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RINGKASAN

TIFFANI NINDYA A. 0410470039-47. IDENTIFIKASI GENET IK TRUE
SHALLOT SEED (TSS) BEBERAPA VARIETAS LOKAL BAWANG

MERAH (Allium ascalonicum Linn) BERDASARKAN PENANDA
MIKROSATELIT (SSR) di bawah bimbingan Ir. Arifin No or Sugiharto,
MSc. Ph.D. dan Niken Kendarini, SP. MSi.

Bawang merah ialah salah satu tanaman héittila yang sangat penting di
Indonesia dan termasuk salah satu komoditas saymggulan. Salah satu upaya
peningkatan produksi tanaman ialah dengan menggundkue shallot seed
(TSS). Benih TSS yang baik akan menghasilkan urabgdn produktivitas tinggi
dan kualitas yang seragam, sehingga perlu dilakidemtifikasi pada TSS untuk
mengetahui keseragamannya. Identifikasi tanamanatdadakukan dengan
melakukan pengamatan karakter morfologi tanaman déngan menggunakan
penanda genetik. Karakterisasi dengan penanda metakemberikan hasil yang
lebih akurat.Salah satu penanda molekuler yang tddiganakan ialah teknik
mikrosatelit atalsmple Sequence Repeat (SSR).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahogkiat keseragaman True Shallot
Seed (TSS) beberapa varietas lokal bawang meralasskan penandample
Sequence Repeat (SSR). Hipotesis yang diajukan yaitu diduga tertlapekat
keseragaman yang tinggi pada True Shallot Seed)(b&8&rapa varietas lokal
bawang merah berdasarkan penafid®le Sequence Repeat (SSR).

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratori@oteknologi Jurusan Budidaya
Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijpsgtda bulan Desember 2010
hingga Juli 2011. Alat-alat yang digunakan dalametigan ini ialah mortar,
pestle, tip, gelas ukur, tabung eppendorf, tisgumting, plastik pembungkus,
mikropipet, spatula, erlenmeyer, microwave, mesRP oven, mesin vortex,
timbangan analitik, stirer, pH meter, mesin elekiresis, mesin centrifuge,
autoclave, mesin UV transluminator dan lemari eshdh-bahan yang digunakan
dalam penelitian ini ialafirue Shallot Seed hasil selfing 4 varietas local bawang
merah, yaitu varietas Ampenan (A), Super Philip, @ali Kuning (C) dan Bali
ljo (D)yang ditanam dan diambil daunnya yang titiekalu tua dan sehat (ujung
daun tidak menguning), Buffer ekstraksi CTAB (NaTiis HCI pH 8.0, EDTA
dan Merkaptoethanol), nitrogen cair, PVP, CHISAM hi@oform,
Isoamilalkohol), buffer pencuci, buffer TE, RNAsethanol, isopropanol, DNA
ladder, agarosa, buffer elektroforesis (TAE/TBBading dye, ethidium bromida,
"PROMEGA " PCR reaction kit dan primer SSR.

Pelaksanaan penelitian meliputi Isolasi DN#engujian kualitas

DNA, Optimasi Primer, Proses PCR, elektroforesis daualisasi hasil PCR, dan
interpretasi data. Data diperoleh dari pemotretnh@sil SSR berupa pita-pita
DNA dengan ukuran tertentu dari masing-masing samghg diuji. Analisis data
didasarkan pada ada atau tidaknya pita. Profil[PDN& diterjemahkan ke dalam
data biner dengan ketentuan nilai O untuk tidak @tiadan 1 untuk adanya pita
pada posisi yang sama dari individu-individu yan@gaddingkan. Dari data
tersebut, digunakan sebagai perbandingan antaram#&an masing-masing
populasi tanaman dengan menggunakan program NTGiys 2

Berdasarkan hasil optimasi primer, primemkmasi yang digunakan adalah
primer kombinasi 4 (P2 dan P3) dan primer kombirgagiP3 dan P4). Pita



teramplifikasi pada 100 bp, 300bp, 400bp dan 800inpana sebagian besar
tampilan pita yang monomorfik terdapat pada lar®Odp. Nilai kemiripan
tertinggi pada seluruh TSS ialah 1,00, nilai kepain terendah pada 3 TSS (TSS
D, TSS B dan TSS A) ialah 0,50 sedang pada TS3aCkeimiripan terendahnya
0,33. Tingkat keseragaman TSS tertinggi dimiliketol TSS D (Bali ljo),

kemudian diikuti oleh TSS B (Super Philip), TSSAr{penan) dan TSS C (Bali
kuning).



