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ABSTRACT

Identification of citrus genetic variability is prerequisite for effective genetic resources management and selection process in
breeding program. The objective of the research was to study fifteen accessions of Indonesian functional citrus based on
morphological characters and molecular marker. The research was conducted in Plant Breeding Laboratory, Indonesian Citrus
and Subtropical Fruits Reserach Institute, Malang, West Java. The morphological variability was based on observation of
morphological characters, while molecular variability was based on amplification of RAPD markers. Morphology and
molecular diversities were analyzed by DARWin5 program. The results showed that morphological diversity is higher than
molecular diversity. The highest morphology diversity occured between Citrumelo and Carrizo Citrange with seedless Lemon
(79%), while the highest molecular diversity occured between Lemo Swangi with seedless Lemon (49%). The specific bands
were found on Jari Budha, Etrog Citron, and seedless Lemon accessions using RAPD marker OPH15 35 54(), 0N accession with
trifoliate leaf (Troyer Citrange, Citrumelo, and Carrizo Citrange) using OPD07,,, and OPC17,, and on Keprok Tening using
OPHO04 543, and OPDO7 3.

Keywords: Morphology diversity, molecular diversity, functional citrus, RAPD.

ABSTRAK

Identifikasi variabilitas genetik tanaman jeruk diperlukan dalam pengelolaan sumber daya genetik dan proses seleksi dalam
program pemuliaan. Tujuan penelitian adalah mempelajari keragaman lima belas aksesi jeruk fungsional Indonesia
berdasarkan karakter morfologis dan marka molekuler. Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Pemuliaan Tanaman, Balai
Penelitian Tanaman Jeruk dan Buah Subtropika, Malang, Jawa Timur. Keragaman morfologis didasarkan pada hasil
pengamatan morfologi, sedangkan keragaman molekuler didasarkan pada hasil amplifikasi marka RAPD. Keragaman
morfologis dan molekuler dianalisis menggunakan program DARWin5. Hasil penelitian menunjukkan bahwa keragaman
morfologis jeruk fungsional Indonesia lebih tinggi dibanding dengan keragaman molekulernya. Keragaman tertinggi
berdasarkan karakter morfologis terjadi antara Citrumelo dan Carrizo Citrange dengan Lemon seedless (79%), sedangkan
keragaman tertinggi berdasarkan marka RAPD terjadi antara Lemo Swangi dan Lemon seedless (49%). Pita DNA spesifik
ditemukan oleh marka OPH15;;., pada aksesi Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon seedless, marka OPDO07,, dan
OPC17., pada aksesi dengan daun tipe trifoliata (Troyer Citrange, Citrumelo, dan Carrizo Citrange) dan OPHO04ss dan
OPDO7 33, pada aksesi Keprok Tening.

Kata kunci: Keragaman morfologis, keragaman molekuler, jeruk fungsional, RAPD.
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PENDAHULUAN

Jeruk (Citrus sp.) merupakan salah satu sumber
daya genetik (SDG) yang memiliki keragaman tinggi.
Sebanyak 213 aksesi jeruk telah dikoleksi secara ex
situ di Balai Penelitian Tanaman Jeruk dan Buah
Subtropika (Balitjestro), Malang yang 130 di antaranya
merupakan hasil eksplorasi dari sejumlah daerah di
Indonesia. Beberapa spesies dan varietas jeruk dike-
lompokkan ke dalam tiga golongan, yakni (i) jeruk
untuk konsumsi segar karena kandungan mineral dan
vitamin di dalam cita rasa yang kuat, (ii) jeruk untuk
bahan makanan olahan, dan (iii) jeruk untuk bahan
baku farmasi atau kosmetik, ornamental, dan
agrokimia karena kandungan metabolit sekundernya
yang tinggi. Golongan jeruk ketiga ini dinamakan
jeruk fungsional karena mengandung komponen aktif
yang secara fisiologis memiliki nilai kesehatan di
samping mengandung mineral dan vitamin (Hasler,
2002; ILSI, 1999).

