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KARAKTERISASI GENOTIPE JERUK (Citrus sp.) INDIGENOUS SUMATERA BARAT DENGAN MARKA MOLEKULER RAPD

(Genetic characterization on Citrus sp. by mean Random Amplified Polymorphic DNA)

Irfan Suliansyah

ABSTRACT

Characterization and cataloguing of germplasm collec-tions subjected to discriminate among available genotypes to establish the level of genetic diversity and, thereby, identify the most suitable material for crop improvement. In general manner, genetic characterization could with visual, protein and DNA markers.  Genetic study within and among species with DNA markers more accurately than visual and protein markers.  DNA markers have ability to identify genetic diversity in tissue or cell level, and the polymorphism uninfluenced by environments.  RFLP, AFLP, and RAPD are DNA markers have been used for genetic characterization in plant breeding.  In this study, RAPD analysis subjected to analyze genetic diversity and relationships among genotypes of citrus. Five genotype of citrus (1) Keprok Kacang, 2) Kanci, 3) Lunggo, 4) Kambing, and 5) Pasaman Besar) were objected in this study.  Each accession product was considered to be a unit character, which the accession was scored for the presence (1) or absence (0) of a product. Genetic similarity (F) between all pairs of accessions was calculated according to Nei and Li (1979).The similarity indices were converted into dissimilarity. The resulting dissimilarity matrix was subjected to hierarchical cluster analysis using the Unweighted Pair Group Method and Arithmetic Average (UPGMA) and was done using computer program NTSYS-pc, version 1.80 (Exeter software, New York).The result demonstrated that RAPD analysis is able to reveal genetic difference between citrus genotype.  A dendogram based on the UPGMA-link method using Nei and Li similarity and Principal Component Analysis (PCA) plot separate the genotype into two main groups, Keprok Kacang genotype on the one side and Lunggo, Kambing, Besar Pasaman, and Kanci genotype on the other side.
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PENDAHULUAN

Sumatera Barat merupakan salah satu sentra plas-manutfah bagi berbagai tanaman buah-buahan, seperti jeruk.  Namun demikian, informasi akan berbagai genotipe jeruk indigenous Sumatera Barat amatlah terbatas. Padahal bagi species ta-naman budidaya, sumber genetik telah lama dike​tahui sebagai aset yang sangat berharga bagi pro-gram perbaikan  sifat tanaman (Oldfield, 1989).  

Keanekaragaman hayati salah satu spesies tanaman dapat dilihat dari hubungan kekerabatan antargenotipe dalam spesies tersebut. Hubungan kekerabatan yang jauh mengindikasikan bahwa keanekaragaman hayati dalam spesies tersebut masih tinggi. Untuk mendapatkan informasi ter-sebut diperlukan adanya suatu program karakteri-sasi dari plasmanutfah.

Dalam kegiatan pemuliaan tanaman, perbe-daan sumber genetik dapat diketahui dengan penggunaan marka (penanda).  Marka 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 an-tara 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 mengingin-kan keragaman fenotipik yang rendah.

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

Sistem klasifikasi dan identifikasi yang dida-sarkan atas karak​ter morfologi kuantitatif dan/ atau kualitatif, meskipun efektif se​ringkali sulit dalam menginterpretasikan hasilnya karena pe-ngaruh 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 pende-teksiannya 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).

[image: image1.jpg]LimanKambiang

Lunggo

Kacang

|
0.70




*) Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang

Penggunaan marka molekuler merupakan sa-lah metode yang cepat dan akurat untuk meng-estimasi kekerabatan antara genotipe berbagai organisme (Thormann, et al., 1994). Hal ini sa-ngat penting karena penandaan pada tingkat DNA tidak dipengaruhi lingkungan dan dapat di-lakukan pada setiap organ dan fase tumbuh tum-buh tanaman.  Salah satu pendekatan untuk mela-kukan karakterisasi molekuler adalah Random Amplified Polymorphyc DNA (RAPD) (William, et al., 1990).  Analisis RAPD telah banyak digu-nakan untuk menganalisis silsilah tanaman dan secara luas digunakan untuk mendeterminasi ge-notipe (Hazizume, et al., 1993), pemetaan gen (Ohmori, et al., 1996), dan analisis QTL (Grandillo dan Tanskley, 1996).  Pendekatan ter-sebut berdasarkan kepada amplifikasi Polymera-se Chain Reaction (PCR), yang menggunakan sekuen DNA sintetik sebagai primer.  Setiap pri-mer mampu mengarahkan amplifikasi beberapa region genom yang tidak saling berhubungan.  Kemampuan teknik RAPD untuk menganalisis genotipe jauh lebih akurat dibandingkan dengan marka morfologi atau marka protein (Williams, et al., 1990).


