KARAKTERISASI MORFOLOGI DAN
BIOKIMIA AKSESI PAMELO {Citrus
maxima (Burm.) Merr.} BERBIJI DAN
TIDAK BERBIJI ASLI INDONESIA

By Arifah Rahayu



ISBN : 978-979-25-1265-6 Prosiding Seminar Nasional PERHORTI 2012

'KARAKTERISASI MORFOLOGI DAN BIOKIMIA AKSESI PAMELO
{Citrus maxima (Burm.) Merr.} BERBIJI DAN TIDAK BERBIJI
ASLI INDONESIA

Arifah Rahayu’, Slamet Susanto®, Bambang S. Purwoko® , Iswari S. Dewi’

'Jurusan Agronomi Universitas Djuanda Bogor
@ Departemen Agronomi dan Hortikultura IPB-Bogor
alai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan
Sumberdaya Genetik Pertanian
Email: arifahrahayu@yahoo.co.id

ABSTRACT
The objecuve of this work was to evaluate morphologloal and biochemical (isozyme)
characters of ‘seeded and seediess pummelo accessions onglnated from Sumedang, Pati,
Kudus and Magetan Morphological characters contributed in groupmg pummelo accessions
were epicarp thickness, leaf lamina margin, vesicle length, epicarp color, petiole wing width
and fruit shape, while isozyme characters were MDH (Rf 0,11 and 0,14) and ACP (Rf 0,24
and 0,33). ACP band at Rf 0,24 could be used as marker to differentiate seeded and
seedless pummelo accessions. Separation between seeded and seedless accessions based
on morphological characters occured at similarity coefficient of 0,63, while on isoenzyme
characters occured at similarity coefficient of 0,49. Dendrogram based on combined
morphological and iscenzyme data was able to differentiate seed bearing and seedless
pummeio accessions. Principal component analysis results was congruent with that of
morphological, isozyme, and combination of them.
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PENDAHULUAN

Pamelo {Citrus maxima (Burm.) Merr.} berasal dari Malesia, kemudian menyebar ke
Indo-Cina, Cina Selatan, Jepang Selatan, India Barat, Mediterania dan Amerika Tropik
(Niyomdham, 1892). Pusat produksi pamelo dunia terdapat di Cina bagian Selatan,
Thailand, Vietnam, Malaysia, Indonesia, Taiwan dan Jepang (Hodgson, 1967). Di Indonesia,
sentra produksi pamelo utama terdapat di Kabupaten Magetan, sedangkan sentra produksi
potensial antara lain di Kabupaten Sumedang, Pati, Kudus, Pangkajene dan Kepulauan
(Sulawesi Selatan) dan Bireun (Aceh). Di sentra-sentra produksi tersebut, terdapat berbagai
kultivar pamelo yang beragam bentuk, ukuran, wama, rasa buah dan jumlah bijinya. Aksesi
pamelo memiliki jumiah biji beragam, mulai dari tidak berbiji hingga berbiji banyak (Ladaniya,
2008). Buah tidak berbiji lebih banyak diminati oleh konsumen, karena biji menyebabkan
rasa pahit dan merepotkan saat mengkonsumsi buah (Altaf dan Khan, 2007), sehingga
pengembangan jeruk diarahkan pada aksesi tidak berbiji.

Upaya pengembangan aksesi tidak berbiji melalui program pemuliaan dan
pemanfaatan plasma nutfah, memerlukan informasi keanekaragaman genetik dan hubungan
kekerabatan antar kultivar pamelo. Informasi ini dapat diperoleh melalui karakterisasi.
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Tahap awal identifikasi tanaman, biasanya dilakukan secara morfologi, karena
adanya kemudahan dalam mengamati perbedaan antara tanaman secara visual. Seiain itu
kebanyakan karakter hotikultura penting dikendalikan oleh banyak gen (Campos el al.,
2005). Karakter morfologi merupakan ekspresi fenotipe dari individu dan populasi, diregulasi
dan ditentukan oleh gen dan interaksinya dengan lingkungan. Beberapa peneliti telah
menggunakan karakterisasi morfologi pada jeruk, antara lain untuk meningkatkan jumlah
genotipe yang potensial dalam program pemuliaan atau untuk melepas kultivar baru jeruk
keprok (Citrus spp.) (Koehler-Santos ef al., 2003; Campos af al, 2005), untuk melihat
kekerabatan genetik spesies jeruk (Hardiyanto et al. 2007), dan untuk mendapatkan kultivar
unggul pamelo (Ara et ai., 2008).