KATA PENGANTAR

Segala puji bagi Allah SWT yang telah mernkaar rahmat dan karunia kepada
seluruh makhluk-Nya. Hanya atas kasih sayang datolpegan-Nya lah penulis
dapat menyelesaikan penelitian skripsi yang betjutilentifikasi Genetik True
Shallot Seed (TSS) Beberapa Varietas Lokal Bawang Merah Allium
ascalonicum Linn) Berdasarkan Penanda Mikrosatelit (SSR). Penyusunan
laporan penelitian ini ditujukan sebagai salah sgfrat dalam menyelesaikan studi
S1 di Fakultas Pertanian Universitas Brawijaya Mgla

Skripsi ini tidak akan terselesaikan denigaik tanpa dukungan dan bantuan dari
berbagai pihak. Oleh karena itu, pada kesempaiapemulis ingin menyampaikan
ucapan terima kasih kepada:

1. Bapak Ir. Arifin Noor Sugiharto MSc. PhD. selakenmbimbing |, atas segala
bimbingannya selama penulisan skripsi ini.
2. Ibu Niken Kendarini SP. Msi. selaku pembimbihgatas segala bimbingan
dan motivasinya selama penulisan skripsi ini.
3. Ibu Noer Rahmi Ardiarini, SP. MSi selaku doseampahas yang telah
memberikan banyak masukan dalam penelitian ini
4. Kedua orang tua penulis beserta keluarga dt&ksingan, kesabaran dan
do’anya
5. Teman-teman Pemuliaan Tanaman serta semua parak membantu dalam
pelaksanaan dan penyusunan penulisan peneliti@amy tidak bisa disebutkan
satu persatu.
Penulis menyadari masih banyak kekurangdmd@enyusunan laporan skripsi

ini. Penulis berharap skripsi ini dapat bermankeai penulis dan semua pihak.

Malang, Juli 2011

Penulis



RIWAYAT HIDUP

Penulis dilahirkan pada tanggal 7 Oktobe8618i kota Kediri, Jawa Timur dari
ayah yang bernama Bapak Basrowi dan Ibu yang bernamYayuk Sekti Rahayu.
Penulis mengawali pendidikan di Taman Kanak-kanaKK Perwanida Mrican
Kediri pada tahun 1993, kemudian melanjutkan pekalnd Sekolah Dasar di SDN
Mrican 2 dan lulus pada tahun 1998. Penulis mesgétan pendidikan di SLTPN 1
Kediri pada tahun 2001 dan menyelesaikan pendidé&anjutnya di SMUN 7
Kediri pada tahun 2004. Pada tahun 2004 penuksicia di Universitas Brawijaya,
Fakultas Pertanian, Jurusan Budidaya Pertaniangr&n Studi Pemuliaan Tanaman

melalui jalur SPMB.

vi



DAFTAR ISI

Halaman

LEMBAR PERSETUJUAN ....ooiiiiiiitiiiie ettt e e et eee e e s snnaeeeeeesasnnsseeeeas [
LEMBAR PENGESAHAN ... oot sa e e et eeeaan e e eaanaeaeannns il
RINGKASAN L.t s e e et e e e e st e e ea e et eta s e e et eeesenanneeees ii
KATA PENGANTAR 1ottt ettt e smmte e e e e annssaaaaeesannnsabaeeesaannsnseeeens v
RIWAYAT HIDUP ...ttt ettt ettt eastnaee e e e s s annnneeeaeeaasnnennneas vi
DN Y o G ] I PRSP vii
DAFTAR TABEL ...t e e e et sta e et naee e e ana e IX
DAFTAR GAMBAR ... .ttt ettt te e e s st e e e e e e annsataeaaaeaaannssaaeeesesannes X
. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang ...........uveiiiiiiiieiieei e et an e e e e e aaaaaeaas 1

o S AT \C I, U~y 3

o NN WN— RO U 3
[I. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Perkembangan Bawang Merah Indonesia.......meeeeeeeeeeeeseennnnnnd

2.2 Klasifikasi dan Morfologi Bawang Merah...........cccccvvvviiiiiiiiccinnnnn. 5
2.3 True Shallot SEed (TSS) .....cioiiiiiiiieiiiiiii it e e e e s s e e e e e e eeeeeannnnnnnnns 8
2.4 Marka MOIEKUIBT .............uiieii it e 8
2.5 MIKrosatelit (SSR) .....ooiiiiiiiiiiiiiiie it e e 9
BAHAN DAN METODE
3.1 Tempat dan WaktU ...........couuviiuuiniiiiie e e e e e e e aaaeeeeas 12
3.2 Alat dan Bahan ...........oooooiiiiiiiiiiiiieee e 12.
3.3 Pelaksanaan Penelitian ..............ooooii e 12
3.3.1 1S0IASI DNA ...coeiiiiieieie ettt 13.
3.3.2 Pengujian KualitaS DNA..........ccuummmmmneeeeeeeereeeerennnninnneeeens 14
3.3.3 OptiMAaS] PIME ..cceiiiiiiiiiiiieeeeeeeiire e 14
3B AN OSCHRERA. N .7 "o N AT 0S80 B o= B D 15.
3.3.5 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR...............ccccivnenn. 15

Vii



3.3.6 Interpretasi Data...............uvimmmmmriiiieeiiiiii e 16.
IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

AN ANGE [ MY NS N AR R LRSI R ) AVNSE 1 QN el 17
4.1.2°1S0lasi DNAL. ... co. bl 2 00 e e S P D e 17
4.1.2 Optimasi PrIMEer ...ttt 7.1
4.1.3 Elektroforesis dan Visualisasi Hasil PCR......................cc..... 18
4.1.4 Interpretasi DAta .........cooooo o ieeeeeeiiiaie e 21.

