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"ANALISIS KERAGAMAN GENETIK ENAM BELAS AKSESI BLEWAH
(Cucumis melo L) DENGAN METODE RANDOM AMPLIFIED
: o L POLYMORPHIC DNA (RAPD)
{Study on the Genetic Variability of 16 Accessions of Blewah (Cucumis melo L.) By
Mean Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)}

Departemen Budi,.daa Pertanian, F akultas Pertanian, IPB

ABSTRACT

Sixteen accession of endogenous blewah (Cucumis melo L.) from East Java are subjected to genetics
variability analysis on their fruit morphological characters and RAPD assays. Based on five morphological
characters including fruit weight, fruit length, flesh thickness, diameter of fiuit, and total soluble solid, it is
Jound that the evaluated accessions are separated into two clusters at 3.01 of genetics distance. The Sirst
cluster consists of all accessions from Jombang, Lamongan, four accessions from Pasuruan. The second
cluster consists of three accessions from Mojokerto, two accessions from Tuban and two accessions Jrom
Pasuruan. Accessions from the same origin tend clustered into the same group. Screening of 55 decamer
RAPD prirhers resulted eleven primers are able to amplify the DNA blewah genome, and five out of them are
chosen for RAPD analysis. They are OPD9, OPI2, OPI117, OPNI10, and OPN18. RAPD analysis reveals that
the accessions are separated into three main clusters at genetics distance of 3.00. The first cluster consists of
one accession of No.22 from Mojokerto, the second cluster one accession of No.36 from Lamongan, and the

third cluster consists of other fourteen accessions.

Key words : Blewah (Cucumis melo L.), RAPD analysis, genetics distance

PENDAHULUAN

Melon merupakan tanaman yang dikenal memi-
liki nilai ekonomi tinggi, akan tetapi pengembangan
melon di Indonesia menghadapi kendala keterbatas-
an penyediaan benih karena sebagian besar benih
melon masih impor. Benih yang diimpor umumnya
benih hibrida hasil persilangan terkendali sehingga
harganya mahal, sementara itu penggunaan benih
hasil panen tidak dianjurkan karena dapat menurun-
kan hasil mengingat benih yang dipakai sudah me-
ngalami segregasi. Oleh karena itu perlu program
pemuliaan melon berbasis sumber genetik Indonesia,
mengingat Indonesia memiliki keragaman yang ting-
gi untuk melon yang dikenal sebagai blewah, untuk
memenuhi kebutuhan benih melon yang lebih sesuai
dengan agroklimat Indonesia.

Secara botani tanaman melon (Cucumis melo L.)
termasuk kedalam genus Cucumis, famili Cucurb-
itaceae. Africa diduga sebagai pusat keragaman se-
pecies Cucumis yang memiliki jumlah kromosom
sebanyak 12 dalam keadaan haploid [1]. Selanjutnya
melon menyebar ke Mesir dan Iran pada milenia ke-
dua dan ketiga sebelum masehi [2]. Melon liar dapat
ditemukan di Afrika, Asia hingga Australia [1], hal
ini menunjukkan bahwa melon sudah menyebar luas
dan proses domestikasi melon terjadi secara terpisah
di Afrika dan Asia [3].

Sebagai bagian dari wilayah distribusi sekunder
melon [3], Indonesia memiliki melon endigenous
yang disebut blewah. Blewah biasa dibudidayakan di
daerah kering Jawa Timur dan Jawa Tengah, dita-
nam terutama di lahan sawah setelah musim panen

padi gadu. Sebagai tanaman yang sudah lama ber-
adaptasi dengan agroklimat Indonesia, blewah meru-
pakan potensi genetik tinggi bagi pemuliaan melon
di Indonesia, akan tetapi keragaman blewah tersebut
belum dikarakterisasi, sehingga belum bias diman-
faatkan secara maksimal. .

Keragaman genetik dari bahan pemuliaan sangat
penting terutama dalam tahap pembentukan populasi
dasar [4]. Keragaman genetik yang tinggi memberi-
kan peluang besar untuk mendapatkan kombinasi
genetik sesuai dengan tipe ideal yang diharapkan.
Informasi keragaman genetik dapat diperoleh de- .
ngan melakukan karakterisasi. Karakterisasi suatu
sumberdaya genetic, dapat dilakukan dengan tiga
pendekatan, yaitu 1) karakterisasi berdasarkan pe-
nanda visual (morfologi); 2) karakterisasi berdasar-
kan penanda enzimatik (isozyme); dan 3) karakteri-
sasi berdasarkan penanda DNA [5].

