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ABSTRAK

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mencari genotype yang toleran
terhadap kekeringan. Penelitian ini menggunakan 16 genotipe cabe koleksi dari
Laboratorium pemuliaan dan genetika UIN Suska Riau yang dicobakan dengan
empat primer spesifik yaitu TIL, DREB2A, P5CS, dan Primer Pair 2 (BLAS). Hasil
penelitian menunjukkan dua primer yang mampu mengamplifikasi DNA cabe
yaitu Primer TIL dan Primer Pair 2, tetapi yang mendapat hasil yang sesuai
adalah primer TIL. Berdasarkan hasil amplifikasi primer TIL yang dilihat dengan
hasil elektroporesis,16 genotipe cabe yang di uji terdapat 11 genotipe yang
terdeteksi toleran terhadap kekeringan, genotype tersebut adalah genotype cabe
(RFC-005), cabe (RFC-006), cabe (G-UIN-016), cabe (G-UIN-015), cabe (G-UIN-
065), cabe (UIN-097), cabe (UIN-035), cabe (UIN-100), cabe (UIN-099), cabe
(UIN-037) dan cabe (UIN-096). Sedangkan 5 genotipe yang tidak toleran adalah
cabe (G-UIN-019), cabe (G-UIN-008), (G-UIN-038), cabe (RFC-013) dan cabe
(UIN-036).

Kata kunci : Cabe, Primer Spesifik, PCR, toleran kekeringan.
ABSTRACT

The purpose of this study was to find tolerant genotypes. This research
was conducted on 16 chilli genotypes from UIN Suska Riau Laboratory of
Breeding and Genetics. Using four specific primers wich were TIL, DREB2A,
P5CS, and Primary Pair 2 (BLAS). Results of the study showed amplifikasi of
chilli DNA could be obtained using TIL and Pair 2. Primer however th
corsponding result were obtain only by using Tl to be drought tolerant, while 5
genotypes were found drought intolerant. The drought tolerant genotypes were
(RFC-005), (RFC-006), (G-UIN- 016), (G-UIN-015), (G-UIN-065), (UIN-097),
(UIN-035), (UIN-100), (UIN-099), (UIN-037) and (UIN-096). While 5 intolerant
genotypes were (G-UIN-019), (G-UIN-008), (G-UIN-038), (RFC-013) and (UIN-
036).

Keywoard : Chili, Primer Spesifik, PCR, Drought Tolerant.
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1. PENDAHULUAN

Cabai (Capsicum annum L)
merupakan salah satu komoditas
hortikultura yang mampu tumbuh
dengan baik di daerah tropis atau
daerah subtropical dengan
temperature regional (llbi, 2003
dan Lifebure, 2001). Cabai
menduduki peringkat pertama
baik luas tanam maupun produksi
komoditas sayur-sayuran (BPS,

2018). Hampir di  seluruh
Indonesia masyarakat
menggunakan cabai sebagai

bahan pokok dalam pengolahan
makanan dan sebagai sumber
pendapatan bagi para budidaya
cabai.

Prospek budidaya cabai
memiliki potensi yang sangat
besar. cabai menduduki peringkat
pertama di Riau untuk luas
tanaman sayuran. Tahun 2011
mencapai 3.523 Ha dan
mengalami  penurunan hingga
sampai pada tahun 2015 yang
luas panen tercatat 3.088 Ha.
Begitu juga dengan hasil produksi
Cabai mengalami  penurunan
secara signifikan pada tahun
2015 yaitu 11956 Ton/Ha
(BPS, 2018).

Penurunan hasil produksi
cabai dapat diakibatkan oleh
serangan hama dan penyakit
seperti kutu kebul, antraknosa,
dan busuk buah yang
menyebabkan gagal panen
(Nurfalach, 2010). Selain hama
dan penyakit yang merupakan
kendala bagi petani dalam
penanaman cabai adalah
dampak dari global warming,
dimana pemanasan global
mengakibatkan perubahan iklim

secara rata-rata yang berdampak
pada (Suarsana, 2011). Bencana
kekeringan sering terjadi di
Indonesia. Hasil pengamatan
jangka panjang menunjukkan
bahwa terjadinya musim kemarau
panjang akibat adanya fenomena
anomali iklim global EI Nino pada
umumnya terjadi secara periodik
setiap 5 tahun sekali (Bey et al.,
1992 cit Djazuli, 2010).

Perubahan iklim yang terjadi
saat ini secara umum merugikan
semua pihak, namun dampak
yang cukup besar akan mengenai
sektor pertanian. Salah satu
dampak besar adalah perubahan
siklus musim kemarau dan
penghujan, dan perubahan curah
hujan. Kedua perubahan ini akan
menimbulkan potensi tingginya
kegagalan panen, selain itu
petani akan kesulitan untuk
menentukan  waktu  memulai
bercocok tanam karena
ketidakpastian musim kemarau
dan musim hujan (Departemen
Pertanian, 2007). Kemarau yang
berkepanjangan akan
menyebabkan kekeringan pada
lahan  pertanaman. Sehingga
petani  mengalami  kesulitan
dalam budidaya terutama pada
tanaman cabai.