4.2 Pembanasan ........cccooooiiiii i sttt 31
4.2.11S01aSI DNA ....ooiiiiiieiiie ittt te et et e e e e e e e 31

4.2.2 Analisis DNA menggunakan PCR SSR ..eeeeiiieeviiiieeennn. 33
V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 KESIMPUIAN ...ttt et as s s s e e e e e e e aaeaaaeeesnsesnnn 36
ST L - | R P 36
DAFTAR PUSTAKA ..ottt e st e e anne e ae e s nnnnaaeeaeeaannsenes 37
o IS AN UIAL A 40

viii



DAFTAR TABEL

No Teks Halaman
1. Volume dan Nilai Ekspor-Impor Bawang Merah Tal2007-2008 ............. 1
No Lampiran Halaman
2. Data Biner Sampel A dengan menggunakan primer.4.........cccccooeeeeee e, 46
3. Data Biner Sampel A dengan menggunakan primer.6...........cccceeeeeeeeenn.. 46
4. Data Biner Sampel B dengan menggunakan primer.4.............cccccvvvvvvnnnns 47
5. Data Biner Sampel B dengan menggunakan primer.6............ccccceeeeeeeennn. 47
6. Data Biner Sampel C dengan menggunakan primer4.........ccccceeeeeeeeeennn. 48
7. Data Biner Sampel C dengan menggunakan primer6........cccceeeveeeeeaeennn. 48
8. Data Biner Sampel D dengan menggunakan primer4........ccccceeeeeeeeeeennn. 49
9. Data Biner Sampel D dengan menggunakan primer.6........cccceeeeeeeeeeeenn. 49
10. Nilai kemiripan genetik TSS A berdasarkan dun@r mikrosatelit ........... 50
11. Nilai kemiripan genetik TSS B berdasarkan dua@r mikrosatelit ............ 51
12. Nilai kemiripan genetik TSS C berdasarkan duagr mikrosatelit ............ 52
13. Nilai kemiripan genetik TSS D berdasarkan dumgx mikrosatelit............ 53



No Teks Halaman
1. Bagian-bagian bawang mMerah ............cemeeeneeeeiineeeeiieeeein e ..
2. Bagian-bagian bunga bawang merah ............ccoocooiiin i 7
3. Firetype dan smeapada hasil iSolasi DNA ..............coooiivv e ceneeeennnnnnn, 17
4. Hasil elektroforesis sample menggunakan kombpraser 1,2 dan 3.......... 17
5. Hasil elektroforesis sample menggunakan kombpraser 4,5 dan 6.......... 18
6. Elektroforegram sample A menggunakan kombinasiey 4....................... 19
7. Elektroforegram sample B menggunakan kombinasigy 4 ....................... 20
8. Elektroforegram sample C menggunakan kombinasigp 4 ....................... 21
9. Elektroforegram sample D menggunakan kombinasigy 4....................... 22
10. Elektroforegram sample A menggunakan kombipasier 6..................... 23
11. Elektroforegram sample B menggunakan kombip@sier 6..................... 24
12. Elektroforegram sample C menggunakan kombprasier 6..................... 25
13. Elektroforegram sample D menggunakan kombimasier 6..................... 26
14. Dendogram Gabungan 2 Primer dauie Shallot Seed A ........ocoevviiiiinnnnnn. 27
15. Dendogram Gabungan 2 Primer daie Shallot Seed B ..........cocoevvvieeenn. 28
16. Dendogram Gabungan 2 Primer daie Shallot Seed C .......evveeiiiiiiinnnnnn. 29
17. Dendogram Gabungan 2 Primer daie Shallot Seed D ........ccoovvvviieeeenn. 30
No Lampiran Halaman
18. Skema Pelaksanaan Penelitian..........cccccouieiviiiiiiiiniiiiineeiiieeeei e, 40
19. AIUT ISOIAST DINA ...ttt ettt ettt e e e e e aatt e e e aabbb e aeeees 41
20. Hasil elektroforesis sample A menggunakan koadiprimer 4.................. 42
21. Hasil elektroforesis sample B menggunakan koashiprimer 4.................. 42
22. Hasil elektroforesis sample C menggunakan koasbiprimer 4.................. 43
23. Hasil elektroforesis sample D menggunakan koasdiprimer 4.................. 43

DAFTAR GAMBAR



24. Hasil elektroforesis sample A menggunakan koaddiprimer 6.................. 44

25. Hasil elektroforesis sample B menggunakan koashiprimer 6.................. 44
26. Hasil elektroforesis sample C menggunakan koasbiprimer 6.................. 45
27. Hasil elektroforesis sample D menggunakan koasiprimer 6.................. 45
28. True Shallot Seed bawang merah.............cooovvni it e B3
29.Keempat Sampel Bawang Merah............ccueeiieiiiiiieiiie e eeeeeeeeen 54

Xi



. PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang

Bawang merahA(lium ascalonicum Linn) merupakan salah satu tanaman
dari famili Aliaceae yang lebih populer dan penting di negara-negara As
Tenggara daripada bawang Bomba¥lium cepa L.). Hal ini disebabkan karena
budidaya dan produksi benih bawang bombay di kawasmara-negara Asia
Tenggara lebih sulit dilakukan daripada bawang méAaifin et. al, 2000).

Usaha tani bawang merah cukup menguntunglesta mempunyai pasar
yang cukup luas baik di dalam maupun luar negetuahg ekspor bawang merah
segar masih terbuka luas. Analisis data ekspor4ind@83-2008 menunjukkan
bahwa selama periode tersebut volume ekspor urmuoko#itas bawang merah
secara konsisten selalu lebih rendah dibandingkdmmme impornya, selain itu
nilai impor yang meningkat setiap tahunnya tidallsediikuti oleh peningkatan
nilai ekspor (Tabel 1).