Tujuan penelitian ini adalah untuk meng-analisis keragaman genetik dan hubungan kekera-batan plasmanutfah jeruk indigenous Sumatera Barat dengan menggunakan analisis molekuler RAPD.  Manfaat penelitian ini adalah mendapat-kan informasi plasmanutfah jeruk indigenous Sumatera Barat berdasarkan penanda mole​kuler RAPD.

BAHAN DAN METODE


Penelitian dilakukan di Laboratorium Balai Penelitian Bioteknologi Perkebunan Indonesia (BPBPI) yang dimulai pada bulan Juli hingga September 2004.


Bahan tanaman terdiri atas 5 (lima) genotipe jeruk, yaitu: 1) Keprok Kacang, 2) Kanci, 3) Lunggo, 4) Kambing, dan 5) Pasaman Besar.  Bahan tanam diperoleh dari hasil eksplorasi dan koleksi jeruk di Sumatera Barat.
Bahan untuk Isolasi DNA dan Elektroforesis pada Gel Agarose terdiri atas: larutan CTAB 10%, bufer Tris-HCl 1 M pH 8,0, larutan EDTA 0,5 M pH 8,0, NaCl 5 M, isopropanol dingin, alkohol absolut dingin, ethanol 70%, bufer eks-traksi, bufer TE, kloroform: isoamil alkohol (24 : 1), natrium asetat 3 M pH 5,2, bufer TAE 50x, loading bufer, agarose, ethidium bromide.

Bahan-bahan untuk Analisis RAPD terdiri atas: DNA yang akan dianalisis sebanyak 50 ng, buffer 1 x kuat (tersedia dalam kit), dNTPs 1 mM, terdiri atas dATP, dCTP, dGTP, dTTP, pri-mer 10 pmol, Taq DNA polimerase 1 unit (terse-dia dalam kit).

Metode Analisis

1.  Prosedur Isolasi DNA


Prosedur isolasi DNA secara umum adalah:
a. Sebanyak 0,2 g contoh ditimbang dan dima-sukkan ke dalam mortar yang sudah didingin-kan, kemudian ditambahkan sekitar 0,1 g PVPP serta nitrogen cair dan digerus sampai halus berbentuk serbuk.

b. Serbuk yang diperoleh dimasukkan ke dalam tabung 2 ml yang sudah diisi dengan 1 ml bufer ekstraksi dan 1% (-mercaptoethanol dan dikocok kuat atau divortek, kemudian dipanaskan pada temperatur 65°C semala 30 menit.

c. Campuran larutan tersebut dibiarkan dingin (sampai temperatur kamar), kemudian ditam-bahkan 750 (l kloroform : isoamil alkohol (24 : 1) dan dikocok kuat (divortek)

d. Campuran kemudian disentrifugasi pada ke-cepatan 11.000 rpm selama 10 menit

e. Larutan pada bagian atas dipipet ke dalam ta-bung lain dan ditambahkan kembali 1 ml klo-roform : isoamil alkohol (24 : 1) dan dikocok kuat

f. Disentrifugasi kembali pada kecepatan 11.000 rpm selama 10 menit

g. Larutan bagian atas dipipet ke dalam tabung lain. Kemudian ditambah 1 ml isopropanol dingin, dikocok perlahan-lahan hingga homo-gen dan disimpan dalam freezer selama 30 menit

h. Setelah itu DNA diendapkan dengan cara di-sentrifugasi pada kecepatan 11.000 rpm sela-ma 10 menit

i. Cairan dibuang dan pelet DNA dikeringkan dengan cara membalikan tabung.

j. Pelet DNA dicuci dengan alkohol 70% kemu-dian dikeringanginkan.

k. Pelet tersebut dilarutkan dalam 100 (l bufer TE, diambil masing-masing sebanyak 2 (l untuk pengujian kualitas dan kuantitas DNA menggunakan elektroforesis pada gel agarose dan sisanya disimpan pada temperatur 20°C.