Dalam melakukan karakterisasi morfologi perlu diperhatikan karakter yang dapat
diturunkan, mudah diamati dengan mata telanjang, dan diekspresikan pada semua kondisi
atau lingkungan (Perry dan Battencourt, 1997). Biasanya karakter ini bersifat kualitatif dan
stabil pada berbagai kondisi lingkungan, contohnya warma bunga dan bentuk buah.
Kelemahan penanda morfologi adalah dipengaruhi oleh tahap. perkembangan tanaman dan
lingkungan. Selain itu kadang-kadang sulit membedakan genotipe yang diamati, karena
secara morfologi tampak sama, walaupun sebenamya genotipe tersebut berbeda. Hal ini
terjadi akibat sifat resesif tertutup oleh sifat dominan (Bakhtiar, 2002). Oleh karena itu hasil
karakterisasi morfologi perlu didukung dengan metode lain, diantaranya secara biokimia
dengan isoenzim. ’

Isoerzim merupakan enzim yang terdiri atas molekul-molekul yang mempunyai
struktur kimia yang berbeda akan tetapi mengkatalisis reaksi kimia yang sama. Sebagai
protein, isoenzim secara langsung dapat menunjukkan perubahan dalam sekuen DNA
melalui perbedaan komposisi asam amino. Seringkali perbedaan komposisi asam amino
akan mengubah muatan enzim, yang akan menyebabkan-perubahan dalam mobilitas
elekiroforesis (Weeden dan Wendel 1989). Hal ini merupakan indikator yang baik untuk
keragaman genetik, sehingga isoenzim dapat digunakan untuk mengidentifikasi kultivar
pamelo (Phan et al. 2008), Citrus junos dan kerabat jeruk asam (Rahman et al. 2001),
membedakan bibit jeruk triploid dan diploid (King ef al. 1996). dan batang bawah jeruk
nuselar dan zigotik (Sykes 2011). Di lain pihak belum diketahui kemampuan isoenzim dalam
membedakan antara aksesi berbiji dan tidak berbiji pada pamelo. Penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi karakter morfologi dan isoenzim aksesi pamelo yang dapat digunakan
sebagai karakter dalam pengembangan pamelo tidak berbiji.

METODE PENELITIAN

Karakterisasi morfologi dilakukan pada bulan April 2009 sampai April 2010.
Pengamatan karakter morfologi pohon, daun dan bunga dilakukan di sentra produksi pamelo
di Kabupaten Sumedang, Kudus, Pati dan Magetan, sedangkan karakter buah diamati di
Laboratorium Pascapanen, Departemen Agronomi dan Hortikultura IPB. Analisis isoenzim
dilaksanakan pada bulan Maret 2011 di Laboratorium Pusat Penelitian Sumberdaya Hayati
dan Bioteknologi IPB.

Bahan yang digunakan untuk karakterisasi morfologi ialah bagian-bagian vegetatif
dan reproduktif, dan untuk analisis isoenzim adalah daun muda 14 aksesi pamelo asal
Sumedang (Cikoneng ST), Magetan (Jawa 1, Jawa 2, Jawa 3, Magetan, Sri Nyonya, Adas
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Duku, Bali Putih, Nambangan, Bali Merah 1, Bali Merah 2), Kudus (Muria Merah 1, Muria
Merah 2) dan Pati (Bageng Taji) yang tumbuh di kebun petani.