Tabel 1. Tabel Volume dan Nilai Ekspor-Impor Bawamerah Tahun 2007-2008

Tahun Volume Ekspor | Volume Impor (kg) Nilai Ekspor Nilai Impor

(kg) (US $) (US'$)
2007 9.356.97 107.649.16 3.491.80¢ 44.096.74
2008 12.313.86( 128.015.473 4.533.837 53.814{402

Sumber: Ditjen Hortikultura (2009)
Data di atas menunjukkan terjadinya kesenjangag gamgat besar antara nilai
ekspor dan impor, sehingga perlu dilakukan usalmingkatan produksi bawang
merah dalam menghadapi peningkatan impor yang semm&ngancam daya
saing bawang merah domestik dan untuk memenuhiipeam pasar luar negeri.
Masalah utama usahatani bawang merah dageriradalah tingginya resiko
kegagalan panen terutama bila penanaman dilakuk&radmusim. Tingginya
resiko kegagalan panen disebabkan karena adanyar fgpembatas dalam
budidaya bawang merah yaitu beratnya serangan damgpenyakit. Salah satu

upaya untuk mengatasi masalah ini adalah dengaggueakan varietas unggul



yang tahan terhadap serangan hama—penyakit danurzengroduksi tinggi serta
varietas tersebut disukai oleh konsumen (Baswar2iz@9).

Bawang merah termasuk sayuran unggulan malsigang belum banyak
keragaman varietasnya, baik varietas lokal maupametas unggul nasional.
Perbanyakan bawang merah dengan menggunakan unmgakieatkan tidak
terjadinya segregasi maupun keragaman dalam \@ridtawang merah
(Baswarsiati, 2009). Pada umumnya kontinyuitas pamen umbi suatu kultivar
pada suatu lahan dapat menurunkan produktivitaantan yang disebabkan
terbawanya bibit hama dan penyakit di dalam umbardasetiap penanaman
sehingga menurunkan kualitas benih umbi.

True shallot seed (TSS) merupakan salahmsatade perbaikan produktivitas
umbi tanaman bawang merah dengan menggunakanalwpgrig merah sebagai
benih (bukan menggunakan umbi). Menurut Basuki 920@enggunaan TSS
sebagai benih bawang merah lebih menguntungkamipditzandingkan dengan
menggunakan benih bawang merah dari umbi. Di Insianenasih belum banyak
petani yang menggunakan TSS. Petani lebih memigéhggunakan benih yang
berasal dari umbi baik berasal dari hasil paneelseinya ataupun membeli dari
toko. Hal ini dikarenakan ketersediaan TSS di masgang terbatas serta waktu
tanam yang lebih lama.

Benih TSS yang baik akan menghasilkan uneinigdn produktivitas tinggi
dan kualitas yang seragam, sehingga perlu dilakidemtifikasi pada TSS untuk
mengetahui keseragamannya. Identifikasi tanamanatdaakukan dengan
melakukan pengamatan karakter morfologi tanaman déngan menggunakan
penanda genetik. Karakterisasi genetik yang ditasgpada pengamatan karakter
morfologi biasanya dipengaruhi oleh lingkungan moakean mikro serta umur
suatu individu, sedang karakterisasi dengan penaradekuler tidak dipengaruhi
oleh faktor-faktor tersebut sehingga memberikaril y@ng lebih akurat. Salah
satu penanda molekuler yang dapat digunakan ia&hikt Smple Sequence
Repeat (SSR).

MarkaSmple Sequence Repeat (SSR) atau biasa juga disebut marka SSR
dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu vasiganaman (Nunomet al.,
2003; Vosmaret al., 2001 dalam Pabendenal., 2005). Penanda mikrosatelit ini



banyak digunakan sebagai alat dalam program peamuleggau studi evolusi,
karena dapat memperlihatkan keragaman genetik yarggi. Selain itu,
mikrosatelit bersifat kodominan, pewarisan mengikutkum Mendel, mudah
diaplikasikan karena berbasis teknik PCR dan megaiutandungan informasi
polimorfisme atau tingkat heterogenitas yang tingdjkrosatelit bisa digunakan
untuk membandingkan genotip dari individu yang menyai hubungan

kekerabatan yang dekat (Aryanttaal., 2008).

1.2 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahngkiat keseragaman True Shallot
Seed (TSS) beberapa varietas lokal bawang meradadsmkan penanda

mikrosatelit/S mple Sequence Repeat (SSR).

1.3 Hipotesis

Diduga terdapat tingkat keseragaman yanggtipada True Shallot Seed
(TSS) beberapa varietas lokal bawang merah betdasgenanda mikrosatelit/
Smple Sequence Repeat (SSR)



[I. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Perkembangan Bawang Merah Indonesia

Saat ini terdapat lebih dari 10 varietas dagv merah lokal yang
dibudidayakan oleh para petani., antara lain vasiumenep, Ampenan, Bima
Brebes, Medan, Keling, Maja Cipanas, Lampung, Bamt&imor, Kuning, Bali
ljo, Jakasana, Ashali, Betawi, Gurgur dll. Selaitu, i para petani juga
membudidayakan varietas introduksi dari ThailantipiRa dan Australia karena
bentuk umbinya yang lebih kompak, kulit luarnya gatebal, mengkilat dan
berwarna lebih tua/mencolok serta produktifitasoy&up tinggi yaitu rata-rata
bisa mencapai 15 ton per hektar. Varietas impammnbutuhkan perawatan yang
lebih intensif dari varietas lokal agar didapatkaasil yang optimal Hal ini
dikarenakan adanya perbedaan lingkungan di Indardesngan daerah asalnya,
sehingga masih banyak petani yang fanatik dengaetas lokal (Anonymous,
2008).