Karakterisasi berdasarkan penanda DNA memi-
liki beberapa keuntungan yaitu tidak dipengaruhi
oleh lingkungan, dapat dideteksi pada setiap tahap
pertumbuhan dan dari semua bagian jaringan tanam-
an [5]. Penanda DNA yang potensial untuk diguna-
kan dalam karakterisasi sumberdaya genetik adalah
penanda DNA yang berbasis PCR (Polymorphic
Chain Reaction), seperti analisis RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) atau VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat) [6]. Analisis RAPD
memiliki beberapa keunggulan dibandingkan penan-
da DNA yang lain seperti RFLP, yaitu lebih seder-
hana, hanya memerlukan sedikit DNA dan tidak
perlu terlalu murni, cocok digunakan untuk sampel
banyak, cukup menggunakan satu macam primer
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acak, dan pengerjaannya relatif cepat [7]. Analisis
keragaman genetic berdasarkan penanda RAPD te-
lah dilakukan oleh beberapa peneliti [8;9].

BAHAN DAN METODE

Bahan Tanaman.

Bahan genetik yang dianalisis merupakan 16 ak-
sesi blewah yang dikumpulkan dari empat kabupaten
di Jawa Timur (Tabel. 1).

Analisis Morfologi

Aksesi-aksesi yang diuji ditanam di kebun
percobaan IPB Tajur yang terletak pada ketinggian
tempat 200 m di atas permukaan laut pada bulan
Maret sampai Mei 2001. Bahan tanaman yang diuji
ditanam dengan menggunakan rancangan kelompok
lengkap teracak sebanyak tiga ulangan. Masing-ma-
sing ulangan terdiri atas tujuh belas aksesi dan
masing-masing aksesi terdiri atas dua belas tanaman.

Pengamatan morfologi meliputi berat buah,
panjang buah, tebal buah, keliling buah, dan padatan
total terlarut.

Analisis RAPD

Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan
metode CTAB dengan beberapa modifikasi [10].
Daun muda blewah dengan bobot 0,2 — 0,3 gram
ditumbuk sampai halus dalam microtube yang sudah
berisi buffer ekstrak yang selanjutnya ditambahkan
klorofom : IAA = 24 : 1 sebanyak 560ul setelah di-
inkubasi pada suhu 65°C minimal 15 menit. Seba-
nyak 600 pl supernatan dicampur dengan isopro-
panol dingin dengan volume sama dan dispin selama
15 menit sampai pelet DNA mengendap, kemudian
sisa cairan cairan sebelumnya dicuci dengan ethanol
70% sebanyak 200 pl. DNA dikeringkan pada suhu
kamar minimal empat jam. Uji kuantitas DNA dila-
kukan dengan elektroforesis DNA menggunakan gel
agarosa konsentrasi 1,5% dan dialirkan dalam te-

gangan 100 Volt selama 45 menit. Pewarnaan DNA
menggunakan larutan Ethidium Bromida 0,5% mg/l,
selanjutnya kuantitas DNA dapat dilihat pada UV
transilluminator.

Amplifikasi total DNA genom dilakukan dengan
menggunakan primer tunggan 10 basa pada mesin
PCR ASTEC Thermal Cycler PC 707, yang diprog-
ram sebanyak 45 siklus yang terdiri atas 95°C sela-
ma 1 menit, 35°C selama 1 menitn, dan 72°C selama
2 menit. Diikuti satu siklus 7 menit pada 72°C. Re-
aksi PCR dilakukan tersebut menggunakan volume
sebanyak 25 pl terdiri atas 16,5 pl air bebas ion 2,5
pl buffer PCR; 10 pM primer acak; 2 mM dNTP; 3
mM MgCly; 1ul DNA dan I unit enzim DNA Tagq
polymerase.