Identifikasi pamelo secara morfologi dilakukan berdasarkan descriptor list IPGRI
(1999) yang telah dimodifikasi. Tanaman pamelo yang diamati telah dewasa, berumur lebih
dari 6 tahun. Dari tiap lokasi dipilih tiga tanaman contoh. Pengamatan karakter kuantitatif dan
kualitatif dievaluasi dari 10 daun, 10 bunga dan 10 buah dari setiap tanaman. Dalam
penelitian ini aksesi pamelo dikelompokkan tidak berbiji, bila jumlah biji per buah kurang dari
10, dimasukkan kelompok potensial tidak berbiji, jika dalam satu aksesi terdapat buah berbiji
dan tidak berbiji, dan kelompok buah berbiji jika jumlah biji per buah 210.

Teknik analisis isoenzim esterase (EST), malat dehidrogenase (MDH), peroksidase
(PER), dan asam fosfatase (ACP) mengikuti cara Homry (1989), sedangkan aspartat amino
transferase (AAT) atau glutamat oksaloasetat transaminase (GOT) menggunakan metcde
Wendel dan Weeden (1989). Elektroforesis menggunakan gel pati kentang model horizontal,
dengan konsenhtrasi 10%.

Analisis Data

Analisis kemiripan data morfologi dan isoenzim dilakukan melalui fungsi SIMQUAL
(Similarity for Qualitative Data), sedangkan pengelompokkan data matrik dan pembuatan
dendrogram dilakukan dengan metode UPGMA (Unweighted Pair-Group Msthod Arithmetic),
dan tingkat kepercayaan dendrogram ditentukan dengan fungsi MxComp menggunakan
program NTSYSpc versi 2.02 (Rohlf 1998). Untuk mengurangi jumlah peubah yang akan
dianalisis, digunakan analisis komponen utama, dengan mengekstrak nilai ragam dari
eigenvector dari eigenvalue utama, dengan tingkat keragaman paling tinggi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakter Morfologl Aksesi Pamelo Berbiji dan Tidak Berbiji

Hasil analisis komponen utama terhadap 14 aksesi pamelo, menunjukkan
keragaman 70% dari 150 karakter baru diperoleh dari tujuh komponen utama (Tabel 1).
Karakter yang paling berperan dalam pengelompokan pamelo terdapat pada daun dan buah
(Tabel 2). Hasil pengelompokan berdasarkan jumiah biji, diperoleh delapan aksesi berbiji dua
aksesi potensial tidak berbiji dan empat aksesi tidak berbiji (Tabel 2). Hasil ekstraksi
komponen 1 vs 2 membentuk dua kelompok utama (Gambar 1), yaitu berbiji dan tidak berbiji
(kecuali ‘Bali Merah 2°).

Hasil analisis SIMQUAL menunjukkan antar aksesi pamelo memiliki koefisien
kemiripan 48.5-81.1%. Berdasarkan karakter morfologi ini, tingkat kemiripan tertinggi
terdapat pada 'Bali Merah 1’ dan 'Bali Merah 2', sehingga dalam dendrogram 'Bali Merah 2'
terpisah dari aksesi tidak berbiji lainnya. Perbedaan morfologi utama antar kedua aksesi ini
hanya tampak pada trikoma di permukaan bawah daun, posisi benang sari terhadap putik
dan jumlah biji. Sementara aksesi Jawa 1, Muria Merah 1 dan Bageng Teji memiliki
kesamaan pada perbandingan panjang benang sari terhadap putik (lebih pendek), bentuk
buah (seperti pir), warna kulit buah masak (hijau-kuning), kelekatan antar juring (lemah),
aksis (berongga), warna kantong jus (seragam), panjang kantong jus (sedang). Dengan
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demikian secara morfologi, perbedaan antar kultivar jeruk berbiji dan tidak berbiji terutama
terdapat pada karakter buah. Hal yang sama disampaikan Quang et al. (2011).