Pada umumnya petani bawang merah menggursdh yang berasal dari
umbi baik benih murni yang berasal dari produsemtbenaupun benih turunan
yang berasal dari panenannya. Petani besar biasaegggunakan benih murni
sampai keturunan ke dua, sedangkan petani keciyahamenggunakan benih
tanaman dari hasil panenannya. Selain itu ketexaadbenih, terutama benih
murni pada saat musim tanam sulit didapatkan ddaupen ada harganya
biasanya sangat tinggi.

Bawang merah dikenal sebagai sayuran yangas fluktuatif harga maupun
produksinya. Hal ini terjadi karena pasokan prailylang tidak seimbang antara
panenan pada musimnya serta panenan di luar mBsinanaman yang dilakukan
di luar musim memiliki resiko kegagalan yang cukimggi karena tingginya
intensitas serangan hama dan penyakit (h&@padoptera exigua, penyakit
Alternaria, Fusarium, Antraknose), selain itu bawamerah merupakan
komoditas yang tidak dapat disimpan lama, hanysaaban 3-4 bulan padahal

konsumen membutuhkannya setiap saat (Baswar<i@g)2



Bawang merah termasuk sayuran unggulan malsigang belum banyak
keragaman varietasnya. Hal ini disebabkan pertk@myabawang merah
dilakukan dengan menggunakan umbi sehingga tidg#dtesegregasi maupun
keragaman dalam varietasnya, padahal varietasbterseampu berbunga dan
berbiji secara alami kecuali varietas Sumenep. bRé@mn secara vegetatif terus
menerus mengakibatkan tidak adanya perubahan suganatik dan oleh karena itu
sampai sekarang belum didapatkan varietas yang tah@adap penyakit daun yang
sering menggagalkan pertanaman bawang merah.

Dari 141 varietas bawang merah yang adaasuwinvarietas introduksi belum
didapatkan varietas yang tahan terhadap penyagitakievarietas Sumenep yang
relatif tahan terhadap penyakit lain tetapi tidekhan terhadap penyakit
Alternaria. Sayangnya varietas ini tidak mampubbaga dan belum diketahui
cara merangsang bunganya. Untuk mengantisipasilahasih atas salah satu
usaha vyaitu mencari dan menggali varietas-varidiaswang merah yang
mempunyai sifat-sifat unggul terutama dalam haldpksi serta ketahanan
terhadap hama dan penyakit utama sehingga varetasmng merah tersebut
mampu berproduksi walaupun serangan hama dan péngakup berat.
Bilamana varietas unggul yang tahan terhadap hamaenyakit diperoleh maka
varietas tersebut dapat ditanam pada luar musininggd kesinambungan

produksi bawang merah dapat terjamin (Baswar&i@€).

2.2 Klasifikasi dan Morfologi Bawang Merah

Bawang merah termasuk dalam Kingd®&hantae, Divisi Magnoliophyta,
KelasLiliopsida, OrdoAsparagales, Famili Alliaceae, GenusAllium dan Spesies
Allium cepa L. var. Ascalonicum atau cukup disebufllium ascalonicum
(Rubatzky dan Yamaguchi, 1998).

Tanaman bawang merah diduga berasal daraldagsia Tengah yaitu di
deretan daerah sekitar India, Pakistan sampai tRelesPenyebaran bawang
merah ke berbagai negara diduga berhubungan deegharuan rempah-rempah

yang dilakukan oleh bangsa Eropa (Rahayu dan Bedi294).



Bawang merah memiliki umbi berlapis, berb&mumput yang tumbuh tegak
dengartinggi dapat mencapai 15-50 cm dan membentuk rumipmbi terbentuk
dari pangkal daun yang bersatu dan membentuk bgtamg berubah bentuk dan
fungsi, membesar dan membentuk umbi berlapis. Upalwiang merah bukan
merupakan umbi sejati seperti kentang atau talasgia® pangkal umbi
membentuk cakram yang merupakan batang pokok yamk tsempurna
(rudimenter). Akar bawang merah tumbuh di bagiandiacakram, berupa akar
serabut yang tidak panjang. Keadaan perakaran lgapwaerah tersebut
mengakibatkan bawang merah tidak tahan kering (Retian Berlian, 1994).

Bentuk daun bawang merah bulat kecil dan amamg seperti pipa, tetapi
ada juga yang membentuk setengah lingkaran padampamg melintang daun.
Bagian ujung daun meruncing, sedang bagian bawahmgdebar dan
membengkak. Di bagian atas cakram, yakni di antamsan daun yang
membengkak terdapat mata tunas yang dapat tumbuafadnelaun baru (tunas
lateral). Di bagian tengah cakram terdapat matagwrtama (inti tunas) yang
kelak akan tumbuh bunga bila berada dalam lingkaiygag sesuai (tunas apical)
(Rahayu dan Berlian, 1994).