Kekeringan dan salinitas
adalah dua kondisi lingkungan
utama yang menghambat
pertumbuhan  tanaman dan
menurunkan produktivitas
pertanian secara signifikan. Tidak
semua tanaman dapat
meminimalkan dampak
kekeringan dan kerusakan
dengan mekanisme adaptasi.
Biasanya tanaman yang telah
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berevolusi yang mampu
memberikan ketahanan terhadap
berbagai kondisi yang tidak baik
(Umezawa et al., 2006).
Sementara, petani sangat perlu
memilih  benih yang tahan
terhadap kondisi kekeringan.

Mengantisipasi hal tersebut
dapat dilakukan dengan
menggunakan pendekatan
molekuler untuk mengidentifikasi
tanaman/varietas yang sesuai
dengan  kondisi  kekeringan.
Pendekatan ini lebih efektif
dibandingkan dengan penanda
morfologi  secara tradisional,
karena memungkinkan akses
langsung ke DNA dan untuk
memahami hubungan
kekerabatan  antar  tanaman
(Williams et al., 1990; Paterson et
al., 1991). Selain itu metode ini
dapat mengidentifikasi tanaman
dalam waktu yang singkat
meskipun dalam jumlah yang
besar.

Penanda molekuler seperti
RAPD dan ISSR telah banyak
digunakan di berbagai spesies
tanaman untuk identifikasi,
analisis kultivar, studi populasi
dan pemetaan hubungan genetik
dan juga mencari variasi genetik
dari tanaman yang tahan
terhadap kekeringan. Hal ini
telah dilakukan pada tanaman
tomat dengan pemberian
perlakuan stress (Williams et al.,
1990; Mansour., 2009). Dalam
penelitian ini cara yang
digunakan untuk mencari varietas
cabai (Capsicum anum L.) yang
tahan terhadap kekeringanya
yaitu dengan  menggunakan
primer spesifik dengan tehnik
PCR.

2. METODOLOGI PENELITIAN

Penelitian dilaksanakan
pada bulan April - Mei 2018.
Analisis DNA dilakukan di
Laboratorium Genetika dan
Pemuliaan Fakultas Pertanian
dan Peternakan Universitas Islam
Negeri Sultan Syarif Kasim Riau
Pekanbaru dan untuk PCR
dilaksanakan di Laboratorium
Genetika Fakultas Matematika
[Imu Pengetahuan Alam
Universitas Riau.

Penelitian yang dilakukan di
laboratorium Genetika dan
pemulian UIN Suska Riau melalui
beberapa tahapan yaitu:

Isolasi DNA

Penelitian  ini  dilakukan
dengan beberapa tahap kegiatan
yang harus dilakukan secara
berurut diantaranya adalah :
1) Persiapan Sampel

Masing-masing sampel
diambil dari bagian daun muda
ada tanaman cabai yang sudah
disemai selama dua minggu (2
minggu), sampel diambil dari
daun muda dan sehat yang akan
digunakan untuk isolasi DNA.
Sampel di masukkan kedalam
tempat/mikrotube yang sudah
disediakan dan Dberisi buffer.
Masing-masing sampel diberi
label pada mikrotube tersebut
agar tidak tertukar. Sampel siap
dibawa ke laboratorium untuk
penelitian selanjutnya.
2) Ekstraksi DNA

Bahan yang digunakan
adalah 16 sampel daun segar
galur cabai (Capsicum annum L)
yang sudah disimpan didalam
larutan buffer, metode yang
digunakan dalam ekstraksi DNA
berdasarkan metode Doyle and
Doyle (1990) vyang telah
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dimodifikasi. Tahapan ekstraksi
DNA sebagai berikut :

Tahap 1 daun cabai
yang sudah di siapkan digerus
dengan menambah 500 pl buffer
ekstraksi yang telah dipanaskan
di dalam waterbath sampai daun
Cabai menjadi bubur. Kemudian
dimasukkan kedalam tube, dan
ditambah kembali 500 pl buffer
ekstraksi.

Tahap 2 setelah
penggerusan, sampel di inkubasi
dalam waterbath dengan suhu
650C selama 45-60 menit dimana
setiap 15 menit dikocok perlahan-
lahan, setelah itu didinginkan
pada suhu kamar.

Tahap 3 Setelah itu
diberi 500 pl larutan kloroform
IAA (isoamil alcohol) dengan
perbandingan 24:1 dan dikocok.
Campuran disentrifugasi selama
3 menit dengan kecepatan
11.000 rpm. Dan diambil fase
atas. Tahap ini diulangi selama
3X.

Tahap 4 selanjutnya
ditambahkan dengan 200 pl NaCl
5 M, dan 500 pl isopropanol
dingin kemudian disimpan dalam
freezer 30 menit pada suhu-20°C,
selanjutnya disentrifuge selama 3
menit dengan kecepatan 11.000
rpm. tahap ini akan terbentuk
pellet DNA.

