [8]; Bartlett [9]; Wilkin [10]; Xifreda [11]. Hal ini disebabkan karena banyak spesies yang belum
teridentifikasi/belum dikenal. Penelitian tentang sistematik jenis-jenis Dioscorea ini sekarang banyak dilakukan oleh
berbagai institusi penelitian di dunia.
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Dioscorea mempunyai wilayah distribusi yang luas, maka akan menjadi persoalan yang menarik untuk mengetahui
variasi genetik tumbuhan ini. Variasi genetik dapat dimulai dari menganalisa kromosom seperti jumlah kromosom dasar
dan variasi lainnya dengan melakukan studi kariotipe Maideliza [12]; Okada & Tamura [13]. Telah dilaporkan bahwa
Dioscorea mempunyai jumlah kromosom dasar x=9 atau x=10, Degras [ 14]. Pada tingkat populasi dapat dikembangkan
kepada analisa protein (isozim) seperti yang dilakukan sekarang ini. Tumbuhan yang berasal dari daerah berbeda dapat
saja mempunyai genetik/ kariotipe berbeda karena perbedaan evolusi dan sejarahnya Maideliza [15].

Sejak era 1930-an Tiselius [16] pasangan teknik elektroforesis dan pola alozim (zimogram) Hunter dan Market [17]
telah menjadi pilihan untuk mempelajari peristiwa pewarisan genetik oleh para ahli genetika, sistematika, dan biologi
populasi Gottlieb [18]; Brown [19]. Diantara banyak teknik elektroforesis untuk protein, isozim sudah digunakan secara
luas karena lebih efisien dan relatif lebih murah terlebih dalam mempelajari variasi yang intra spesifik.

Pada penelitian sekarang ini dilakukan pemerikasaan terhadap populasi D. bulbifera dari beberapa tempat di Sumatera
Barat dan sebagai tambahan dibandingkan pula dari beberapa populasi di Bengkulu. Penelitian ini adalah studi
pendahuluan yang bertujuan untuk: 1. mengetahui keragaman alel inter dan intra populasi, 2. membandingkan
keragaman alel antara populasi disebelah barat dan timur Bukit Barisan..

2. Metoda Penelitian

a. Koleksi Bahan di Lapangan

Sampel Dioscorea bulbifera dikoleksi dari populasi alami di lapangan. Populasi terdiri dari dua populasi utama yaitu
populasi Barat dan populasi Timur Bukit Barisan. Pada setiap populasi utama dibagi 5 (lima) sub populasi, sehingga
total sub-populasi berjumlah sepuluh sub-populasi. Pada setiap sub-populasi dikoleksi minimal 10 individu. Bagian
tanaman yang dikoleksi adalah umbi udara yang sudah matang apabila ditemukan atau umbi utama bila tidak ada umbi
udara.

b. Penanaman Ulang

Umbi yang sudah dikoleksi dari beberapa populasi di lapangan ditanam kembali. di Pusat Penelitian Sumberdaya Hayati
dan Bioteknologi, IPB Bogor. Individu dikelompokkan per populasi. Tanaman dirawat untuk diambil daun mudanya
yang biasanya telah berkembang dua (2) bulan setelah di tanam. Daun muda ini akan digunakan sebagai sumber enzim
yang akan di analisa dengan elektroforesis menggunakan gel poliakrilamid.

c. Penyediaan sampel enzim
Daun muda setiap individu seberat 0,2 g di digerus memakai lumpang porselen dengan menambahkan bufer Tris-HCI
dengan komposisi seperti pada Tabel 1.

Tabel 1. Komposisi larutan grinding bufer untuk allozim

Komponen Jumlah | pH
Tris-HCl 80mM | 7,5
2-Merkaptoetanol 0,60% -
EDTA (tetrasodium salt) 0,8 mM
Polyvinilpirolidon 0,60%
Sucrosa 0,16 M
Polietilenglikol (BM 3.350) 1,60%

Bovin serum albumin 0,10%
Gliserol 20%

d. Elektroforesis
Elektroforesis dilakukan dengan memakai dua plate vertikal masing-masing dengan 20 sumur. Gel poliakrilamid yang
digunakan adalah 3% untuk bagian atas (spacer gel) dan 7,5% bagian bawah (running gel). Pada setiap sumur

dimasukkan 20 mikro liter sampel. Elektroforesis berlangsung dalam kondisi suhu 5 O9C, voltase 300 volt (40 amper)
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selama 4-5 jam dengan memakai Bufer Tris-HCI, pH 8,9 (Tabel 1). Untuk mempermudah mengetahui waktu akhir
elektroforesis dipakai penanda Bromofenol 1.5%.

e. Pewarnaan
Untuk menentukan posisi pita enzim dipakai pewarnaan metoda Soltis et al. [20] dengan memakai prosedur pewarnaan
mengikuti metoda Wendel dan Weeden [21].

f. Analisa statistik

Untuk menganalisa variasi genetik untuk setiap populasi digunakan soft-ware POPGENE Yeh et al. [22] kecuali untuk
menghitung aliran gene digunakan soft-ware FSTAT Goudet [23]. Analisa mencakup perhitungan koefisien perbedaan
genetik (genetic distance). Setiap lokus dianggap polimorfik apabila frekuensi alel dominannya tidak melebihi 0,95%.