2.  Prosedur Analisis RAPD

a. Larutan stok DNA diencerkan dengan H2O hingga konsentrasinya 25 ng/(l.

b. Pembuatan master mix. Master mix dibuat dengan mencampurkan bahan-bahan yang te-lah dicairkan dan diletakkan pada wadah atau kontainer yang berisi es, untuk menjaga agar bahan-bahan tersebut tidak rusak.  Komposisi master mix untuk 1 x reaksi adalah sebagai berikut :

	Bufer (10x kuat)
	:
	2,5 (l

	DNTPs (2mM)
	:
	0,5 (l

	Primer (10 pmol)
	:
	1 (l

	Taq DNA polimerase (5 u/(l)
	:
	0,2 (l

	DNA stok (25 ng)
	:
	2 (l

	H2O
	:
	18,8 (l

	Total
	:
	25 (l


Setelah master mix tercampur secara homo-gen, kemudian ditambahkan 25 (l. mineral oil untuk menjaga agar tidak terjadi penguapan sela-ma proses amplifikasi berlangsung  dan kemu-dian campuran tersebut dimasukkan ke mesin PCR.

c. Kondisi PCR.  Pada praktikum ini kondisi PCR yang digunakan adalah: 

	Denaturasi
	:
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94(C selama 1 menit
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	:
	36(C selama 1 menit

	Extension
	:
	72(C selama 2 menit  

	
	
	72(C selama 4 menit


d. Produk hasil amplifikasi selanjutnya divisua-lisasikan melalui elektroforesis pada gel agarose.

3.  Prosedur elektroforesis produk amplifikasi

1. Ke dalam tabung berisi produk PCR ditam-bahkan 5 (l loading buffer, sedangkan ke dalam tabung yang berisi 5 (l marker DNA ditambahkan 1 (l loading buffer.

2. Gel agarose dengan konsentrasi 2 % dibuat dengan cara menimbang sebanyak 0,8 g agarose, ditambah dengan 40 ml larutan TAE 1x, dan dipanaskan dalam microwave sampai larut sempurna. Larutan tersebut dibiarkan sampai mencapai temperatur sekitar 50(C, selanjutnya dituangkan ke dalam cetakan gel yang telah dipasangi “comb” untuk membuat sumur, dan dibiarkan memadat selama seki-tar 1 jam. Kemudian “comb” dilepaskan dari gel yang telah padat, gel diletakkan di per-alatan elektroforesis, dan diisi dengan buffer TAE 1 x, sampai gel terendam.

3. Produk amplifikasi PCR dan masker dima-sukkan ke dalam sumur pada gel

4. Alat elektroforesis disambungkan ke “Power Supply” yang telah di set pada 50 Volt sela-ma ( 1 jam.

5. Gel kemudian dilepas dari alat elektroforesis dan direndam dalam larutan etidium bromida 0,5 ppm (10 (l etidium bromida 1 % dalam 200 ml H2O) selama 30 menit, lalu dicuci dengan air mengalir selama ( 10 menit.

6. Selanjutnya gel diletakkan di atas UV transi-luminator untuk mengamati fragmen DNA yang diperoleh dan kemudian difoto menggu-nakan kamera Polaroid.

4.  Analisis Data


Setiap produk aksesi ditetapkan sebagai satu unit karakter dengan skoring (1) bila ada dan (0) bila tak ada.  Kesamaan genetik (F) seluruh pa-sangan aksesi dihitung berdasarkan Nei dan Li (1979):  F = 2Nab/Na+Nb), yaitu Nab = jumlah pita umum pada a dan b, Na = jumlah pita yang ada di a, Nb = jumlah pita yang ada di b.  Kesamaan dikonversi menjadi dissimilarity (keti-daksamaan) (D = 1 – F). Hasil natriks dissimilari-ty diukur dengan analisis kluster menggunakan metode Unweighted Pair Group Method and Arithmetic Average (UPGMA) dan dilakukan dengan menggunakan program NTSYS-pc versi 1.80 (Exeter Software, New York).

HASIL PENGAMATAN

Untuk mengetahui keragaman 5 genotipe jeruk berdasarkan penanda RAPD, pada awalnya dilakukan seleksi terhadap tigapuluh 10-mer primer, yang terdiri atas: OPC 8, OPC 17, OPC 20, OPC 13, OPD 6, OPD 10, OPD 12, OPD 13, OPD 17, OPD 19, OPA 7, OPA 11, OPB 15, OPB 16, OPB 17, OPB 18, OPH 01, OPH 04, OPH 07, OPH 11, OPH 14, OPH 18, OPN 10, OPN 19, SC 10.19, SC 10.20, SC 10.48, SC 10.83, SC 10.91, dan SC 10.97  yang digunakan untuk mengidentifikasi contoh DNA dari jeruk Keprok Kacang, Lunggo, Kambing Besar Pasaman dan Kanci.  Hasil amplifikasi ke 30 jenis primer tersebut disajikan pada Gambar 1.