[ bakal bunga bunga mekar

& ____—tunas lateral

batang pokok" = w3
b R O
\ akar serbut /

Gambar 1. Bagian-bagian bawang merah (Rahayu ddiarBel 994)

Tanaman bawang merah sangat beragam. Bebgmis mudah berbunga,
menghasilkan biji, dan dapat disilangkan, sedangkamg lain jarang berbunga.
Ketika baru terinisiasi, tangkai bunganya padagptiesetelah mencapai panjang

penuh, 60-70 cm, tangkai ini berongga (Rubatzkydamaguchi, 1998).



Bunga bawang merah berbentuk payung yardjritedari 50-200 bunga
sempurna. Kumpulan bunga ini berbentuk bola dengi@ameter + 7-8 cm
(Permadi dan Aliudin, 1992). Bunga bawang meramasuk bunga sempurna,
terdiri dari 5-6 benang sari dan sebuah putik. Dhunga berwarna agak hijau
bergaris keputih-putihan atau putih. Bakal buah u#ludli atas membentuk
bangunan segitiga hingga tampak jelas seperti kukakal buah terbentuk dari 3
daun buah (karpel) yang membentuk 3 buah ruangaSeiang mengandung 2
bakal biji (ovulum). Benang sari tersusun memberlikgkaran yakni lingkaran
dalam dan luar. Masing-masing lingkaran mengandihglai benang sari. Pada
umumnya tepung sari dari benag sari lingkaran dalamh cepat dewasa
(matang) dibanding yang berada di lingkaran luamun dalam waktu 2-3 hari
biasanya semua tepung sari sudah menjadi matang.

Adanya kematangan benang sari yang berbexgyahabkan bunga bawang
merah dapat melakukan penyerbukan antar bunga ded&imtandan atau antar
bunga dari tandan yang berbeda. Hal ini dapatdielaik dalam satu tanaman
maupun dengan tanaman lainnya Penyerbukan bungat dapadi dengan
perantara serangga seperti lebah madu atau lgéat. hietak bakal biji dalam
ruang bakal buah (ovarium) terbalik (anatropushirggga bakal biji bawang
merah dekat dengan plasentanya. Biji bawang mexaf ynasih muda berwarna
putih. Setelah tua biji akan berwarna hitam (Rahdsm Berlian, 1994). Biji yang
dihasilkan heterozigot yang berarti bahwa keturudan biji tidak sama dengan
tetuanya, sehingga tanaman biasanya diperbanyagademmbi (rubatzky dan
Yamaguchi, 1998).

Gambar 2. Bagian-bagian bunga bawang merah (Ratay8erlian, 1994)



2.3True Shallot Seed (TSS)

Perbanyakan bawang merah dapat dilakukagame® cara, yaitu dengan
umbi dan dengan benih atau biji yang disehug shallot seed (TSS).True shallot
seed (TSS) merupakan salah satu metode perbaikan piigdag umbi tanaman
bawang merah. Benih TSS yang baik akan menghasilkarbi dengan
produktivitas tinggi dan kualitas yang seragam.iBerSS bisa diproduksi bila
tanaman yang digunakan Dbersifat homozygous ataucapan galur murni
(Sulistyaningsih, 2004).

Menurut Basuki (2009) penggunaan TSS laysdaa teknis karena dapat
meningkatkan hasil sampai 2 kali lipat dibandinghggunaan benih umbi
tradisional dan layak secara ekonomis karena daggatingkatkan pendapatan
bersih antara 22-70 juta rupiah per ha dibandinginbeimbi tradisional Di
Indonesia, masih belum banyak petani yang meng@mdalkSS. Petani lebih
memilih menggunakan benih yang berasal dari umiki iierasal dari hasil panen
sebelumnya ataupun membeli dari toko. Hal ini ddkakan ketersediaan TSS di
pasaran yang terbatas serta waktu tanam yanglébén

Keunggulan perbanyakan bawang merah dengiandapat menekan biaya
pengadaan bibit, mudah didistribusian antar tengtati antar daerah, bahkan
antar negara tanpa menuntut tambahan biaya penyanpgudang. Selain itu,
bibit bawang merah biasanya bebas dari virus a¢mygkit berbahaya lainnya.
Sementara kelemahannya adalah tanaman bawang yearghberasal dari biji
sering terjadi pemecahan sifat dan harus diseniai gklama 5-6 minggu, yang
mana petani bawang merah belum terbiasa melakukateknologi tersebut

(Ismiyatiningsih dan Sutardi, 2010).

2.4 Marka Molekuler

Marka molekuler merupakan potongan dari nedteyenetik yang mudah
diidentifikasi dan dapat digunakan di laboratoriwmtuk memisahkan sel,
individu, populasi atau spesies. Marka molekuléezrdukan secara langsung pada
materi genetik yaitu DNA itu sendiri. Sifat genetilenderung stabil terhadap
perubahan lingkungan dan tidak dipengaruhi olehrusehingga penanda genetik



dapat memberikan informasi yang relatif lebih ak@dalisaniah, 2008). Dengan
demikian, hasil yang diperoleh dari teknik markalekaler secara total tidak
terpengaruh oleh lingkungan dimana materi terseitamam.

