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ABSTRACT

Until now, the genetic diversity of sweet potato (Ipomoea batatas) from Papua is still
based on morphological observation. This study aims to analyze genetic diversity based
on RAPD markers and determine the sugar content (glucose, fructose, and sucrose) of
sweet potato clones from Papua. The results showed that the samples used had glucose
levels ranging from 0.0050-0.1073%, fructose 0.0083-0.0655%, and sucrose 0.2283-
0.4528%. The genetic distance between plants varied from 39.6% to 72.2% and in the
difference coefficient, 54% of the samples were separated into four groups.
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ABSTRAK

Hingga saat ini, keragaman genetik ubi jalar (Ipomoea batatas) asal Papua masih
berbasis pada pengamatan secara morfologi. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
keragaman genetik berdasarkan penanda RAPD dan menentukan kandungan gula
(glukosa, fruktosa dan sukrosa) klon ubi jalar asal Papua. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa sampel yang digunakan memiliki kadar glukosa berkisar 0,0050-0,1073%,
fruktosa 0,0083-0,0655% dan sukrosa 0,2283-0,4528%. Jarak genetik antar tanaman
bervariasi dari 39,6% hingga 72,2% dan pada koefisien perbedaan 54% sampel terpisah
menjadi empat kelompok.

Kata kunci: keragaman genetik, Ipomoea batatas, RAPD
PENDAHULUAN

Ubi jalar (Ipomea batatas) pada umumnya dimanfaatkan oleh masyarakat lokal di
Papua untuk memenuhi kebutuhan pokok karena berperan sebagai sumber energi bagi
manusia (Schneider et al., 1993). Energi yang diperlukan tubuh berasal dari karbohidrat
sebagai kandungan utamanya yang mencapai 28-30% pada bahan umbi segar
(Widowati, 2009). Ubi jalar sebagai sumber karbohidrat utama, menempati urutan ke
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empat setelah padi, jagung dan ubi kayu (Richana dan Sunarti, 2004). Karbohidrat pada
tanaman dihasilkan melalui proses fotosintesis (Supadmi, 2009), di mana hasil hidrolisis
karbohidrat menghasilkan beberapa jenis gula sehingga memberikan rasa manis pada
tiap jenis ubi jalar (Al-kayyis dan Susanti, 2016). Tingkat kemanisan pada ubi jalar
bervariasi, hal ini muncul akibat adanya perbedaan kadar gula sederhana yang secara
umum terkandung di dalamnya berupa glukosa, fruktosa dan sukrosa (Takahata et al.,
1992; Walter, 1992).

Berdasarkan potensi pemanfaatan yang dimiliki oleh tanaman ubi jalar, maka
budidaya tanaman ubi jalar perlu dikembangkan melalui program seleksi dan pemuliaan
(Apaseray et al., 2001). Hingga saat ini, Pusat Penelitian Ubi-ubian dan Sagu
Universitas Papua (PPUS UNIPA) telah mengkoleksi sebanyak 93 klon ubi jalar
berbasis pada pengamatan morfologi (2017, data tidak dipublikasi). Karakteristik
morfologi yang diamati meliputi bentuk umbi, keadaan permukaan kulit umbi, warna
daging umbi, tebal kulit umbi (korteks) dan warna kulit umbi telah dilakukan oleh
Apaseray et al., (2001). Sebelumnya, Paiki et al. (1996) juga telah melakukan penelitian
serupa dengan mengamati karakteristik morfologi dari ubi jalar berdasarkan bentuk
umbi, bentuk permukaan umbi, ketebalan korteks umbi, warna kulit yang dominan dan
warna daging umbi.