Jeruk fungsional Indonesia umumnya merupa-
kan tanaman jeruk yang digunakan sebagai obat
tradisional, seperti Monte Hondu M, Monte Hondu B,
Lemo Swangi, Ganesha Aceh, Keprok Tening, Keprok
Akyar, dan Lemon, dan sebagai bumbu masakan,
seperti Puri Agrihorti (purut) dan Sari Agrihorti
(sambal). Japansche Citroen pada umumnya hanya
digunakan sebagai batang bawah karena memiliki
keunggulan kompatibilitas yang tinggi. Di samping itu,
turunan Poncirus trifoliata (Citrumello, Troyer
Citrange, dan Carrizo Citrange) bersifat tahan ter-
hadap cekaman biotik dan abiotik. Jeruk Japansche
Citroen termasuk jeruk fungsional karena mengan-
dung senyawa limonin dan naringin berturut-turut
sebesar 250,98 ug/g dan 46,17 wg/g daun Kkering
(Agisimanto ef al., 2015). Sebagai turunan P. trifoliata,
ketiga jeruk tersebut mengandung senyawa poncirin
yang berfungsi sebagai antibakteri dan antiinflamasi
(Yoonet al., 2011).

Jeruk fungsional tersebar di seluruh wilayah
Indonesia dengan penamaan mengikuti kesepakatan
lokal. Berbagai varietas memiliki nama berbeda,
namun memiliki ciri morfologis yang sama. Untuk
keperluan konservasi dan pengembangan varietas,
identitas varietas yang akurat menjadi penting. Ber-
bagai metode karakterisasi jeruk telah banyak di-
kembangkan, yaitu berdasarkan karakter morfologis
(Koehler-Santos et al., 2003; Penjor et al., 2014),
biokimia (Gorinstein et al., 2001; Yuan-Chuen et al.,
2007), dan genetik (Amar et al., 2011; Biswas et al.,
2011; Malik et al., 2012; Rao et al., 2008).

Klasifikasi jeruk yang hanya didasarkan pada
karakter morfologis untuk mendukung program pe-
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muliaan bukan merupakan pilihan tepat. Hal ini di-
sebabkan oleh tingginya kompatibilitas dalam per-
silangan, frekuensi mutasi, heterozigositas, dan
poliembrioni (Moore, 2001). Di samping itu, dalam
proses karakterisasi kemiripan morfologi dibutuhkan
waktu yang lama (Ruiz et al., 2000). Pengembangan
marka DNA berbasis polymerase chain reaction
(PCR) memberikan alternatif pendekatan dalam
proses identifikasi genotipe dan studi polimorfisme
antarspesies dalam satu populasi tanaman (Baig et
al., 2009; Hussein et al., 2004).

Random amplified polymorphic DNA (RAPD)
merupakan marka DNA berbasis PCR yang memiliki
sejarah panjang dalam kegiatan studi genetik.
Pemanfaatannya dalam proses identifikasi tanaman
didasarkan pada keunggulannya, yaitu mudah, cepat,
sensitif, tidak membutuhkan informasi sekuen DNA,
membutuhkan oligonukleotida yang pendek (biasa-
nya 10-mer), dan menghasilkan fragmen DNA dalam
jumlah besar (Weising et al., 2005; Williams et al.,
1990). Pada jeruk, pemanfaatan RAPD telah banyak
dilakukan, di antaranya untuk menganalisis keragam-
an genetik jeruk keprok (C. reticulata) (Coletta-Filho
et al., 1998), pamelo (C. maxima), dan grapefruit (C.
paradisi) (Corazza-Nunes et al., 2002), C. media, C.
limomedica, dan C. limon (Pessina et al., 2011),
beberapa jeruk batang bawah dan batang atas (Baig
et al., 2009; Hussein et al, 2004), dan C. limon
(Siragusa et al., 2008). Pita spesifik yang dihasilkan
dari proses amplifikasi marka RAPD dapat digunakan
untuk pengembangan marka molekuler lain yang
digunakan untuk analisis sidik jari DNA SDG jeruk di
Indonesia. Tujuan penelitian ini adalah mempelajari
keragaman lima belas aksesi jeruk fungsional
Indonesia berdasarkan karakter morfologis dan
marka molekuler

BAHAN DAN METODE

Penelitian  dilaksanakan di  Laboratorium
Pemuliaan Tanaman, Balai Penelitian Tanaman Jeruk
dan Buah Subtropika (Balitjestro), Malang, Jawa
Timur. Sebanyak lima belas aksesi jeruk fungsional
(Tabel 1) koleksi ex sifu SDG jeruk yang dipelihara di
Kebun Percobaan Punten digunakan sebagai materi
genetik penelitian. Untuk menganalisis kelima belas
aksesi jeruk fungsional, digunakan empat marka
RAPD (Tabel 2).