Tahap 5 Kemudian
fase cairan dibuang, pellet DNA
dicuci dengan 300 pl etanol
100%, kemudian disentrifuge
pada kecepatan 11.000 rpm
selama 3 menit.

Tahap 6 tahap kelima
diulangi tetapi dengan
menggunakan etanol 70%, dan
disentrifuge pada kecepatan
11.000 selama 3 menit.

Tahap 7 Selanjutnya
pellet yang terbentuk dikeringkan
dengan membalik tabung di atas
tissu, dengan hati-hati selama 30-
60 menit

Tahap 8 Setelah
cukup kering DNA dilarutkan
dengan menggunakan 50 pl
larutan TE. Selanjutnya disimpan
di dalam freezer pada suhu -20°C
sampai DNA digunakan.

Uji Kualitas DNA

Uji kualitas DNA dilakukan
dengan tujuan untuk melihat
bagaimana kualitas DNA yang
terbentuk, layak atau tidaknya
DNA untuk digunakan pada tahap
selanjutnya. Jika pita terbentuk
dengan jelas dan tegas, maka
DNA layak untuk digunakan
untuk tahap selanjutnya.

Pengujian kualitas DNA diuiji
dengan melakukan elektroporesis
pada gel agarose dengan
konsentrasi 0,8 %  (w/).
Pembuatan gel agarose 0,4 ¢
agarose ditambah 50 ml TAE 1x.
Campuran dipanaskan dengan
menggunakan microwave selama
2 menit hingga larutan bening.
Larutan di atas dituang ke dalam
cetakan gel yang telah disiapkan
(posisi sisir pembuatan sumur
diletakkan dengan jarak 0,5-1
mm dari dasar cetakan. Gel
dibiarkan memadat selama 1 jam.

Elektroporesis  dilakukan
dengan menggunakan buffer TAE
1x pada tegangan 100 volt
selama £ 30 menit (perjalanan
dari arah kutup negatif kearah
kutub positif. Setelah
elektroporesis, gel direndam
dalam larutan etidium bromide (5
uli/500 ml air) selama £ 20 menit,
lalu dibilas dengan menggunakan
air kran selama + 15 menit.
Setelah itu gel diletakkan diatas
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Uv  transmilator. Kemudian
didokumentasi dengan
menggunakan Gel Doc (Bio-rad).

Primer Spesifik
primer yang digunakan yaitu :
- Primer Pair 2 (LOC107843194)

dan DREB2A
Primer ini dirancang dengan
menggunakan gen heat stress
transcription  factor A-3 |
Capsicum annum ] dengan ID:
LOC107843194 sebagai gen
target dan XM_016687411,
Capsicum annum cultivar Zunla-1
chromosome 9, Pepper Zunla 1
(NC _029985.1). Dua di antara
daerah tersebut dipilih untuk
dasar merancang sepasang
primer. Perancangan ini dapat
dilakukan dengan program
computer GeneRunner ataupun
secara semimanual dengan
memperhatikan parameter-
parameter yang umum, antara
lain jumlah nukleotida 15-22
mers, kandungan GC 50% atau
lebih. Tidak terdapat
kemungkinan adanya  saling
komplemen antara basa di dalam
satu rantai primer ataupun antara
primer yang satu dengan lainnya.

- P5CSdanTIL
Primer ini merupakan primer
yang digunakan pada penelitian

terdahulu yang digunakan
tanaman yang berkerabat
solanum. Sehingga

memungkinkan dapat digunakan
sebagai penanda.

PCR

Volume reaksi PCR adalah
15 pl yang terdiri dari 7,5 ul Hot
Star Taq Plus Master Mix
(Qiagen), 1,8 ul primer (5 ul), 1,5
pl coral load 10x, 2 pl DNA

template, dan 2,2 ul H20O bebas
T-Nase. Amplifikasi DNA
dilakukan dengan menggunakan
PCR CFEX 9600 Bio-rad
pengaturan program mesin PCR
adalah sebagai berikut: : pre-
denaturasi 95°C selama 5 menit,
diikuti 30 siklus yang terdiri dari
denaturasi 94°C selama 1 menit,
annealing 36°C selama 1 menit,
extention 72°C selama 1 menit
dan final extention 720C selama
8 menit.

Hasil PCR (5 pl) kemudian
dielektroporesis lagi. Pembuatan
gel sama pada saat uji kualitas
DNA, hanya saja konsentrasi
yang berbeda. Pada saat PCR,
menggunakan gel dengan
konsentrasi 1% (w/v) dan buffer
TAE 1x sebanyak 50 ml. Setelah
itu lakukan elektroporesis selama
30 menit pada tegangan 100 volt
sampai penanda loading dye
berada sekitar 1 cm atas batas
gel bagian bawah. Kemudian gel
direndam dalam larutan etidium
bromide (5 pl/500 ml air) selama
20 menit, kemudian direndam
menggunakan air kran selama +
15 menit. Setelah itu gel
diletakkan di atas uv
transmilator, didokumentasi
menggunakan Gel Doc (Bio-
Rad).