Karakteristik morfologi memiliki keterbatasan untuk dijadikan dasar yang
menandakan adanya keragaman genetik pada tumbuhan. Hal ini karena secara umum
tanaman ubi jalar memiliki kesamaan karakter morfologi di tiap jenisnya (Huang dan
Sun, 2000) dan sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan sehingga mengakibatkan
hasil yang diperoleh kurang cermat (Supadmi, 2009). Oleh karena itu, analisis
keragaman genetik melalui pengamatan karakteristik molekuler berdasarkan penanda
genetik DNA dipandang penting untuk diterapkan demi memperoleh informasi yang
lebih akurat (Hadrys et al., 1992). Analisis keragaman genetik berdasarkan penanda
DNA memiliki kelebihan tertentu yakni, perolehan hasil yang cepat, efektif, tidak
dipengaruhi oleh lingkungan dan dapat digunakan untuk mendeteksi perubahan yang
tidak dapat dideteksi oleh karakter morfologi (Hidayatun et al., 2011).

Amplifikasi acak polimorfisme DNA (Random Amplified Polymorphic DNA,
RAPD) merupakan salah satu penanda genetik berbasis DNA (Jarret dan Austin, 1994)
yang paling banyak digunakan dalam analisis keragaman genetik tumbuhan jika
dibandingkan dengan penanda genetik lainnya (Langga et al., 2012). Teknik RAPD
memiliki prosedur pelaksanaan yang lebih sederhana (Bardakci, 2001), murah, mudah
dan cepat (Idrees dan Irshad, 2014) serta mampu menghasilkan tingkat polimorfisme
pita DNA yang tinggi (Lee et al., 1996).

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis keragaman genetik berdasarkan
penanda RAPD dan menentukan kandungan gula (glukosa, fruktosa dan sukrosa) klon
ubi jalar (I. batatas) asal Papua.
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METODE PENELITIAN

Kandungan Gula (Glukosa, Fruktosa dan Sukrosa)
Persiapan Sampel (Picha, 1985)

Sebanyak 3-5 umbi ubi jalar yang berumur * 4-5 bulan dipanen lalu dibersihkan
dari tanah atau kotoran dan akar tanaman yang masih menempel pada permukaan kulit
umbi. Setelah itu dicuci bersih di bawah aliran air sedang dan dikupas kulitnya lalu
diparut halus.

Pembuatan Ekstrak Sampel (Picha, 1985)

Timbang seberat 5 gram umbi ubi jalar kemudian masukkan ke dalam labu
erlenmeyer 50 mL. Tambahkan 35 mL larutan etanol 80% lalu aduk menggunakan
magnetic stirrer selama 15 menit. Pemanasan dilakukan selama 5 menit pada suhu 50°C
lalu simpan di suhu ruang. Selanjutnya campuran yang telah dingin disaring
menggunakan kertas saring Whatman nomor 41 dan filtratnya ditampung ke dalam labu
ukur 50 mL. Residu pada kertas saring dan sisa padatan pada labu erlenmeyer dibilas
kembali dengan larutan etanol 80% dan ditampung pada labu ukur yang sama seperti
tersebut di atas hingga volume filtrat mencapai 50 mL. Selanjutnya filtrat disaring
menggunakan saringan nylon 0,2 um lalu masukkan ke dalam vial ukuran 1,5 mL.
Sonikasi dilakukan selama 10 menit kemudian diinjeksi ke dalam system KCKT.
Perlakuan yang sama dibuat untuk masing-masing klon umbi ubi jalar sebanyak dua kali
pengulangan.

Kondisi Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT)

KCKT digunakan pada kondisi operasional optimum yaitu menggunakan kolom
Agilent Zorbax Carbohydrate dengan panjang 150 mm, diameter 4,6 mm, ukuran
partikel 5 pm pada suhu kolom 40°C dan tekanan 67 bar. Deteksi dilakukan
menggunakan detektor indeks bias dengan perbandingan eluen asetonitril:air
(75%:25%) pada laju alir 1,4 mL/menit dan volume penyuntikan sebanyak 10 pL.

Keragaman Genetik
Ekstraksi DNA

DNA tanaman diekstrak dari pucuk daun yang berumur = 2-3 minggu. Ekstraksi
DNA dilakukan menggunakan Genomic DNA Mini Kit Plant (GP100) mengikuti
prosedur perusahaan.