Karakterisasi Morfologis

Karakter morfologis yang diamati dalam peneliti-
an ini adalah bentuk tajuk, warna daun, bentuk daun,
bentuk helai daun, bentuk sayap daun, warna bunga
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kuncup, warna bunga mekar, bentuk buah, warna
kulit buah, tekstur daging buah, warna daging buah,
dan rasa daging buah. Karakterisasi mengacu pada
panduan karakterisasi jeruk yang dikeluarkan oleh
IPGRI (1999).

Keragaman Molekuler Menggunakan Marka RAPD
Isolasi DNA dan PCR

Isolasi DNA mengikuti prosedur CTAB (Doyle
dan Doyle, 1990). Kualitas DNA dicek dengan metode
elektroforesis.

Amplifikasi DNA menggunakan marka RAPD
(Tabel 2) dengan mesin PCR Thermocycler
(Biometra). Tahapan PCR, yaitu satu siklus denaturasi
(93°C; 2 menit), diikuti dengan 42 siklus yang terdiri
atas denaturasi (92°C; 1 menit), penempelan (39°C; 1
menit), dan ekstensi (72°C; 1 menit). Siklus PCR
diakhiri dengan satu siklus ekstensi akhir (72°C; 10
menit). Pemilihan marka RAPD dalam penelitian ini
didasarkan pada hasil penelitian bahwa marka-marka
tersebut memiliki polimorfisme yang cukup tinggi dan
mampu membedakan antarvarietas jeruk (Coletta-
Filho et al., 1998; Ling et al., 2000; Mestre et al., 1997).

Campuran PCR (15 ul) berisi 100 ng genomik
DNA, dNTP 0,2 mM (dATP, dCTP, dGTP, dan dTTP),
marka RAPD 10 pmol (Tabel 2), 1 unit Tag DNA
polimerase dalam larutan bufer 1x dan MgCl, 2 mM.
Pemisahan pita DNA dilakukan dengan metode
elektroforesis pada gel agarosa 2,5% (Vivantis;

PC0701) mengandung etidium bromida (10 mg/l)
dalam larutan TBE 0,5x selama 60 menit pada
kekuatan arus 100 volt. Deteksi pita DNA dilakukan
dengan sistem biodokumentasi menggunakan Bio
Doc Analyzer (Biometra).

Analisis data

Data morfologi dan genotipe dianalisis dengan
program Dissimilarity Analysis Representation for
Windows (DARWINS). Polymorphic index content
(PIC) dihitung berdasarkan rumus:

PIC=1 3 !_ipe

dengan P; adalah frekuensi alel ke-i dan k adalah
jumlah alel (Weising et al., 2005).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Keragaman Morfologis Jeruk Fungsional
Indonesia

Hasil pengamatan karakter morfologis jeruk
fungsional Indonesia disajikan pada Tabel 3. Ber-
dasarkan karakter morfologisnya, keragaman tertinggi
terjadi pada karakter daun, bunga, dan buah,
sedangkan karakter tajuk rendah keragamannya.
Dendrogram yang dibangun berdasarkan karakter
morfologis disajikan dalam Gambar 1. Berdasarkan
dendrogram yang dihasilkan, diperoleh empat kelom-
pok besar, yaitu kelompok satu yang terdiri atas Jari
Budha, Etrog Citron, Lemon seedless, Lemo Swangi,

Tabel 1. Aksesi jeruk fungsional Indonesia yang digunakan dalam penelitian.

Nama aksesi Asal daerah Nama Latin Kegunaan
Monte Hondu M Sulawesi Selatan - Obat

Monte Hondu B Sulawesi Selatan - Obat
Japansche Citroen Introduksi Citrus x limonia Osbeck Batang bawah
Lemo Swangi Maluku - Obat
Ganesha Aceh Aceh Obat

Puri Agrihorti (purut)
Sari Agrihorti (sambal)

Keprok Tening
Citrumelo

Tersebar di seluruh wilayah Indonesia
Tersebar di seluruh wilayah Indonesia

Kalimantan Barat
Introduksi

Citrus x hystrix DC
C. amblycarpa

Bumbu masakan
Bumbu masakan
Obat

C. paradisi Macf. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf. ~Batang bawah

C. sinensis cv. Washington x P. trifoliata (L.) Raf.

C. sinensis cv. Washington x P. trifoliata (L.) Raf.

Carrizo Citrange Introduksi

Etrog Citron Introduksi C. medica
Lemon seedless Introduksi C. limon
Jari Budha Introduksi C. medica
Troyer Citrange Introduksi

Keprok Akyar Jawa Timur -

Batang bawah
Belum dimanfaatkan
Obat

Belum dimanfaatkan
Batang bawah

Obat

Tabel 2. Urutan basa marka RAPD dan kisaran pita DNA.