Distribusi total variasi genetik pada populasi dihitung menggunakan statistik Nei [24]. Fiksasi indeks dibandingkan
dengan proporsi genotip berdasarkan perkiraan persamaan Hardy-Weinberg. Pada setiap lokus polimorfik keragaman
alel dilambangkan sebagai berikut:

1. Diversitas gen total (HT) (1)
2. Diversitas gen dalam populasi (Hg) 2)
3. Diversitas gen antar populasi (DgT) 3)

4. Hubungan ke tiga rumus (Hy=Hg+Ds1)  (4)
5. Differensisi populasi (G§T=DsT/HT) )
6. Aliran gen (Nm =(1- Gg1)/4 GST) (6)

Perbedaan genetik (Genetic distance) dihitung berdasarkan Nei [23] yang dihitung antar populasi kemudian nilai ini
digunakan untuk menyusun dendrogram menggunakan UPGMA (unweighted pair group method with arithmetric

average) dengan menggunakan soft-ware NTSY S-pc Rohlf [24].

Untuk menentukan posisi setiap sistem enzim dipakai metoda [20-21]. Lokus ditentukan dengan cara menginterpretasi
pita (band) yang terbentuk paling jauh migrasinya ke kutub anoda sebagai lokus /, lokus 2, dan seterusnya, cara yang
sama dipakai juga untuk menentukan alel, yaitu pita yang bermigrasi paling jauh pada suatu lokus ditandai sebagai alel
a, berikutnya alel b dan seterusnya.

3. Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini beberapa sistem enzim sudah dicoba namun hanya Peroxidase (Per) Esterase (Est) yang dapat di
interpretasi (Gambar 1). Pada sistem Peroxidase dapat diinterpretasi 4 (empat) lokus sedangkan pada sistem Esterase
dapat diinterpretasi 3 (tiga lokus) sehingga total lokus yang diinterpretasi berjumlah 6 (enam) lokus (Tabel 2).

Pada penelitian ini tiga dari 6 lokus yang diperiksa (Per3, Per4 dan Est2), adalah polimorfik (lokus polimorfik),
sedangkan lokus lainnya dalam bentuk monomorfik (lokus monomorfik). Seluruh lokus polimorfik yang didapatkan
hanya mempunyai dua alel sehingga total jumlah alel adalah 9 (sembilan). Lokus polimorfik ini hanya ditemukan pada
sampel yang berasal dari Bengkulu. Lokus polimorfik Per3 dan Per4 adalah berstruktur dimerik, sedangkan Est2
berstruktur monomerik berdasarkan peneliti terdahulu [21].

Jumlah individu/sampel yang digunakan untuk menganalisa keragaman protein pada penelitian masih dirasa kurang (ada
yang hanya 4 individu pada satu populasi). Hal ini terjadi karena di lapangan sangat sulit untuk mendapatkan sampel
yang berbeda asalnya. Kebanyakan sampel yang ditemukan di lapangan adalah berasal dari satu individu yang sama
karena biasanya penduduk yang menanam mendapatkannya dari tetangga atau sanak famili.

Pada tiga polimorfik lokus seperti pada Per3 (0.28), Per4 (0.10), dan Est2 (0.21) mempunyai prosentase alel terendah
berkisar dari 10-23%. Hal ini memperlihatkan bahwa besar kemungkinan akan ditemukan alel-alel lain apabila sampel
diperbanyak. Hal ini mengingat dengan jumlah sampel yang terbatas seperti sekarang persentase alel minoritas 10%
pada lokus polimorfik tergolong cukup tinggi.
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Keragaman genetik pada D. bulbifera berada dalam populasi seperti disajikan pada Tabel 3. Nilai Hs (0,08) jauh lebih
besar dari pada nilai Dsz (0,04) mengindikasikan perbedaan genetik akan terlihat didalam populasi. Perbedaan genetik
yang rendah antar
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Gambar 1. Pola pita protein pada D. bulbifera

Tabel 2. Jumlah lokus, jumlah dan frekwensi alel untuk setiap lokus pada dua sistim enzim pada D. bulbifera