Tabel 1. Nilai ciri dan dua nilai komponen utama (KU) pertama berdasarkan penanda
morfologi (pohon, daun, bunga dan buah)

No. Nilai Cii  Proporsi Kumulatif Karakter KU1 Karakter Ku2
1 3,861 0,164 0,164 TBLEPI3 0,210 INTH 0,240
2 3,113 0,132 0,297 PINGHD1 0,195 KLTAJ7 0,206
3 2,791 0,119 0,415 PINGHD3 0,195 LSD5 0,194
4 2,415 0,103 0,518 PV3 0,187 JBS 0,188
5 2,101 0,089 0,608 LSD3 0,173 KSRGWJO 0,178
6 1,796 0,076 0,684 WKBH2 0,159 KSRGWJ1 0,178
7 1,650 0,070 0,754 BTKBH2 0,154 JB1 0,173
Keterangan:

TELEPI3: tebal epikarp tipis (1.10-1.29 mm) INTH : inti padat

PINGHD1: pinggiran helai daun bergerigi JBS : jumiah biji sedang (10.0-39.0)

PINGHD3: pinggiran helai daun rata KLTAJ7 : kelekatan antar juring kuat

PV3 :panjang vesicle (kantong jus) panjang KSRGJWO: keseragaman wama kantong

LSD3: kebar sayap daun sempit jus tidak seragam

WHKBH2: warna kulit buah masak hijau-kuning KSRGJW1: keseragaman warna kantong jus

BTKBH2: bentuk buah ellipsoid seragam

JB1 : jumiah biji sedikit (< 4.0)

Tabel 2. Pengelompokkan kultivar pamelo berdasarkan jumlah biji dan karakter
morfclogi yang berperan dalam pengelompokkan kultivar pamelo

Keiompok Pinggiran Lebar sayap Panjang Tebal Wama kulit Bentuk
kuttivar caun daun kantong jus  epikarp buah masak  buah
Berbiji
Cikoneng ST bergerigi  sedang panjang sedang hijau-kuning
Jawa 2 rata lebar pendek tipis hijau-kuning m
Adas Duku rata sempit pendek tipis kuning spheroid
Magetan rata sempit pendek tipis kuning tua ellipsoid-
N 20 Moy
Sri Nyonya rata sedang panjang tebal hija spheroid
Bali Putih rata sempit pendek tipis hijau-kuning  spheroid
Muria Merah 2 bergerigi  sedang pendek sedang hijau-kuning spheroid
Jawa 3 .+ rata sedang pendek tebal hijau-kuning  spheroid
Potensial tidak berbiji m
Nambangan rata sempit sedang tipis ng spheroid
Bali Merah 1 rata sempit pendek tipis hijau spheroid-
pyriform
Tidak berbiji
Bali Merah 2 rata sempit pendek tipis hijau obloid-
spheroid
Jawa 1 rata sempit sedang sedang hijau-kuning pyriform
Muria Merah 1 bergerigi  lebar sedang tebal hijau-kuning pyriform
Bageng bergerigi  sedang sedang tebal hijau-kuning pyriform
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Hasil pengelompokan dengan UPGMA menghasilkan dendrogram yang memisahkan
aksesi atas dua kelompok pada tingkat kesamaan 63.4%. Kelompok | terdiri atas aksesi
berbiji dan potensial tidak berbiji, kecuali ‘Bali Merah2', kelompok Il seluruhnya berisi aksesi
tidak berbiji. Pada koefisien kemiripan 0.674, kelompok | dibedakan atas tiga subkelompok: A
(‘Cikoneng ST’ dan 'Sri Nyonya®), B (‘Adas Duku’, 'Muria Merah 2', ‘Jawa 3', "Nambangan’,
'Magetan’, 'Bali Putih’, 'Bali Merah 1’dan 'Bali Merah 2'), dan C (Jawa 2). Kelompok Il hanya
terdiri atas satu subkelompok D (Jawa 1, Bageng Taji dan Muria Merah 2) (Gambar 2).
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Gambar 1. Analisis komponen utama kemiripan 14 aksesi pamelo menggunakan penanda
morfologi yang dipetakan ke dalam bentuk dua sumbu komponen utama yang

pertama.
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Gambar 2. Dendrogram 14 aksesi pamelo berdasarkan penanda morfologi.