Nama marka Sekuen Kisaran pita DNA (bp)
OPC17 TTCCCCCCAG 150-2.500
OPDO7 TTGGCACGGG 210-2.500
OPHO04 GGAAGTCGCC 250-2.500
OPH15 AATGGCGCAG 235-2.000
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dan Puri Agrihorti; kelompok dua yang terdiri atas
Carrizo Citrange, Citrumelo, Troyer Citrange, dan
Japansche Citroen; kelompok tiga yang terdiri atas
Sari Agrihorti, Monte Hondu M, Monte Hondu B,
Ganesha Aceh, dan Keprok Akyar; kelompok empat
yang hanya terdiri atas Keprok Tening. Karakter yang
mendominasi dalam kelompok satu adalah bunga
majemuk dengan warna bunga kuncup ungu, dalam
kelompok dua adalah buah berwarna kuning, dalam
kelompok tiga adalah bunga tunggal berwarna putih,
daun memiliki petiol, dan dalam kelompok empat
adalah warna buah kuning-oranye.

Tabel 3. Karakter morfologis lima belas jeruk fungsional Indonesia.
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Pada kelompok satu terdapat tiga subkelompok,
yaitu subkelompok yang memiliki bentuk daun sessile
(tanpa sayap daun) dan memiliki buah lonjong
dengan warna kulit kuning, subkelompok yang me-
miliki bentuk daun trifoliata, dan subkelompok yang
memiliki daun sessile, buah bulat, dan berwarna
kuning. Tanaman yang termasuk dalam subkelompok
satu adalah Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon;
subkelompok dua adalah Troyer Citrange, Citrumelo,
dan Carrizo Citrange; subkelompok tiga adalah
Japansche Citroen. Kelompok dua terbagi menjadi
dua subkelompok, yaitu subkelompok dengan warna

Daun Bunga Buah

Aksesi Bentuk tajuk

Warna Bentuk Bentqk Benluk Jenis Wama - Warna Bentuk Warna kulit Teksturkulit ~ Warnadaging Rasa daging

helai sayap kuncup  mekar
Monte HonduM  Menyebar ke atas Hijau  Brevipetiolate ~Ovate Obovate  Majemuk Putih Putih Obloid ~ Hijau Berkerut Putih kehijauan ~ Asam
Monte Hondu B Menyebar ke atas Hijau  Brevipetiolate ~Ovate Obcordate  Majemuk  Putih Putih Speroid  Hijau Berkerut Putih kehijauan ~ Asam
Japansche Citroen  Menyebar ke atas Hijau  Sessile Ovate - Tunggal  Putih Putih Speroid  Kuning Kasar Kuning Asam
Lemo Swangi Menyebar ke atas Hijau  Longipetiolate Obovate Obcordate Tunggal ~Ungu Putih Ellipsoid  Kuning Halus Putih Asam
Ganesha Aceh Menyebar ke atas Hijau  Brevipetiolate Elliptic ~ Obovate  Tunggal  Putih Putih Speroid  Kuning Berkerut Putih kehijauan ~ Asam manis
Puri Agrihorti Menyebar ke atas Hijau  Longipetiolate Elliptic ~ Obcordate Majemuk Ungu Putih Pyriform  Hijau Berkerut Putih kehijauan ~ Asam
Sari Agrihorti Menyebar ke atas Hijau  Sessile Elliptic ~ Obovate  Tunggal  Putih Putih Obloid ~ Hijau Berkerut Putih kehijauan ~ Asam
Keprok Tening Menyebar ke atas Hijau  Brevipetiolate ~Ovate Obovate  Tunggal  Putih Putih Speroid  Kuning-oranye  Berkerut Kuning Buruk
Citrumelo Menyebar ke atas Hijau  Trifoliata Obovate  Obdeltate  Tunggal ~ Putih Putih Speroid  Kuning Kasar Kuning Asam
Carrizo Citrange ~ Menyebar ke atas Hijau  Trifoliata Obovate  Obdeltate  Tunggal  Putih Putih Speroid  Kuning Kasar Kuning Asam
Etrog Citron Menyebar ke atas Hijau  Sessile Ovate Majemuk  Ungu Putih Ellipsoid  Kuning Bergelombang  Putih Buruk
Lemon seedless  Menyebar ke samping Hijau  Sessile Ovate Majemuk  Ungu Putih Ellipsoid  Kuning Halus Putih Asam
Jari Budha Menyebar ke atas Hijau  Sessile Ovate - Majemuk  Ungu Putih Lain-lain ~ Kuning Bergelombang  Putih Buruk
Troyer Citrange Menyebar ke atas Hijau  Trifoliata Obovate Obovate  Tunggal  Putih Putih Speroid  Kuning Kasar Kuning Asam
Keprok Akyar Menyebar ke atas Hijau  Brevipetiolate ~Ovate Obdeltate  Tunggal ~ Putih Putih Speroid  Kuning Berkerut Putih kehijauan ~ Asam manis
|: Jari Budha
Etrog Citron }
Lemon seedless ———
Buah Kuncup ungu,
Lemo Swangi kuning majemuk
Puri Agrihort >Ke|.1
Carrizo Citrange
Citrumelo
— Troyer Citrange
) Daun trifoliata Bugh
Japansche Citroen kuning <
Sari Agrihorti