Konfirmasi Hasil yang
diperoleh

Hasil PCR yang dapat
dilihat dengan hasil

elektroporesis, kemudian
kemunculan pita dikonfirmasi
dengan hasil dilapangan yang
diteliti oleh mahasiswa S1
Universitas Islam Negeri Sultan
Syarif Kasim Riau yaitu penelitian
Mainamnah (2017) dan Liani
(2017).
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrasi DNA

Ekstrasi DNA merupakan
tahapan awal yang dilakukan
dalam analisis DNA, keberhasil
dalam mengisolasi DNA sangat
berpengaruh  penting  dalam
keberhasilan penelitian
selanjutnya, tahapan yang

dilakukan merupakan tahapan
mendegradasi sel untuk
mengeluarkan DNA kemudian
mengekstrasi DNA untuk

memperolen DNA yang murni
dan bebas dari kontaminan.

Uji kualitas DNA
merupakan tahap selanjutnya
setelah memperoleh DNA, uji
kualitatif DNA dengan metode
elektroforesis gel agarosa. Uji
kualitas DNA bertujuan untuk
mengetahui keberadaan DNA
dalam larutan sampel yang
diteliti. Elektroporesis merupakan
metode standar yang digunakan
untuk identifikasi, pemisahan dan
purifikasi fragmen DNA.

Pada umumnya untuk
menguji kuantitatif dan kualitatif

10.000 kb

L o~/ el
'\.AM'-‘

=y

Gambar 1. Hasn Ujl Kualitatif 16 Genotype Cabai.

10.000 kb

DNA dapat dilakukan dengan
menggunakan  spektrofotometri
UV-Vis dan elektroforesis gel
agaose. Uji kuantitatif dengan
menggunakan  spektrofotometri
UV-Vis merupakan salah satu
spektrofotometer UV-Vis yang
mempunyai teknologi nano, DNA
murni akan menyerap cahaya
ultraviolet karena adanya basa
purin dan pirimidin. Pita DNA
akan menyerap cahaya pada 260
nm  sedangkan  kontaminasi
protein dan fenol akan menyerap
cahaya pada 280 nm, sehingga
kemurnan DNA dapat diukur
dengan menghitung nilai
absorbansi 260 nm  dibagi
dengan nilai absorbansi 280 nm,
dan nilai kemurnian DNA berkisar
antara 1,8 dan 2,0.

Penelitian ini hanya melakukan
uji  kualitastif DNA dengan
menggunakan elektroporesis gel
agarose, dikarenakan
laboratorium belum memiliki alat
spektrofotometri, dan hasil uji
kualitas DNA dapat dilihat pada
Gambar 1.

A. Marker ( GeneRuler 10.000 kb DNA Ladder), Sampel Cabai No 18(Cabai RFC-
005), 19(Cabai RFC-006), 28(Cabai G-UIN 019), 30(Cabai G-UIN 016), Cabai
33(Cabai G-UIN 008), 37(Cabai G-UIN 015)

B. Marker ( GeneRuler 10.000 kb DNA Ladder), Sampel Cabai No 38(Cabai UIN-
038), 40(Cabai UIN-097), 42(Cabai UIN-035), 44(Cabai UIN-100), 45(Cabai UIN-
099), 46(Cabai RFC-013), 47(Cabai UIN-037), 48(Cabai UIN-096), 49(Cabai UIN-

036)
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hasil uji kualitas DNA
dengan menggunakan
elektroporesis, dengan

konsentrasi 0,8 % (w/v) selama
30 menit dengan tegangan 100
volt. Berdasarkan hasil
dokumentasi DNA yang terlihat
menunjukkan  bahwa kualitas
DNA untuk 16 genotipe cabai
yang diekstrasi memiliki
ketebalan yang hampir sama.
Beberapa genotype yang
memiliki pita DNA yang tipis
terdapat pada genotipe cabai G-
UIN-008 dan cabai RFC-013.
Profil DNA yang tipis
menunjukkan bahwa pada DNA
yang diektraksi memiliki
konsentrasi DNA vyang paling
sedikit dibandingkan  dengan
DNA yang lain. Sehingga ketika
DNA akan digunakan pada tahap
PCR harus dilakukan optimasi
terlebih dahulu, untuk
menghasilkan hasil yang lebih
baik.

Irmawati (2003) menyatakan
bahwa pita DNA yang tebal dan
mengumpul (tidak menyebar)
menunjukkan konsentrasi yang
tinggi, dan DNA total yang
diekstrasi dalam keadaan utuh,
sedangkan pita DNA yang terlihat
menyebar menunjukkan bahwa
pita DNA mengalami pemutusan
molekul DNA pada saat ektraksi
sehingga DNA genom terpotong
menjadi  bagian lebih  kecil.