Amplifikasi dan deteksi pita fragmen DNA

Amplifikasi DNA dilakukan berdasarkan metode PCR pada mesin Thermocycler
MJ Mini Bio-Rad menggunakan enam primer dari penanda RAPD yaitu UBC 101, P 04,
P 06, P 17, OPA 01 dan OPD 11. Reaksi PCR yang dibutuhkan untuk masing-masing
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sampel selama amplifikasi memiliki total volume 25 pL yang terdiri dari 3 pL ddH20;
2,5 uL primer RAPD; 1 uL DMSO; 1 uL BSA 2X; 12,5 uL tag green dan 5 uL DNA
cetak.

Permulaan proses amplifikasi dilakukan untuk tahap inisiasi pada suhu 94°C
selama 10 detik dan pada suhu 94°C selama 3 detik untuk tahap denaturasi awal.
Kemudian diikuti 35 siklus utama yang terdiri dari 3 tahap yaitu, denaturasi pada suhu
94°C selama 30 detik, annealing pada suhu 36°C selama 1 menit dan tahap extention
pada suhu 72°C selama 1,5 menit. Pengakhiran proses amplifikasi dilakukan pada suhu
72°C selama 5 menit sebagai tahap extention akhir sebanyak 1 siklus dan pada suhu
37°C selama 1 menit sebagai tahap pendinginan. Deteksi pita fragmen hasil amplifikasi
dilakukan secara elektroforesis menggunakan gel agarosa 1,5%.

Analisis Data
Kandungan gula secara kualitatif ditentukan berdasarkan waktu retensi, sedangkan

pengukuran kuantitatif dihitung berdasarkan rumus berikut:

Area sampel

Area baku
Variasi pita penanda RAPD secara kualitatif ditentukan berdasarkan visualisasi

hasil elektroforesis dari masing-masing primer RAPD kemudian diolah dalam bentuk
penomoran pita DNA (angka 1 jika ada pita DNA dan angka 0 jika tidak ada pita DNA)
menggunakan program PyElph. Hasil penomoran pita DNA dari masing-masing primer
RAPD selanjutnya digabungkan untuk membentuk matriks perbedaan menggunakan
metode UPGMA pada program NTSYS versi pc 2.02. Selanjutnya, dibuat dendogram
berdasarkan analisis klaster SAHN pada program yang sama.

Kadar sampel (%) = x Kadar baku (%)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kandungan Glukosa, Fruktosa dan Sukrosa

Hasil pengukuran rata-rata kadar glukosa, fruktosa dan sukrosa dari sepuluh klon
sampel umbi ubi jalar segar ditunjukkan pada Tabel 1. Kadar glukosa, fruktosa dan
sukrosa secara berturut-turut berkisar 0,0050-0,1073%, 0,0083-0,0655% dan 0,2283-
0,4258%. Nilai tertinggi untuk kadar glukosa dan fruktosa dimiliki oleh klon Bogor
yaitu berturut-turut mencapai 0,1073% dan 0,0655%. Sedangkan, kadar sukrosa yang
memberikan nilai tertinggi berasal dari klon Miencon yaitu 0,4258%.
Tabel 1 Kadar glukosa, fruktosa dan sukrosa pada 10 klon ubi jalar

Persen Rata-rata kadar (%b/b)

Klon ubi jalar Glukosa Fruktosa Sukrosa
Traf 4 0,0699 + 0,007 0,0322 + 0,005 0,3060 + 0,010
J-5 0,0160 + 0,001 0,0083 + 0,004 0,3339 £ 0,022
Worembai 0,0598 + 0,005 0,0468 + 0,014 0,2283 £ 0,007
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Bonsasari 0,0270 £ 0,016 0,0137 £+ 0,006 0,3107 £+ 0,002
Bogor 0,1073 £ 0,011 0,0655 + 0,015 0,2441 + 0,009
Pirangge 0,0469 + 0,004 0,0468 + 0,027 0,3566 + 0,022
Hub 0,0826 + 0,027 0,0467 £ 0,032 0,2573 £ 0,002
Miencon 0,0050 + 0,002 0,0096 + 0,006 0,4258 + 0,035
Morotai 0,0670 + 0,002 0,0322 + 0,002 0,3247 +£ 0,018
Abumorokor 0,0282 + 0,023 0,0446 £ 0,010 0,3246 + 0,003