Monte Hondu B

Ganesha Aceh

Keprok Akyar

—— Monte Hondu M

Keprok Tening 9

Buah

Buah kunlng
berkerut

jjau,
berkerut

Buah kuning- orange
berkerut

Daun berpetiol

Bunga
putih

>Ke|. 2

Kel. 3

Gambar 1. Dendrogram kekerabatan berdasarkan karakter morfologis. Bar = 0,1 koefisien keragaman.
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buah hijau (Sari Agrihorti, Monte Hondu M, dan Monte
Hondu B) dan subkelompok dengan warna buah
kuning (Ganesha Aceh dan Keprok Akyar). Kelompok
tiga hanya terdiri atas satu tanaman, yaitu Keprok
Tening yang memiliki buah berwara kuning-oranye
dengan tekstur buah berkerut.

Koefisien keragaman lima belas tanaman jeruk
fungsional Indonesia berdasarkan karakter morfologis
bervariasi antara 0-79% (Tabel 4). Semakin tinggi
koefisien keragaman, semakin berbeda karakter
morfologisnya. Berdasarkan Tabel 4, tanaman yang
memiliki kesamaan morfologi paling tinggi adalah
Citrumelo dengan Carrizo Citrange (keragaman 0%),
Citrumelo dengan Troyer Citrange, Carrizo Citrange
dengan Troyer Citrange dan Etrog Citron dengan Jari
Budha (disimilaritas 8%). Tanaman yang memiliki ke-
samaan morfologi terendah adalah Citrumelo dan
Carrizo Citrange dengan Etrog Citron (76%),
Citrumelo dan Carrizo Citrange dengan Lemon
seedless (79%), dan Citrumelo dan Carrizo Citrange
dengan Jari Budha (77%). Hal ini menunjukkan
bahwa kesamaan morfologi tertinggi terjadi antar-
tanaman dengan daun trifoliata (turunan P. trifoliata)
dan antartanaman dari golongan C. medica, sedang-
kan kesamaan morfologi terendah adalah antara
golongan trifoliata dengan golongan C. medica.
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Keragaman Molekuler Jeruk Fungsional Indonesia

Hasil amplifikasi empat marka RAPD terhadap
lima belas aksesi jeruk fungsional Indonesia (Tabel 1)
menunjukkan bahwa semua marka RAPD (Tabel 2)
dapat mengenali dan mengamplifikasi sekuen DNA
dalam genom jeruk yang diuji. Amplifikasi tersebut
menghasilkan 506 pita DNA dengan 67 lokus bersifat
polimorfik dari total 72 lokus yang dihasilkan (Tabel
5). Hasil amplifikasi setiap marka pada setiap aksesi
beragam antara 3-14 pita DNA (Tabel 6) dengan
kisaran ukuran 150-2.500 bp. Tingkat polimorfisme
marka masing-masing ditunjukkan oleh nilai PIC se-
tiap marka yang berkisar antara 0,906 sampai dengan
0,93 (Tabel 5 dan Tabel 6).