Terputusnya genom antar
molekul dapat disebabkan
adanya gerakan fisik yang

berlebihan pada saat pemipetan,
pembalikan ependorf, sentrifus,
atau terlalu tinggi temperatur,
selain itu juga dapat disebabkan
oleh bahan kimia tertentu.
Gambar 1. selain
menunjukkan profil pita yang

tebal, terdapat hasil pita DNA
smeer, dan hapir terlihat
diseluruh sampel yang diuiji.
Ketika memperoleh pita yang
smeer hal ini mengindikasi bahwa
hasil ekstrasi DNA tersebut masih
kotor, dikarenakan dalam
kandungan DNAnya masih
mengandung  klorofom  atau
kandungan fennol yang tinggi,
dapat juga di sebabkan oleh
kontaminasi protein, polisakarida
dan RNA (Qiagen, 2002). Smeer
pita yang terlihat tebal dimiliki
oleh sampel 42 vyaitu genotipe
cabai UIN-035 sementara yang
paling tipis smeernya terdapat
pada sampel 46 yaitu genotip
cabai RFC-013 pada sampel
inilah  dapat dikatakan DNA
bersih. Adapun cara lain untuk
menghilangkan  smeer  vyaitu
dengan pengenceran DNA.

OPTIMASI PRIMER

Optimasi primer merupakan
tahapan yang dilakukan untuk
memastikan primer yang akan
digunakan mampu
mengamlifikasi genotipe yang
akan dicobakan. Kemudian hasil
tersebut dilihat dengan cara
elektroporesis sehingga dapat di
ketahui ada atau tidaknya pita
DNA vyang teramplifikasi oleh
primer, selanjutnya kemunculan
pita pada gel manandakan bahwa
primer mampu mengamplifikasi
gen yang akan dituju. Penelitian
ini  bertujuan untuk mencari
genotype dari beberapa cabai
yang toleran terhadap
kekeringan.

Optimasi dilakukan dengan
cara 16 genotip cabai di Bulk
(dicampur) menjadi satu dengan
volume 1pl, kemudian sampel
yang sudah di bulk diamplifikasi
dengan masing-masing primer
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yang digunakan. Primer tersebut
adalah TIL, Primer Pair 2
(BLAST), DREB2A dan P5CS.
Hasilnya kemudian
dielektroporesis untuk melihat
ada atau tidaknya pita yang
teramplifikasi oleh primer. Untuk
melihat hasil optimasi dapat
dilihat pada Gambar 2.

Hasil ke-empat primer yang
diamplifikasi menunjukkan bahwa
2 primer yaitu TIL dan Primer
Pair 2 mampu menghasilkan
pita, sedangkan primer P5CS
memiliki pita akan tetapi dibawah
dari marker, ini menujukkan pita

biner, yang berarti bukan gen
target. Sedangkan pada DREB2A
sama sekali tidak memunculkan
pita. Hal ini dapat disebabkan
karena adanya ketidak cocokan
primer terhadap DNA genotipe
cabai, selain itu juga suhu yang
tidak sesuai ketika amplifikasi
juga dapat mempengaruhi.
Ketidak munculan pita pada
dasarnya menunjukkan bahwa
didalam DNA cabai tidak memiliki
gen target vyang diinginkan,
sehingga primer tersebut tidak
dapat digunakan pada tahap
selanjutnya.

M TIL1 TIL2 TIL3 PR1 PR2 PR3 P5CS P5CS P5CS DREB DREB DREB

1500 kb — e o=

Gambar 2. Hasil Optimasi Primer Spesifik, Marker (GeneRuler 10.000 kb DNA
Ladder), 16 Sampel DNA (bulk), Primer TIL (TIL1,TIL2,TIL3),
Primer Pair 2 (PR1, PR2, PR3), Primer P5CS (P5CS1, P5CS2,
P5CS3), Primer DREB2A (DREB1, DREB2,DREB3)

Visualisasi Genotipe Cabai
Dengan Menggunakan Primer
Spesifik

Empat primer yang akan
digunakan namun hanya dua primer
yang mampu membaca gen pada
DNA 16 genotype cabai Yyaitu primer
TIL dan primer Pair 2, sementara
kedua primer yang lainnya yaitu
P5CS dan DREB2A tidak digunakan
dalam tahap selanjutnya. Hasil PCR
yang telah dilakukan ;spaga 16
genotip cabai  menunjukkan
beberapa genotipe muncul pita dan
ada juga beberapa genotype yang
tidak muncul pita setelah di PCR.
terdapat 11 genoptipe yang berhasil

teramplifikasi, sedangkan 5 genotipe
lainnya tidak dapat teramplifikasi
sehingga pita tidak muncul, adapun
11 genotipe tersebut yang berhasil
adalah genotipe Cabai RFC-005,
Cabai RFC-006, Cabai G-UIN-016,
Cabai G-UIN 015, Cabai G- Cabai
UIN-065, Cabai G-UIN-097, Cabai
UIN-035, Cabai UIN-100, Cabai UIN-
099, Cabai UIN-037 dan Cabai UIN-
036. Sedangkan genotipe yang tidak
memunculkan pita adalah Cabai G-
UIN-019, Cabai G-UIN-008, Cabai
UIN-038, Cabai UIN-035, Cabai
RFC-013 dan Cabai UIN-036.
Sedangkan primer pair 2 mampu
mengamplifkasi  seluruh  genotip
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yang diteliti. masing-masing
genoptipe memunculkan pita. Hasil
amplifikasi primer TIL dan Primer
Pair 2 terhadap 16 genotipe cabai,

Hasil amplifikasi akan terlihat
sebagai pita DNA. Hasil amplifikasi
dapat di lihat pada Tabel 1.