Rata-rata kadar glukosa, fruktosa dan sukrosa yang diperoleh pada penelitian ini
lebih rendah dibandingkan dengan penelitian Tamate dan Bradbury (1985) pada ubi
jalar asal Papua New Guinea yang memiliki rata-rata kadar glukosa, fruktosa dan
sukrosa sebesar 0,22%, 0,15% dan 0,22%. Sedangkan, hasil penelitian yang dilakukan
oleh Chan et al. (2014) juga memberikan hasil yang lebih besar pada rentang 0,12-
0,54% glukosa, 0,08-0,28% fruktosa dan 0,75-2,43% sukrosa dari tujuh kultivar asal
Taiwan.

Pita Penanda RAPD

Hasil amplifikasi fragmen DNA pada 10 klon ubi jalar menggunakan enam primer
RAPD (OPA 01, OPD 11, P 04, P 06, P 17, UBC 101) berhasil dideteksi menggunakan
gel agarosa 1,5%. Gambar 1 merupakan visualisasi fragmen pita DNA dari 10 klon
sampel ubi jalar hasil elektroforesis menggunakan primer P 04 dan OPA 01. Pola pita
DNA dari sampel ubi jalar yang dibandingkan dengan 1 Kb DNA standar terbentuk
sekitar 100 hingga 2500 pasang basa (pb).

2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

=N 2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250:op 250 bp

Gambar 1. Fragmen pita DNA yang diamplifikasi dengan primer P 04 (A) dan primer
OPA 01 (B): Traf-4 (1); Morotai (2); Pirangge (3); Abumorokor (4); J-5 (5); Bonsasari
(6); Bogor (7); Hub (8); Worembai (9) dan Miencon (10)

Fragmen pita DNA dari seluruh primer RAPD yang digunakan menghasilkan 70
pita yang terdiri dari 59 pita polimorfik dan 11 pita monomorfik (Tabel 2). Primer OPD
11 menghasilkan jumlah fragmen pita DNA yang paling besar yaitu sebanyak 13 pita
polimorfik dan 3 pita monomorfik. Sedangkan primer dengan jumlah fragmen pita DNA
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yang paling kecil adalah primer P 04 yaitu sebanyak 6 pita polimorfik dan 2 pita
monomorfik. Jumlah fragmen pita DNA yang sama ditemukan pada primer P 17 dan
UBC 101 dengan masing-masing sebanyak 11 pita polimorfik dan 2 pita monomorfik.

Tabel 2 Jenis primer RAPD dan total pita DNA hasil amplifikasi dari 10 klon ubi jalar

Kode Primer  Sekuen (5°-...-3”) Pita Polimorfik  Pita Monomorfik Total

OPA 01 CAGGCCCTTC 10 1 11
OPD 11 AGCGCCATTG 13 3 16
P04 CGTCTGCCCG 6 2 8
P 06 TTCCGCGGGC 8 1 9
P17 ATGACGACGG 11 2 13
UBC 101 GCGCCTGGAG 11 2 13

Total 59 11 70

Rata-rata pita polimorfik per primer pada penelitian ini mencapai 9,8. Hasil ini
jauh lebih tinggi dibandingkan penelitian Zhang et al. (1998) yang menggunakan 80
primer pada 36 kultivar ubi jalar dengan rata-rata 6 pita polimorfik per primer dan He et
al. (2006) yang mengamati 100 varietas dan 8 kultivar ubi jalar menggunakan 30 primer
dengan rata-rata 7,3 pita polimorfik per primer. Demikian pula dengan penelitian
Gichuki et al. (2003) pada 74 aksesi ubi jalar menggunakan 11 primer dengan rata-rata
6 pita polimorfik per primer dan penelitian Sagredo et al. (1998) yang menghasilkan
rata-rata 6,9 pita polimorfik per primer pada 24 kultivar ubi jalar menggunakan 18
primer.