Persentase polimorfisme yang dihasilkan oleh
marka RAPD dalam penelitian ini termasuk tinggi,
yaitu 92,6% seperti yang dilaporkan sebelumnya, yaitu
sebesar 92,46% (Baig et al., 2009) dan 95% (Pessina et
al., 2011). Hasil ini lebih tinggi dibanding dengan
laporan keragaman genetik grapefruit dan pamelo
(49%) (Corazza-Nunes et al., 2002) dan keragaman
tujuh jeruk batang bawah, jeruk manis, dan keprok
(65,7%) (Hussein et al., 2004). Keragaman yang tinggi
tersebut terjadi karena perbedaan spesies tanaman
jeruk yang diuji, marka, dan kondisi reaksi PCR yang

Tabel 4. Koefisien keragaman lima belas jeruk fungsional Indonesia berdasarkan karakter morfologis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 0,00
2 0,11 0,00
3 0,53 048 0,00
4 0,63 058 0,72 0,00
5 020 0,14 052 062 0,00
6 047 041 055 049 046 0,00
7 015 020 062 0,72 029 056 0,00
8 031 025 054 064 030 048 040 0,00
9 058 052 032 076 057 060 067 058 0,00
10 058 052 032 076 057 060 067 058 0,00 0,00
11 064 058 072 035 063 049 072 064 0,76 0,76 0,00
12 066 060 0,74 038 065 052 075 067 079 079 026 0,00
13 065 059 073 036 064 050 074 065 0,77 0,77 0,08 0,28 0,00
14 055 049 029 073 05 057 064 055 008 008 073 0,76 0,74 0,00
15 028 022 054 064 027 048 037 031 058 058 064 066 065 055 0,00

1 = Monte Hondu M, 2 = Monte Hondu B, 3 = Japansche Citroen, 4 = Lemo Swangi, 5 = Ganesha Aceh, 6 = Puri Agrihorti, 7
= Sari Agrihorti, 8 = Keprok Tening, 9 = Citrumelo, 10 = Carrizo Citrange, 11 = Etrog Citron, 12 = Lemon seedless, 13 = Jari
Budha, 14 = Troyer Citrange, 15 = Keprok Akyar.

Tabel 5. Polimorfisme yang dihasilkan oleh lima belas aksesi jeruk fungsional Indonesia
menggunakan empat marka RAPD.

Nama marka Total alel Alel polimorfik Jumlah pita DNA PIC
OPC17 16 13 120 0,906
OPDO7 19 19 132 0,926
OPHO04 18 17 114 0,93
OPH15 19 18 140 0,93
Total 72 67 506

Rerata 18,00+1,41 16,75+2,63 126+11,70 0,923+0,01
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digunakan. Dalam penelitian ini, spesies jeruk yang
digunakan adalah C. media, C. limon, Citrus x limonia
Osbeck, Citrus x hystrix DC, C. amblycarpa, hibrida
dari P. trifoliata, dan jeruk lokal Indonesia yang belum
diketahui spesiesnya.

Amplifikasi marka RAPD dalam penelitian ini
menghasilkan beberapa pita DNA spesifik (Gambar 2
dan Tabel 7) . Setiap marka menghasilkan pita DNA
spesifik. Marka OPC17 menghasilkan pita spesifik
yang hanya muncul pada aksesi dengan tipe daun
yang memiliki petiol (Monte Hondu B, Keprok Tening,
Purut, dan Lemo Swangi) dan tipe daun trifoliata
(Citrumelo, Carrizo Citrange, dan Troyer Citrange).
Sementara, marka OPD07 dan OPH04 menghasilkan
pita DNA spesifik jeruk purut (Puri Agrihorti), Keprok
Tening, dan aksesi yang memiliki daun trifoliata.
Marka OPH15 menghasilkan pita spesifik untuk aksesi
yang termasuk dalam golongan C. limon, C. medica,
dan aksesi berdaun trifoliate (Tabel 7).