Katerangan: @ berblji, Cbotensial tidak berbiji, ~ Qdak berbiji

Karakter Isoenzim Aksesl Pamelo Berbiji dan Tidak Berbiji

Hasil analisis pada 14 aksesi menunjukkan empat sistem enzim bersifat polimorfik,
dengan tingkat polimorfisme tertinggi pada EST, diikuti PER, MDH dan ACP, sedangkan AAT
bersifat monomorfik. Hasil analisis komponen utama (AKU) terhadap 14 aksessi pamelo
menunjukkan karakter yang paling berperan terhadap pengelompokan aksesi pamelo
adalah MDH (Rf 0.11 dan 0.14), diikuti oleh ACP (Rf 0.24 dan 0.33), berturut-turut sebesar
0.418, 0.411, 0.352 dan 0.344 (Tabel 3). Keragaan dan zimogram hasil analisis isoenzim
ditampilkan pada Gambar 3, dan hasil analisis kompcnen utama ini dipetakan pada Gambar
4, yang mengelompokkan aksesi pamelo atas berbiji dan tidak berbiji (kecuali Muria Merah
2). Masuknya 'Muria Merah 2' pada kelompok tidak berbiji, karena memiliki pita MDH 0.11,
sehingga karakter yang benar-benar spesifik membedakan aksesi tidak berbiji adalah ACP
0.24. Hal ini membuat isoenzim ACP potensial digunakan untuk membedakan aksesi pamelo

tidak berbiii.
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Gambar 3 Pola pita isoenzim (a) MDH dan (b) ACP pada 14 aksesi pamelo.

Tabel 3. Nilai ciii dan dua nilai komponen utama (XU) pertama berdasarkan penanda
isoenzim (EST, PER, MDH dan ACP)

0. Nilai Ciri Proporsi Kumulatif  Karakter KU1 Karakter KU2

1 1,291 0,298 0,295 MDHO011 0,418 ESTO019 0,387
2 0,683 0,156 0,451 MDHO14 0,411 PERO10 0,336
3 0,547 0,125 0,576 ACP024 0,352 MDH030 0,330
B 0,513 0,117 0,694 ACP033 0,344 ACPO033 0,322

Berdasarkan analisis SIMQUAL, diketahui pengelompokan aksesi pamelo
berdasarkan karakter isoenzim terbentuk pada tingkat kemiripan 22.2-94.7%. Dengan
demikian keragaman antar aksesi pamelo cukup besar. Keheterogenan genotipe pada
pamelo disebabkan oleh monoembrioni (Hirai dan Kajiura 1987). Sifat monoembrionik ini
menunjukkan embrio yang didapat bersifat zigotik dan memiliki keragaman genetik lebih
tinggi dibanding spesies jeruk poliembrioni. Selain itu keragaman genetik antar individu
dalam populasi dan antar kultivar pada jeruk secara alami juga terjadi melalui mutasi dan
seleksi (Hearn 1994), karena mutasi alami dan sport sering terjadi pada jeruk (Raza ef al.
2003), disamping hibridisasi dan adaptasi terhadap lingkungan. Keragaman genetik yang
besar antar aksesi pamelo merupakan bahan dasar potensial untuk meningkatkan kualitas
melalui seleksi untuk mendapatkan kultivar unggul.

1l |
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Gambar 4  Analisis komponen utama kemiripan 14 aksesi pamelo menggunakan penanda
isoenzim yang dipetakan ke dalam bentuk dua sumbu komponen utama yang

pertama.

Analisis dengan program NTSYSpc menunjukkan nilai koreiasi matriks kesamaan
MxComp sebesar r = 0,9, dengan demikian dendrogram yang dihasilkan dianggap ---1ai
menggambarkan pengelompokan aksesi pamelo (Rohif 1998). Analisis pengelom an
menghasilkan dendrogrgaGambar 5) yang pada koefisien kemiripan 0.49 memisahkan
berbagai aksesi pamelo menjadi dua kelompok. Kelompok | terdiri atas sémbilan aksesi
berbiji dan potensial tidak berbiji, dan kelompok Il terdiri atas empat aksesi tidak berbiji dan

satu aksesi berbiji.
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Gambar 5. Dendrogram 14 aksesi pamelo berdasarkan penanda isoenzim.
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Karakter Gabungan Penanda Morfologi dan Isoenzim