Matriks perbedaan yang menunjukkan jarak genetik antara dua klon ubi jalar
berdasarkan pola pita RAPD disajikan pada Tabel 3. Jarak yang paling kecil muncul
antara klon Worembai (B) dengan Hub (C) yaitu 0,396 (berbeda 39,6% secara genetik).
Sedangkan jarak yang paling besar yaitu 0,727 (berbeda 72,7% secara genetik)
ditemukan antara klon Bogor (D) dengan Traf (J). Klon Bogor-Traf 4 tersebut memiliki
jarak genetik yang lebih besar dibandingkan dengan klon Bogor-Bonsasari yakni 0,447
(berbeda 44,7% secara genetik). Semakin kecil jarak antar klon, maka semakin besar
kesamaannya secara genetik. Jarak genetik yang besar menunjukkan adanya keragaman
genetik yang tinggi (Moulin et al., 2012).

Tabel 3. Matriks perbedaan 10 klon ubi jalar berdasarkan 70 fragmen pita DNA
menggunakan enam primer RAPD

A B C D E F G H I J
Miencon 0
Worembai 0.573 0
Hub 0.507 0.39% O
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Bogor 0.707 0.632 0.665 O
Bonsasari 0.687 0.561 0.621 0.447 O
J-5 0.609 0.493 0.478 0.621 0548 O

Abumorokor 0.534 0.521 0.507 0.707 0.687 0.534 0

Pirangge 0.655 0.521 0.632 0.548 0.548 0.609 0.632 O

Morotai 0.521 0.447 0.463 0.697 0.655 0.463 0.493 0.621 O
Traf 4 0.507 0.493 0.507 0.727 0.644 0.507 0.507 0.632 0.463 O

Klon ubi jalar: Miencon (A), Worembai (B), Hub (C), Bogor (D), Bonsasari (E), J-5 (F),
Abumorokor (G), Pirangge (H), Morotai (1), Traf 4 (J)

Rata-rata jarak genetik dari keseluruhan klon adalah 0,56. Hasil ini mirip dengan
rata-rata jarak genetik kultivar ubi jalar asal Amerika selatan dan Papua New Guinea
yaitu sebesar 0,58 (Zhang et al., 1998), namun lebih kecil dibandingkan rata-rata jarak
genetik dari varietas ubi jalar lokal Mesir dan beberapa varietas yang diperoleh dari
Internation Potato Centre (CIP) yaitu sebesar 0,79 (Mohamed et al., 2017).

Hasil dari konstruksi dendogram menunjukkan bahwa pada koefisien 0,54
(berbeda 54% secara genetik) tanaman terpisah menjadi empat kelompok yaitu klon
Bogor dan Bonsasari satu kelompok, sedangkan klon Worembai, HUB, Morotai, J-5,
Traf 4 dan Abumorokor menjadi satu kelompok serta klon Miencon dan Pirangge
masing-masing mengelompok sendiri. Pola pengelompokkan yang diperlihatkan pada
Gambar 2 menunjukkan bahwa klon yang berada dalam satu kelompok memiliki
kesamaan genetik yang lebih besar.

i 54%
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T T T T T T T T T T T +r T T T T T T T T 1

non 0.2 0.5 0.7 1.0

Koefisien perbedaan

Gambar 2 Dendogram 10 klon ubi jalar berdasarkan koefisien perbedaan genetik
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KESIMPULAN

Kandungan sukrosa pada sepuluh klon ubi jalar lebih tinggi dibandingkan glukosa
dan fruktosa. Kadar glukosa berkisar 0.0050-0.1073%, fruktosa 0.0083-0.0655% dan
sukrosa 0.2283-0.4528%. Karakter genetik sepuluh klon ubi jalar yang dikonfirmasi
menggunakan penanda molekuler RAPD menunjukkan jarak genetik yang bervariasi
yaitu 39.6%-72.7%. Jarak genetik paling jauh ditemukan pada klon Bogor-Traf 4,
sedangkan jarak genetik paling dekat ditemukan pada klon Worembai-Hub. Pada
koefisien perbedaan 54% ubi jalar terpisah menjadi empat kelompok.
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