Keberadaan pita DNA spesifik pada aksesi ter-
tentu dapat digunakan sebagai sidik jari aksesi ter-
sebut. Sidik jari berdasarkan marka RAPD dapat di-
gunakan untuk keperluan identifikasi kemurnian
varietas, efisiensi penggunaan, dan pengelolaan
sumber daya genetik dan untuk mengidentifikasi
adanya kesalahan pelabelan tanaman (Hussein et al.,
2004). Berdasarkan hasil penghitungan koefisien ke-
ragaman (Tabel 8), diketahui bahwa keragaman
genetik lima belas aksesi jeruk fungsional yang diuji
sebesar 0-49%. Aksesi yang sama secara genetik
adalah Keprok Akyar dan Ganesha Aceh (0%), se-
dangkan yang memiliki keragaman genetik tertinggi
adalah Lemo Swangi dan Lemon seedless (49%).
Nilai keragaman ini lebih kecil dibanding dengan nilai
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keragaman berdasarkan karakter morfologis. Hal ini
disebabkan oleh marka yang digunakan kurang
spesifik dengan jumlah masih terlalu sedikit.

Analisis klaster berdasarkan keempat marka di-
gunakan untuk membangun dendrogram hubungan
kekerabatan lima belas aksesi jeruk fungsional
Indonesia (Gambar 3). Identifikasi genetik aksesi
jeruk menggunakan marka RAPD ini menghasilkan
pengelompokan yang dapat dihubungkan dengan
pita DNA spesifik. Pada kelompok satu, subkelompok
satu (Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon seedless)
dipengaruhi oleh pita spesifik yang dihasilkan oleh
marka OPHI15 pada ukuran 235 bp dan 280 bp.
Japansche Citroen membentuk subkelompok ter-
sendiri dalam kelompok satu yang dipengaruhi oleh
pita spesifik yang dihasilkan oleh marka OPH04 pada
ukuran 550 bp. Kelompok dua terdiri atas kelompok
tanaman jeruk dengan daun trifoliata. Pada kelompok
ini, pengelompokan dipengaruhi oleh pita spesifik
yang dihasilkan oleh marka OPD07 pada ukuran 400
bp dan OPC17 pada ukuran 416 bp. Troyer Citrange
dan Citrumelo membentuk subkelompok tersendiri
dalam kelompok dua yang dipengaruhi oleh pita
spesifik yang dihasilkan oleh marka OPHI15 pada
ukuran 320 bp. Pada kelompok tiga yang terdiri atas
Puri Agrihorti, Lemo Swangi, dan Monte Hondu B
dipengaruhi oleh pita spesifik yang dihasilkan oleh
marka OPC17 pada ukuran 107 bp. Kelompok empat
yang terdiri atas Sari Agrihorti, Monte Hondu M, dan
kelompok lima yang terdiri atas Keprok Akyar dan
Ganesha Aceh tidak ditemukan adanya pita spesifik.
Kelompok enam hanya terdiri atas satu tanaman,
yaitu Keprok Tening yang dipengaruhi oleh pita
spesifik yang dihasilkan oleh marka OPHO04 pada
ukuran 583 bp dan OPD07 pada ukuran 330 bp.

Tabel 6. Jumlah pita DNA yang dihasilkan oleh marka RAPD pada lima belas aksesi jeruk

fungsional Indonesia.

Aksesi OPC17 OPDO07 OPHO04 OPH15
Monte Hondu M 6 9 8 11
Monte Hondu B 7 6 7 8
Japansche Citroen 8 10 8 5
Lemo Swangi 8 7 6 14
Ganesha Aceh 8 6 7 9
Puri Agrihorti 7 6 5 14
Sari Agrihorti 8 10 6 12
Keprok Tening 8 9 6 10
Citrumelo 7 11 8 9
Carrizo Citrange 8 11 9 7
Etrog Citron 6 9 8 4
Lemon seedless 8 9 6 7
Jari Budha 6 9 8 3
Troyer Citrange 10 12 10 10
Keprok Akyar 9 6 6 7
Jumlah 114 130 108 130
Rata-rata 7,60+1,12 8,67+2,02 7,20+1,37 8,67+3,31
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Gambar 2. Pola pita DNA hasil amplifikasi marka RAPD pada lima belas aksesi jeruk fungsional adaptif di Indonesia. Tanda panah menunjuk-
kan pita DNA yang unik.

Tabel 7. Pita DNA spesifik yang dihasilkan oleh marka RAPD.