Hasil analisis kompecnen utama pada karakter gabungan morfologi dan isoenzim
menunjukkan keragaman sebesar 70% baru diperoleh dari enam komponen utama. Enam
karakter yang berperan terhadap pengelompokan aksesi pamelo adalah tebal epikarp, ACP
(Rf 0,33), MDH (Rf 0,14), MDH (Rf 0,11), ACP (Rf 0,24) dan jumlah biji sedikit (kurang dari
10) (Tabel 4). Hasil pemetaan dengan analisis komponen utama, menghasilkan peta yang
memisahkan aksesi berbiji dan tidak berbiji (Gambar 6). Komposisi ini hampir sama dengan
yang dihasilkan oleh karakterisasi berdasarkan sifat morfologi, yaitu aksesi tidak berbiji
kecuali ‘Bali Merah 2' membentuk kelompok terpisah dari aksesi berbiji (Gambar 1).

Tabel 4 Nilai ciri dan dua nilai komponen utama (KU) pertama berdasarkan penanda
morfologi dan isoenzim (EST, PER, MDH dan ACP)

No. Nilai Ciri -Proporsi  Kumulatif ~ Karakter KU1 Karakter Ku2

1 4834 _ 0,175 0,175 TBLEPI1 0,182  KLTAJ7 0,208
2 3776 . 0134 0309  ACPO33 0170 . LSD . 0,196
3 3264 0116 0425 MDHO14 0,168  PER016 0,195
4 2,960 0,105 0529 MDHO11 0,468  JBS 0,187
5 2718 0096 0626 ACP024 0,154  KLTAJS 0,184
6 2,163 0077 0703 JB1 0154  PB5 0,164
Keterangan: TBLEPI3 : febal epikarp tipis (1.10-1.29 mm) Jat : jumiah biji 0.0-9.0
KLTAJS : kelekatan antar juring sedang JBs : jumiah biji 10.0-39.0
KLTAJ7 : kelekatan antar juring kuat PB5 : panjang biji sedang
| .4 /-—-‘\\
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Keterangan: ®berbiji, @otensial tidak berbiji,  1Oak berbiji
Gambar 6 Analisis komponen utama kemiripan 14 aksesi pamelo menggunakan

penanda morfologi dan isoenzim yang dipetakan ke dalam bentuk dua sumbu
komponen utama yang pettama.
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Analisis pengelompokan dengan UPGMA menghasilkan dendrogram yang pada
koefisien kemiripan 0.64 memisahkan aksesi pamelo menjadi dua kelompok. Pada koefisien
kemiripan 0.85 kelompok | yang terdiri atas aksesi berbiji dan potensial tidak berbiji,
sedangkan kelompok Il hanya terdiri atas subkelompok C (‘Jawa 1, ‘Bageng Taji’ dan ‘Muria
Merah 1') yang seluruhnya berupa aksesi tidak berbiji (Gambar 7).
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Gambar 7 Dendrogram 14 aksesi pamelo berdasarkan penanda moifologi dan isoenzim.

KESIMPULAN

Perbedaan antara aksesi pamelo berbiji dan tidak berbiji hanya dapat dilihat pada
buahnya (bentuk buah, aksis buah dan jumlah biji per buah). Secara morfologi aksesi
pamelo yang diamati dapat dikelompokkan menjadi aksesi berbiji (Cikoneng ST, Jawa 2,
Magetan, Sri Nyonya, Adas Duku, Bali Putih, Muria Merah 2, Jawa 3), potensial tidak berbiji
(Nambangan dan Bali Merah 1) dan tidak berbiji (Bali Merah 2, Jawa 1, Bageng Taji dan
Muria Merah 1). Pada umumnya aksesi tidak berbiji memiliki bentuk buah pyriform dan aksis
berongga dan memiliki pita pada ACP Rf 0,24, Dendrogram berdasarkan karakter morfologi
dan isoenzim dapat membedakan antara aksesi berbiji, potensial tidek berbiji dan tidak
berbiji.
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