Tabel 1 . Hasil Amplifikasi PCR 16 Genotipe Cabai dengan menggunakan Primer
TIL dan Primer Pair 2, ada Pita (+), Tidak ada Pita (-)

, Primer
No No Sampel Genotipe TIL PR2
1 18 Cabai (RFC-005) + +
2 19 Cabai (RFC-006) + +
3 28 Cabai (G-UIN-019) - +
4 30 Cabai (G-UIN-016) + +
5 31 Cabai (G-UIN-008) - +
6 33 Cabai (G-UIN-015) + +
7 37 Cabai (G-UIN-065) + +
8 38 Cabai (UIN-038) - +
9 40 Cabai (UIN-097) + +
10 42 Cabai (UIN-035) + +
11 44 Cabai (UIN-100) + +
12 45 Cabai (UIN-099) + +
13 46 Cabai (RFC-013) - +
14 47 Cabai (UIN-037) + +
15 48 Cabai (UIN-096) + +
16 49 Cabai (UIN-036) - +

Kemunculan pita pada masing-
masing sampel terdapat pada
ukuran bp kisaran antara 1500-250
bp, sementara ukuran gen target
yang diinginkan pada ukuran 326 bp,
hal ini menunjukkan bahwa gen
target berhasil teramplifikasi dengan
baik, sementara itu tidak semua
genotype menghasilkan pita yang
bersih dan tebal namun ada juga
genotype yang menghasilkan pita

M
g
—
—_—

yang tipis tetapi jelas. Genotype
yang menghasilkan pita yang jelas
terdapat pada genotip cabai G-UIN
016, cabai G-UIN 065, dan cabai
UIN-096.sedangkan genotip yang
menghasilkan  pita yang tipis
terdapat pada genotip cabai RFC-
005, cabai G-UIN 015 dan cabai
UIN-099. Hasil Elektroporesis dapat
dilihat pada gambar 4 dan Gambar
5.

18 19 28 300 31 33 37 38 40 42 44 45

Gambar 3 Hasil Amplifikasi Primer TIL, Marker 1500-250 kb (GeneRuler 10.000
kb DNA Ladder), Sampel Cabai No 18(Cabai RFC-005), 19 (Cabai RFC-006),

28(Cabai G-UIN-019), 30(Cabai G-UIN-016), 33(Cabai G-UIN-008), 37(Cabai G-
UIN-015), 38(Cabai UIN-038), 40(Cabai UIN-097), 42(Cabai UIN-035), 44(Cabai

UIN-100), 45(Cabai UIN-099)
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Gambar 4 Hasil Amplifikasi Primer TIL, Marker 1500-250 kb (GeneRuler 10.000
kb DNA Ladder) Sampel Cabai No 46(Cabai RFC-013), 47(Cabai
UIN-037), 48(Cabai UIN-096), 49(Cabai UIN-036)

Primer  selanjutnya  yang
mampu  mengaplifikasi  gentope
cabai adalah primer pair 2 yang
merupakan primer yang
dirancangan dari BLAST dengan
menggunakan Capsicum annuum
cultivar Zunla-1 chromosome 9,
Pepper Zunla 1 Ref v1.0
(NC_029985.1) , sebagai query yang
digunakan untuk merancang primer

pair 2. Selain itu primer ini berfungsi
sebagai penanda heat stress
dengan simbol gen LOC107843194,
Gene description heat stress
transcription factor A-3, tipe gen
yaitu sebagai protein coding. Primer
ini mampu mengamplifikasi pada
ukuran 1909 bp. Profil pita hasil
amplifikasi DNA dapat dilihat pada
Gambar 6. dan Gambar 7.

1909 kb

DO N e S — — — — — — — —

Gambar 5. Hasil Amplifikasi Primer Pair 2 (BLAST), Marker 1909 bp (GeneRuler
10000 kb DNA Ladder) Sampel Cabai No. 18(Cabai RFC-005),
19(Cabai RFC-006), 28(Cabai G-UIN 019), 30(Cabai G-UIN 016),
33(Cabai G-UIN 008), 37(Cabai G-UIN 015), 38(Cabai UIN-038),
40(Cabai UIN-097), 42(Cabai UIN-035), 44(Cabai UIN-100),
45(Cabai UIN-099

Gambar 6. Hasil Amplifikasi Primer Pair 2 (BLAST), Marker 1909 bp (GeneRuler
10000 kb DNA Ladder), Sampel Cabai No 46(Cabai RFC-013),
47(Cabai UIN-037), 48(Cabai UIN-096), 49(Cabai UIN-036)
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Hasil amplifikasi primer pair 2
menunjukkan adanya kemunculan
pita unuk seluruh genotip pada
ukuran 1909 bp. hal ini menunjukkan
bahwa  primer  mengamplifikasi
seluruh  genotype cabai yang
dicobakan, dari masing-masing
genotipe menghasilkan pita yang
tebal dan jelas, hal ini dapat dilihat
dengan hasil elektroporesis. Hasil
tersebut membuktikan bahwa primer
pair 2 tidak dapat menjadi digunakan
sebagai pembeda dalam
menentukan gen yang tahan
kekeringan pada tanaman cabai,
sehingga primer tersebut tidak
direkomendasikan sebagai primer
spesifik yang mampu
mengidentifikasi gen kekeringan
pada cabai.