Marka DNA telah digunakan secara eksteradm sidik jari genotipe. Sidik
jari DNA dalam aplikasinya bermanfaat dalam penantkemurnian benih, dalam
resolusi mengenai ketidak jelasan tetua, untukepedtsecara legal dari varietas
yang telah maju, dan di dalam uji genetik. Keragagenetik yang menggunakan
marka molekuler telah banyak diaplikasikan di dalatudi biodiversitas,
identifikasi varietas, dan analisis filogenetik lfeadon,2004). Jadi marka DNA
dapat dijadikan sebagai alat bantu selekdarker Assisted Selection/ MAS)
dalam kegiatan pemuliaan tanaman. Seleksi dengarkam®NA lebih
menguntungkan dibanding seleksi secara fenotiglekSi dengan bantuan marka
DNA lebih sederhana, dapat dilakukan pada fase parembangan, dan tingkat
akurasinya lebih tinggi. Dengan demikian, kegigi@muliaan tanaman menjadi
lebih tepat, cepat, dan relatif lebih hemat biagia @aktu (Azrai, 2005).

Marka DNA telah banyak diaplikasikan di dmd) pertanian untuk
mendeteksi keragaman genetik pada berbagai tantemaasuk tanaman dalam
famili Alliaceae. Arifin et al. (2000) menggunakan analisis RAPD dan PCR-
RFLP untuk mengetahui hubungan kekerabatan pasksiakawang merah dan
A. x wakegi dan asal-usul dar. x wakegi. Phuong et al. (2006) menggunakan
markah RFLP untuk mengetahui keragaman genetik tgweerah yang terdapat
di Vietnam, demikian halnya dengan Sulistyaningsial. (2002) menggunakan
markah RFLP untuk mengetahui karakteristik genbtikvang merah Indonesia
yang berumbi putih. Mc Calluret al. (2008) menggunakan markah EST-SSR

untuk melakukan analisis keragaman genetik padahgwombay.

2.5 Mikrosatelit (SSR)

SSR @imple Sequence Repeat) atau mikrosatelit merupakan sekuen DNA
yang bermotif pendek dan diulang secara tandem aser®y sampai 5 unit
nukleotida yang tersebar dan meliputi seluruh gennmtama pada organisme

eukariotik (Azrai, 2005 ). Sekuen yang berulangngesederhana, terdiri dari dua,
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tiga atau empat nukleotida (di-, tri-, dan tetrdeokida berulang). Salah satu
contoh umum mikrosatelit adalah dinucleotida bergla(CA)n, dimana n
menunjukkan jumlah total nukeotida berulang/repgatsy berada pada kisaran
10 dan 100 (Semagn, Bjornstad and Ndjiondjop, 2006)

Mikrosatelit ini banyak dijumpai pada gencemkaryotik dan umumnya
terdistribusi secara merata pada genom organisnesnte. Urutan berulang-ulang
tersebut membentuk motif yang unik pada suatu jemganisme. Marka ini
bersifat kodominan dan dapat mendeteksi keraganehpada level tinggi serta
mudah dan relatif ekonomis dalam aplikasinya kareaeaggunakan teknik PCR.
(Pabendon, 2004). Mikrosatelit banyak digunakanukinkarakterisasi dan
pemetaan genetik tanaman. Informasi ini bergunakuktiantifikasi keragaman
genetik, karakterisasi aksesi pada koleksi plasmtam tanaman, dan studi
taksonomik (Pabendon, 2004).

Lokus mikrosatelit diapit oleh suatu urutamkleotida yang terkonservasi,
sehingga urutan DNA pengapit ini dapat dijadikaimpr spesifik yang bisa
diamplifikasi menggunakan PCR (Aryantles al., 2008). Pasangan primer
mikrosatelit forward dan reverse) diamplifikasi dengan PCR berdasarkan hasil
konservasi daerah yang diapitatiking-region) penanda untuk suatu gen pada
kromosom (Azrai, 2005). Primer untuk marka mikresattidak tersedia pada
semua spesies tanaman, akan tetapi primer mikhbgateg digunakan untuk satu
spesies sering kali dapat digunakan pula padaespgang memiliki kekerabatan
dekat dalam satu genus bahkan terkadang antar gatars satu famili (Sefet.
al., 2001).

Penggunaan marka mikrosatelit dalam studietgle memiliki beberapa
kelebihan di antaranya (1) marka terdistribusi ssecaelimpah dan merata dalam
genom, variabilitasnya sangat tinggi (banyak al@lach lokus), sifatnya
kodominan dan lokasi genom dapat diketahui (2) petan alat uji yang
memiliki reproduksibilitas dan ketepatan yang sanugemgi; (3) merupakan alat
bantu yang sangat akurat untuk membedakan genetip&jasi kemurnian benih,
pemetaan, dan seleksi genotip untuk karakter yainginkan; (4) studi genetik
populasi dan analisis diversitas genetik. Kelemahaknik ini adalah

dibutuhkannya biaya dan waktu yang tidak sedikitamma pembentukan dan
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optimisasi primer. Primer untuk marka mikrosatéiitak tersedia pada semua
spesies tanaman, sehingga untuk merancang prinmer lbambutuhkan waktu

yang lama dan biaya yang cukup mahal (Azrai, 2005).
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1. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratori@mteknologi Jurusan Budidaya
Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas Brawijpgda bulan Desember 2010
hingga Juni 2011.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain: mortar, tigestip, gelas ukur, tabung
eppendorf, tissue, gunting, plastik pembungkus ropipet, spatula, erlenmeyer,
microwave, mesin spektrofotometer, mesin PCR, owasin vortex, timbangan
analitik, stirer, pH meter, mesin elektroforesigsm centrifuge, autoclave, mesin
UV transluminator dan lemari es.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ildhiadaun bawang merah yang
tidak terlalu tua dan sehat (ujung daun tidak mairg). Sampel diperoleh dari
daun tanaman bawang merah yang ditanamTdae Shallot Seed hasil selfing 4
varietas local bawang merah, yaitu varietas AmpdAanSuper Philip (B), Bali
Kuning (C) dan Bali ljo (D). Masing-masing terdap& tanaman yang kemudian
dipilih 20 tanaman secara acak yang akan diamhihiakga untuk diisolasi.