Analisis Data

Penghitungan parameter genetik semua peubah
morfologi yang diamati dilakukan berdasarkan me-
tode Singh dan Chaudary [11]. Profil data pita
RAPD diterjemahkan berdasarkan ada (1) dan tidak-
nya pita (0). Kemiripan antar aksesi dalam analisis
RAPD dihitung berdasarkan pendekatan Nei and Lie
[12]. Analisis gerombol dilakukan dengan Un-
weighted Pair Group Method and Arithmetic Ave-
rage (UPGMA) dengan menggunakan program kom-
puter NTSYS-pc, version 1,80 (Exeter software,

- New York).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analsis Keragaman Morfologi

Hasil analisis sidik ragam dari hasil karakterisasi
penanda morfologi, menunjukkan bahwa semua pe-
ubah yang diamati bebeda nyata, yaitu pada peubah
bobot buah, panjang buah, keliling buah, dan dia-
meter buah. Hasil pengujian tersebut menunjukkan
bahwa aksesi-aksesi yang digunakan dalam peneliti-
an ini beragam.

Table 1. List of Blewah accession along with their origin, which subjected to the genetics analysis.

No. Code _ Origin Regency
1 PKBTO06 Pedon Tuban

2 PKBT09 Pedon Tuban

3 PKBT17 -Topeng Lamongan
4 PKBT18 Topeng Lamongan
5 PKBT21 Pilanggud Mojokerto
6 PKBT22 - Pilanggud Mojokerto
7 PKBT24 Pilanggud Mojokerto -
8. PKBT26" Bangil " Pasuruan
9 PKBT27 Sungikulon " Pasuruan
10 PKBT28 Sungikulon Pasuruan
11 PKBT29 Sungikulon Pasuruan
12 PKBT30 Sungikulon Pasuruan
13 PKBT31 Sungikulon Pasuruan
14 PKBT32 Perak Jombang
15 PKBT34 Perak Jombang
16 PKBT36 Perak Jombang
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Berdasarkan karakter morfologi, keragaman ge-
netik dapat dideteksi dari jarak genetik 0,63 — 3,66
(Gambar 1). Pada jarak genetik 3,0; keenambelas ak-
sesi yang diuji dapat dikelompokan kedalam dua ke-
lompok besar. Kelompok pertama terdiri atas tujuh
aksesi, dua aksesi berasal dari Tuban (No. 6; No. 9),
tiga aksesi dari Mojokerto (No. 21; No. 22; No. 24)
dua aksesi dari Pasuruan (No. 27; No. 29). Kelom-
pok kedua terdiri atas 9 aksesi, dua aksesi dari
Lamongan (No. 17; No. 18), empat aksesi dari
Pasuruan (No. 26; No. 28; No. 30; No. 31) dan tiga
aksesi dari Jombang (No. 32; No. 34; No. 36). Hasil
tersebut di atas menunjukkan kecenderungan bahwa
aksesi dari suatu daerah berada pada satu kelompok.

Analisis RAPD

Sebanyak 55 primer acak RAPD diuji terhadap
aksesi yang memiliki buah paling kecil dan aksesi
buah paling besar dan diperoleh sebelas macam
primer yang dapat mengamplifikasi DNA genom
blewah, yaitu OPD 3; OPD 9; OPD 10; OPN 8; OPN
10; OPN 14; OPN 18; OPI 2; OPI 3; OPI 17; dan
OPI 18. Primer-primer yang menghasilkan pita lebih
dari satu sebanyak lima primer dan dipilih untuk
analisis selanjutnya. Primer-primer tersebut adalah
OPD 9; OPI 2; OPI 17; OPN 10; dan OPN 18 dan
kelima primer tersebut mengamplifikasi 48 pita
DNA, atau rata-rata setiap primer dapat
menghasilkan sembilan pita DNA dengan jumlah
pita polimorfik 46 pita. Pita-pita DNA vyang
dihasilkan berukuran dari 4260 sampai 420 pasang
basa (Gambar 2).