Perbandingan Hasil Analisis Di
Lapangan Dengan Hasil Analisis
Primer Spesifik

Cabai pada kondisi kekeringan
akan mengalami perubahan baik
dalam bentuk fisik ataupun unsur-
unsur yang terkandung didalamnya
sebagai bentuk dalam penyesuaian
diri terhadap lingkungan. Perubahan
fisikk pada tanaman cabai yang

kekeringan akan mengalami
berbagai macam diantaranya
bertambahnya tinggi  tanaman,

diameter batang, jumlah bunga yang
rontok dan yang paling banyak
terjadi adalah menurunnya produksi
pada pada tanaman. Seperti pada
penelitian Liani (2017) hasil produksi
cabai pada penelitiannya mengalami
penurunan hal ini dikarenakan pada
fase pembungaan bunga akan lebih
banyak yang rontok akibat tanaman
dalam kondisi tercekam sehingga
cabai akan mengalami gangguan
metabolism yang sebabkan kurang
air yang menyuplai pada tanaman.
Hasil penelitian dilapangan
yang telah dilakukan oleh Liani
(2017) dan Mainanah (2017)
terdapat beberapa tanaman yang
memiliki tingkat toleran yang tinggi
dan beberapa tanaman yang

memiliki  toleran yang rendah
terhadap cekaman kekeringan. hal
ini dilihat dari perhitungan terhadap
berbagai macam parameter yang di
amati. hasil penelitian ini sesuai
dengan analisis DNA dengan
menggunakan primer spesifik
terutama dengan menggunakan
primer TIL.

TIL merupakan primer yang
memiliki gen lipocalins, pada
umumnya lipocalin  merupakan
sekelompok protein yang terkandung
dalam bakteri, invertebrate, dan
hewan vertebrata, namun untuk
tanaman lipocalin masih sedikit
penelitan yang meneliti pada
tanaman. Tahun 2005, Charroon
melakukan penelitian pada tanaman
untuk mengetahui kandungan
lipokalin  yang tekandung di
dalamnya, hasilnya menunjukkan
ternyata pada tanaman juga banyak
terkandung lipocalin. Lipokalin ini
bekerja pada saat tanaman dalam
kondisi kekeringan. Beberapa
penelitian telah dilakukan untuk
tanaman tomat (Motohashi, 2017)
hasil menunjukkan bahwa dengan
adanya kandungan lipokalinpada
tanaman, tanaman akan lebih cepat
merespon baik secara fenotipe.

Dengan dibuktikan adanya
hambatan dari Chloroplast
Lipocalins (CHL) dengan

menunjukkan kloroplas pada daun
yang menguning selain itu juga
SICHL juga berperan dalam toleransi
terhadap stres oksidatif (Wahyudi.,
2017)

Tanaman yang mengandung
lipokalin akan mengalami respon-
respon beragam untuk
menyesuaikan dengan kondisi yang
dialami tanaman cabai. Seperti
halnya pada penelitian Maimanah
(2017) dan Liani (2017), fenotipe
pada tanaman cabai yang toleran
dapat dilihat pada jumlah buah
pertanaman dan bobot buah
pertanaman, cabai yang toleran
akan menunjukkan respon yang
sensitive pada parameter yang lain,
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seperti diameter batang, jumlah
bunga yang rontok dan berat basah
tajuk. Begitu juga pada tanaman
tomat, respon yang terjadi pada
fenotipe tomat mengalami respon
yang berlebihan ketika berada pada
kondisi tercekam, tanaman SITIL
akan mengalami reaksi berlebihan

dan lebih responsive terhadap
cahaya (cahaya kuat) dan juga
stress  oksidatif.ketika  tanaman

berada di cahaya yang kuat
tanaman akanmenunjukkan
peningkatan jumlah daun yang
keriting, daun akan lebih panjang,
berbunga lebih awal, jumlah bunga
lebih banyak dan gagang buah lebih
besar (Wahyudi, 2017).
Perbandingan pengamatan primer
TIL dan dilapangan dapat dilihat
pada Tabel 2.