Populasi
Lokus Alel
PYK PDG BKL

Perl A 1 1 1
Per2 A 1 1 1

A 1 1 0.773
Per3

B 0 0 0.227

A 1 1 0.896
Per4

B 0 0 0.104
Estl A 1 1 1

A 1 1 0.208
Est2

B 0 0 0.792

populasi disebabkan oleh aliran gen yang cukup tinggi antar populasi yang tampak pada nilai Gst (0.312) dengan nilai
aliran gen (0.53, Tabel 3). Hasil ini jauh lebih tinggi jika dibandingkan dengan spesies tanaman yang mempunyai sistem
penyerbukan endiri seperti R. silerifolius (Gst=0,58; Aliran gen=0,17) seperti yang dilaporkan oleh Maideliza dan
Okada [25]. Aliran gen pada D. bulbifera yang terdeteksi pada saat ini cukup tinggi, ini biasanya didapatkan pada
tanaman yang kawin silang dan berkembang biak dengan biji. Namun hal ini sangat bertentangan dengan kenyataan di
lapangan yakni tanaman D. bulbifera ini lebih banyak berkembang biak dengan umbi yang keluar dari batang. Ada dua
kemungkinan dalam hal ini. Kemungkinan pertama D. bulbifera yang didapatkan saat ini sudah terdiferensiasi menjadi
beberapa varitas, sedangkan kemungkinan yang kedua D. bulbifera yang didapatkan tersebar pada beberapa daerah ini
berasal dari satu sumber genetik dengan tipe genetik berbeda kemudian tersebar keberbagai tempat dengan bantuan
manusia.
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Jarak Genetik

PYK

Gambar 2. Fenogram UPGMA berdasarkan jarak genetik pada D. bulbifera
PYK
PDG
Tabel 3. Keragaman genetik pada D. bulbifera
BKL
BKL
PDG
PDG
PDG
PDG
-0.0 0.0 0.1 0.2 0.2
Jarak Gene 197
Aliran

Lokus |Ho |Hs |Ht |Dst |Gst G
en

Per3 0 0.13 |0.15 |0.01 [0.08

Per4 0.07 (0.06 (0.07 [0.01 [0.06

Est2 0 0.29 (0.50 |0.21 [0.41

Total |0.01 {0.08 |0.11 {0.04 [0.31 0,53

Tabel 4. Jarak genetik antar populasi pada D. bulbifera berdasarkan Nei 1978

Populasi PYK PDG BKL
PYK -
PDG 0.1291 -
BKL 0.0435 0.0276 -

Ho=perkiraan heterozigot, Hs=keragaman genetik dalam populasi, Dst= keragaman genetik antar populasi Ht=total keragaman
genetik, Gst=total perbedaan genetik

Jarak genetik antar populasi pada penelitian ini didapatkan berkisar dari 0,028 — 0,129 (Tabel 4). Jarak genetik terbesar
0,129 didapatkan antar populasi Padang (PDG) dengan Bengkulu (BKL), dan terkecil antara populasi BKL dengan
populasi PDG. Berdasarkan jarak genetik ini didapatkan fenogram seperti pada Gambar 2. Dari fenogram yang didapat
menempatkan populasi PDG dan BKL dalam satu klaster dan terpisah dari populasi PYK. Hal ini memperlihatkan
bahwa secara genetik populasi PDG lebih mempuyai kemiripan dengan populasi BKL dibanding dengan populasi PYK.
Hal ini juga dapat mengindikasikan populasi yang ada di bagian Barat Bukit Barisan sudah mulai berbeda secara genetik
dari populasi di bagian Timur Bukit barisan. Namun Hal ini menjadi berbeda apabila beberapa populasi PDG, PYK, dan
BKL di pisah menjadi populasi-populasi lebih kecil seperti pada Gambar 2. Hal ini dapat terjadi karena beberapa
individu kemungkinan berasal dari tempat yang sama meskipun sudah menjadi populasi yang berbeda pada saat
sekarang. Misalnya beberapa populasi dari Payakumbuh (PYK) meskipun sekarang dipisahkan oleh Bukit barisan akan
tetapi lokasinya cukup dekat dengan Padang (PDG) sehingga sangat mudah disebarkan oleh manusia yang interaksinya
berlangsung cepat karena jaraknya yang dekat. Populasi yang didapatkan seperti ini pada Gambar 2 didapatkan pada
satu klaster yang sama.
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Pada populasi yang diperiksa sekarang sangat jarang ditemukan hetero zigot (hanya 0,076). Hal ini sangat mudah
dipahami karena perbanyakan tanaman ini sekarang lebih dominan dengan bulbil yang dihasilkan pada batang.
Meskipun tanaman ini masih menghasilkan bunga namun hampir tidak ada menghasilkan biji. Adapun heterozigot yang
terdeteksi sekarang adalah kemungkinan peninggalan tipe-genetik masa lampau yang masih eksis sampai sekarang.

4. Kesimpulan

Keragaman alel D. bulbifera berada dalam (inter) populasi. Populasi sebelah Barat dan sebelah Timur Bukit Barisan
memperlihatkan keragaman alel yang tinggi.
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