Dari 30 jenis primer yang diuji tersebut selanjutnya dipilih 10 (sepuluh) primer yang menghasilkan amplifikasi DNA yang baik/tegas.  Sepuluh jenis primer yang terseleksi tersebut adalah:

	1.
	OPA 11 (CAATCGCCGT)

	2.
	OPB 15 (GGAGGGTGTT)

	3.
	OPB 17 (AGGGAACGAG)

	4.
	OPC 8 (TGGACCGGTG)

	5.
	OPD 6 (ACCTGAACGG)

	6.
	OPH 1 (GGTCGGACGG)

	7.
	OPH 4 (GGAAGTCGCC)

	8.
	OPN 10 (ACAACTGGGG)

	9.
	OPN 19 (GTCCGTACTG)

	10.
	SC10-83 (AATGACGGGG)
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Gambar 1.
Amplifikasi DNA dengan menggunakan 30 primer (lajur (1) 1 kb ladder, (2) OPC 8, (3) OPC 17, (4) OPC 20, (5) OPC 13, (6) OPD 6, (7) OPD 10, (8) OPD 12, (9) OPD 13, (10) OPD 17, (11) OPD 19, (12) OPA 7, (13) OPA 11, (14) OPB 15, (15) OPB 16, (16) OPB 17, (17) 1 kb ladder, (18) OPB 18, (19) OPH 01, (20) OPH 04, (21) OPH 07, (22) OPH 11, (23) OPH 14, (24) OPH 18, (25) OPN 10, (26) OPN 19, (27) SC 10.19, (28) SC 10.20, (29) SC 10.48, (30) SC 10.83, (31) SC 10.91, dan (32) SC 10.97)
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Gambar 2.
Profil pita DNA dari lima genotipe jeruk (lajur (1) Kanci, (2) Lunggo, (3) Kacang, (4) Kambing, (5) Pasaman Besar, 6. 1 KB Ladder) hasil amplifikasi dengan menggunakan primer:  A.  OPN 19 dan OPD 6, B.  OPC 8 dan  OPH 4, C.  OPN 10 dan SC 10.83,  D. OPA 11 dan OPB 15, E.  OPB 17 dan OPH 1

Profil pita DNA dari lima genotipe jeruk ha-sil amplifikasi dengan menggunakan 10 primer tersebut disajikan pada Gambar 2.  

Berdasarkan profil pita DNA hasil amplifika-si dengan menggunakan 10 primer ditentukan matrik kesamaan untuk menentukan hubungan kesamaan genetik antar individu dalam lima genotipe jeruk (Tabel 1).  Berdasarkan analisis penanda RAPD yang dihasilkan dari lima geno-tipe jeruk yang diuji jeruk Kanci dan jeruk Pasa-man Besar mempunyai tingkat kesamaan genetik yang tinggi (69,50%). Sedangkan jeruk Kacang mempunyai tingkat kesamaan genetik yang paling rendah (50,45%) (Gambar 3).

Tabel 1.  Matrik kemiripan analisis RAPD lima genotipe jeruk

	
	Kanci
	Lunggo
	Kacang
	Kambing
	Pasaman

	Kanci
	1,0000
	
	
	
	

	Lunggo
	0,5806
	1,0000
	
	
	

	Kacang
	0,5045
	0,5051
	1,0000
	
	

	Kambing
	0,6364
	0,6167
	0,6542
	1,0000
	

	Pasaman
	0,6950
	0,6667
	0,5172
	0,6861
	1,0000
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Gambar 4.
Dendrogram lima genotipe jeruk yang dihasilkan dari analisis UPGMA gabungan 10 primer

KESIMPULAN

Analisis RAPD dapat digunakan untuk menen-tukan keragaman genetik genotipe jeruk. Tanam-an yang telah dikarakterisasi dengan penanda molekuler RAPD adalah 5 genotipe jeruk, yaitu: Keprok Kacang, Lunggo, Kambing, Besar Pasa-man, dan Kanci.  Berdasarkan analisis penanda RAPD yang dihasilkan dari 5 genotipe jeruk yang diuji, Genotipe jeruk Kanci dan Pasaman mem-punyai tingkat kesamaan genotipe yang tertinggi (69,50%), sedangkan jeruk Kacang mempunyai tingkat kesamaan genetik yang paling rendah (50,45%).
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