Nama marka Ukuran pita (bp) Terdeteksi pada

OPC17 167 Aksesi dengan daun yang memiliki petiol
416 Aksesi dengan daun trifoliata
OPDO07 330 Keprok Tening
400 Aksesi dengan daun trifoliata
OPHO04 550 Japansche Citroen
583 Keprok Tening
OPH15 235 Aksesi termasuk dalam C. medica dan C. limon
280 Aksesi termasuk dalam C. medica dan C. limon
320 Troyer Citrange dan Citrumelo
Dari pengelompokan berdasarkan karakter mor- mengelompok secara konsisten. Pita DNA spesifik
fologis dan molekuler, diketahui subkelompok terdiri yang ditemukan pada subkelompok tersebut ber-
atas Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon seedless peluang dikembangkan sebagai marka sequernce
yang memiliki ciri khusus daun tidak berpetiol, warna characterized amplified regions (SCAR).

buah kuning, dan warna bunga kuncup unguy;
subkelompok trifoliata (Troyer Citrange, Citrumelo,
dan Carrizo Citrange); subkelompok Keprok Tening,
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Tabel 8. Koefisien keragaman lima belas jeruk fungsional Indonesia berdasarkan karakter genetik.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0,00
0,25 0,00
0,36 043 0,00
026 0,19 044 0,00
024 031 037 032 0,00
026 0,18 044 0,25 0,31 0,00
011 027 039 029 026 0,28 0,00
032 038 038 039 033 039 0,34 0,00
038 044 040 046 039 045 040 040 0,00
036 043 038 044 037 043 038 038 0,24 0,00
040 047 020 048 041 047 042 042 043 042 0,00
04 048 021 049 042 048 043 043 044 042 0,12 0,00
041 047 021 048 042 048 043 043 044 042 0,08 0,13 0,00
04 047 043 049 042 048 043 043 0,18 0,27 046 047 047 0,00
024 031 037 032 o000 031 026 033 039 037 041 042 042 042 0,00

1 = Monte Hondu M, 2 = Monte Hondu B, 3 = Japansche Citroen, 4 = Lemo Swangi, 5 = Ganesha Aceh, 6 = Puri
Agrihorti, 7 = Sari Agrihorti, 8 = Keprok Tening, 9 = Citrumelo, 10 = Carrizo Citrange, 11 = Etrog Citron, 12 = Lemon
seedless, 13 = Jari Budha, 14 = Troyer Citrange, 15 = Keprok Akyar.

Citrumello
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Puri Agrihorti
_|: Lemo Swangi
Monte Hondu B
Sari Agrihorti
—:onte Hondu M

| Keprok Akyar
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0 ——-01
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_|: Jari Budha
Etrog Citron
Lemon seedless
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—> OPH04:583 bp dan OPDO07: 330 bp

Gambar 3. Dendrogram kekerabatan berdasarkan karakter genetik. Bar = 0,1 koefisien keragaman.

KESIMPULAN

Keragaman morfologis jeruk  fungsional
Indonesia lebih tinggi dibanding dengan keragaman
molekulernya. Keragaman tertinggi berdasarkan
karakter morfologis terjadi antara aksesi Citrumelo
dan Carrizo Citrange dengan Etrog Citron (76%),
Citrumelo dan Carrizo Citrange dengan Lemon
seedless (79%), dan Citrumelo dan Carrizo Citrange
dengan Jari Budha (77%), sedangkan keragaman
tertinggi berdasarkan karakter genotipik terjadi antara
aksesi Lemo Swangi dan Lemon seedless (49%).

Marka RAPD yang digunakan mampu mem-
bedakan aksesi jeruk fungional secara efektif dengan

tingkat polimorfisme yang tinggi (90,6%). Pita DNA
spesifik ditemukan oleh marka OPHI5;;5.5, pada
aksesi Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon seedless,
marka OPDO07 ., dan OPC17,, pada aksesi dengan
daun tipe trifoliata (Troyer Citrange, Citrumelo, dan
Carrizo Citrange) dan OPHO04ss3 dan OPDO7 33, pada
aksesi Keprok Tening. Subkelompok yang terdiri atas
Jari Budha, Etrog Citron, dan Lemon seedless yang
memiliki ciri khusus daun tidak berpetiol, warna buah
kuning, dan warna bunga kuncup unguy;
subkelompok trifoliata (Troyer Citrange, Citrumelo,
dan Carrizo Citrange); subkelompok Keprok Tening,
mengelompok secara konsisten.
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