Hasil analisis terhadap data RAPD dengan meng-
gunakan lima primer acak menunjukkan bahwa ak-

Genetics distance

sesi yang diuji meliki jarak genetik pada kisaran
2,00 sampai 3,74 (Gambar 3). Pada jarak genetik
3,000, aksesi yang diuji dibedakan kedalam tiga ke-
lompok besar. Kelompok besar pertama adalah akse-
si No. 22; kelompok besar kedua adalah aksesi No.
36; sedangkan empat belas aksesi lainnya merupa-
kan anggota kelompok besar ketiga. Selanjutnya pa-
da jarak genetik 2,79; kelompok besar ketiga dapat
dibedakan kedalam empat sub-kelompok, yang ter-
diri atas sub-kelompok pertama dengan satu anggota
aksesi No. 28; sub-kelompok kedua dengan anggota
enam aksesi (No.18; No.26; No.27; No.30; No.31;
dan No.32), sub-kelompok ketiga dengan anggota
satu aksesi yaitu aksesi No.29 dan sub-kelompok ke-
empat dengan anggota enam aksesi (No.6; No.9;
No.17; No.21; No.24; dan No. 34).

Pembahasan

Berdasarkan analasis morfologi aksesi-aksesi
yang berasal dari daerah yang sama cenderung me-
ngelompok menjadi satu kelompok karena aksesi-
aksesi yang berasal dari daerah yang sama cende-
rung homogen dalam keragaan di lapangan, dengan
beberapa pengecualian, Sebagai contoh adalah ak-
sesi No.27 dan No.29 yang keragaannya lebih mirip
dengan kelompok besar pertama daripada dengan
aksesi-aksesi lainnya yang berasal dari daerah yang
sama dan berada pada kelompok besar pertama. Hal
ini menunjukkan bahwa keragaman dalam aksesi da-
ri satu daerah cenderung lebih rendah dibandingkan
keragaman aksesi antar daerah, yang diduga karena
lingkungan sebagai tekanan seleksi lebih mirip da-
lam satu daerah dibandingkan antar daerah.

3.66—

2.44—

1.22— FEE
0.00 |——|

6 22 29 9 27 21 24 17 26 28 32 34 36 31 18 30

Accessions

Figure 1. Cluster analysis result of sixteen blewah accessions, constructed base on their fruit characters.

M 6 9 17 18 21 22 24 26 27 28 29 30 31 32 34 36

Figure 2. RAPD profile of sixteen blewah (C. melo L) accesions amplified by random primer OPN-10.
Number of 6 to 36 above each lane indicated accesion code, and M is DNA size markers

(0X174/Haelll digest).
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249—
1.25—
0.06 é—""
6 34 21 17 9 24 29 30 26 41 32 28 36 22
Accessions

Figure 3. Dendogram constructed using UPGMA and- based on RAPD assay using five random primers

of OPD9, OPI2, OPI17, OPN10 and OPN18.

Pengelompokan pada jarak genetik 3,01 menun-
jukkan bahwa semua aksesi yang diuji mengelom-
pok pada dua kelompok besar, yang diduga berkait-
an dengan karakter warna daging buah. Kelompok
besar pertama memiliki warna daging buah secara
umum kuning cenderung oranye sedangkan kelom-
pok besar kedua memiliki warna daging buah kuning
kehijauan. Warna daging buah kehijauan dikendali-
kan oleh gen tunggal (monogenic) yang bersifat re-
sesif [13] sehingga memungkinkan pemisahan warna
daging buah lebih sederhana.

Informasi besarnya keragaman genetik dari akse-
si yang dimiliki sangat penting terutama dalam tahap
pembentukan populasi dasar maupun untuk tahap se-
leksi. Jarak genetik antara aksesi yang diuji berda-
sarkan analisis RAPD dapat dideteksi sampai jarak
3,74. Sementara itu berdasarkan lima karakter mor-
fologi keragaman dapat dideteksi sampai jarak ge-
netik 3,66. Jarak genetik yang dihasilkan oleh karak-
terisasi RAPD dan karakterisasi morfologi berbeda,
hal ini diduga karena pita hasil analisis RAPD tidak
berkesesuaian dengan karakter morfologi yang di-
amati. Sementara itu nilai yang diperoleh dari hasil
karakterisasi morfologi ini masih dipengaruhi oleh
efek lingkungan dan interaksi antara genetik dan
lingkungan. Ketidaksesuaian penanda morfologi de-
ngan penanda molekuler juga ditemukan pada ana-
lisis genetik tanaman durian [14] dan pisang [15].
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