Tabel 2. Perbandingan Hasil Amplifikasi Primer TIL Dan Primer Pair 2 Dengan
Hasil Di Lapangan

No No Sampel Genotipe Primer Lapangan
TIL PR2
1 18 Cabai (RFC-005) + + T
2 19 Cabai (RFC-006) + + M
3 28 Cabai (G-UIN-019) - + T
4 30 Cabai (G-UIN-016) + + T
S 31 Cabai (G-UIN-008) - + S
6 33 Cabai (G-UIN-015) + T
7 37 Cabai (G-UIN-065) + T
8 38 Cabai (UIN-038) - + S
9 40 Cabai (UIN-097) + + T
10 42 Cabai (UIN-035) + + M
11 44 Cabai (UIN-100) + + M
12 45 Cabai (UIN-099) + + T
13 46 Cabai (RFC-013) - + S
14 a7 Cabai (UIN-037) + + S
15 48 Cabai (UIN-096) + T
16 49 Cabai (UIN-036) - + S
Keterangan : T=Toleran, M=Medium, S=Sensitif
Hasil amplifikasi primer TIL dan cabai (UIN-096). Sedangkan
pada umumnya sampel yang yang tidak toleran adalah cabai (G-

menunjukkan

kemunculan  pita

merupakan sampel yang memiliki
toleran lebih tinggi, hal ini dapat
dilihat dari hasil penelitian Maimanah

(2017) dan

Liani (2017).

Perbandingannya dapat dilihat pada

Tabel 2.
Genotip

yang toleran

diantaranya adalah genotype cabai
(RFC-005), cabai (RFC-006), cabai

(G-UIN-016),

cabai

(G-UIN-015),

cabai (G-UIN-065), cabai (UIN-097),
cabai (UIN-035), cabai (UIN-100),

cabai

(UIN-099),

cabai (UIN-037)

UIN-019), cabai (G-UIN-008), cabai
(G-UIN-038), cabai (RFC-013) dan
cabai (UIN-036), hasil tersebut
merupakan hasil yang dilihat
berdasarkan kemunculan pita yang
terdeteksi hasil amplifikasi Primer
TIL, begitu juga hasil dilapangan
kemunculan pita mengarah pada
tanaman yang memiliki sifat toleran

dan medium toleran, sementara
genotype vyang sensitive tidak
menunjukkan  kemunculan  pita.

Namun dari hasil tersebut terdapat
genotipe cabai (G-UIN-019) yang
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memiliki sifat toleran saat
diaplikasikan dilapangan sedangkan
hasil amplifikasi tidak menunjukkan
adana kemunculan pita. hal ini bisa
disebabkan di kandungan DNA tidak
terdapat gen lipokalin sehingga pada
saat amplifikasi PCR, primer tidak
dapat membaca gen lipokalin
tersebut. Tidak semua tanaman
memiliki kandungan lipokalin,
berdasarkan penelitian  Charoon
(2005) untuk Capsicum annum L
lipokalin memiliki lokasi subseluler
pada kloroplas dan teridentifikasi
hanya 12 %, sangat sedikit
dibandingkan tanaman yang lain
seperti Oryza sativa (86%), Zea
mays (87%) Solanum tuberosum
(73%) dan masih banyak tanaman
lainnya.

Hasil penelitian menunjukkan
beberapa genotype yang toleran
terhadap kekeringan merupakan
hasil yang diperoleh dari
pengamatan secara molekulerdan
dikonfirrasi dengan hasil dilapangan.
akan lebih baik apabila
menggunakan primer spesifik
kekeringan lebih  banyak lagi,
dengan demikian primer dapat
digunakan sebagai acuan terhadap
para peneliti atau pemulia sebagai
acuan untuk mencari genotype cabai
yang toleran terhadap kekeringan
dan hasil yang diperoleh lebih akurat
dibandingkan hanya menggunakan
satu primer.

Informasi mengenai tanaman
cabai yang toleran terhadap
kekeringan ini  kiranya  dapat
digunakan bagi para pemulia
sebagai dasar untuk menciptakan
genotipe-genotipe baru yang tahan
terhadap kekeringan, dengan
kualitas yang lebih baik lagi untuk
masa yang akan datang. Dilihat dari
sarana dan prasarana di masa
sekarang dengan teknologi yang
sangat baik, akan sangat
memudahkan bagi pemulia untuk
terus berkreasi dengan ide-ide yang
cemerlang.

4. Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan
dua primer yang mampu
mengamplifikasi DNA cabe vyaitu
Primer TIL dan Primer Pair 2, tetapi
yang mendapat hasil yang sesuai
adalah primer TIL. Berdasarkan hasil
amplifikasi primer TIL yang dilihat
dengan  hasil  elektroporesis,16
genotipe cabe yang di uji terdapat 11
genotipe yang terdeteksi toleran
terhadap  kekeringan, genotype
tersebut adalah genotype cabe
(RFC-005), cabe (RFC-006), cabe
(G-UIN-016), cabe (G-UIN-015),
cabe (G-UIN-065), cabe (UIN-097),
cabe (UIN-035), cabe (UIN-100),
cabe (UIN-099), cabe (UIN-037) dan
cabe (UIN-096). Sedangkan 5
genotipe yang tidak toleran adalah
cabe (G-UIN-019), cabe (G-UIN-
008), (G-UIN-038), cabe (RFC-013)
dan cabe (UIN-036).
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