Bahan kimia yang digunakan antara lain Bu#flestraksi CTAB (NaCl, Tris
HCI pH 8.0, EDTA dan Merkaptoethanol), nitrogen rcaPVP, CHISAM
(Chloroform, Isoamilalkohol), buffer pencuci, buffeTE, RNAse, ethanol,
isopropanol, DNA ladder, agarosa, buffer elektresis (TAE/TBE), loading dye,
ethidium bromida, "PROMEGA " PCR reaction kit, dammer mikrosatelit SSR.

3.3 Pelaksanaan Penelitian
Langkah kerja yang dilakukan mulai dari isolasi DNAri daun bawang
merah, uji kualitas, amplifikasi progran PCR hinggzalisa hasil ialah sebagai
berikut:



13

3.3.1 Isolasi DNA
Isolasi DNA menggunakan metode isolasi Karsietzdd.(2002) yang telah
dimodifikasi dengan langkah kerja sebagai berikut :

1. Tabung eppendorf diisi dengan 1 ml buffer ekstrdk§AB (CTAB 3%,
NaCl 14 M, EDTA 0,002M dan Tris-HCI 0,1M) dan 5 ul
mer captoethanol .

2. Daun Bawang merah disterilisasi dengan alkoholdimbang 0,5 gram.

3. 0,5 gram daun bawang merah digerus dalam mortagaserantuan
nitrogen cair dan ditambah PVP 10 mg, kemudian dirkikan kedalam
eppendorf yang sudah berisi 1 ml buffer ekstrak3iAB dan 5 pl
mercaptoethanol. Setelah itu ekstrak daun divdriegga homogen.

4. Ekstrak daun diinkubasi dalam suhl®%elama 30 menit sambil dibolak-
balik tiap 10 menit. Kemudian ditambahkan 700  pl
chloroform:isoamylalcohol/CHISAM (24:1). Setelahu itekstrak daun
divortex hingga homogen.

5. Ekstrak daun kemudian disentrifugasi selama 10 traemgan kecepatan
6000 rpm. Supernatan dimasukkan tabung baru dambéhkan 700 ul
CHISAM.

6. Larutan supernatan dan CHISAM disentrifugasi seldfdanenit dengan
kecepatan 6000 rpm. Fase atas dimasukkan tabung digmmbah
isopropanol dingin. Larutan tersebut dibolak-bg@étlahan hingga tampak
benang-benang putih dalam larutan. Larutan diingkulztalam freezer
selama 30 menit.

7. Setelah diinkubasi, larutan disentrifugasi selam@ rhenit dengan
kecepatan 6000 rpm setelah itu supernatan dibuangath hati-hati agar
endapan DNA pellet tidak ikut terbuang.

8. Endapan DNA pellet dicuci dengan buffer pencuci gden cara
menambahkan 200l buffer pencuci ke dalanube, kemudian cairan di
buang. Pencucian ini dilakukan 2 kali. Setelahdatdapan DNA pellet
dikering anginkan.

9. Endapan DNA kemudian diresuspensi dengan hDGuffer TE lalu
ditambah 1ul RNAse.



14

10.Larutan DNA yang sudah ditambah RNAse diinkubasarsa 30 menit
pada Suhu 3T.

11. Setelah larutan DNA diinkubasi, ditambahkan 1 rhikebl absolute dingin
dan dibolak-balik perlahan.

12.Larutan DNA lalu diinkubasi padaeezer selama 30 menit.

13.Setelah inkubasi selesai kemudian disentrifugakins®e 10 menit pada
kecepatan 6000 rpm. Pelet kemudian dikering anginka

14.Pelet diresuspensi dengan 10®uffer TE dan disimpan dalam lemari es.

3.3.2 Pengujian Kualitas DNA
Uji kualitas DNA dilakukan dengaglekiroforesis. Langkah kerja yang
dilakukan dalanelektroforesis ialah sebagai berikut :

1. Campur bahan untuk membuat 0,8 % gel agarose, 9881 mg agarose
dan 40 ml buffer TBE dala®rlenmeyer.

2. Kemudian larutan gel dihomogenkan dengan cara dgkam dalam
microwave hingga larutan gel benar-benar homogen.

3. Setelah tidak terlalu panas, larutan gel dituanghada cetakan dan
didiamkan sampai memadat.

4. Gel yang sudah memadat dipindah ke dalam mesintrefeiesis.
Kemudian tuangkan buffefFBE ke dalam mesin elektroforesis hingga
seluruh bagian gel terendam.

5. DNA hasil amplifikasi (5ul) dicampur dengaioading dye (1 ul) dengan
cara pipeting, kemudian dimasukkan ke dalam sumuwetis.

6. Proses dilakukan selama 20 menit dengan tegarsjak 100 V.

7. Setelah proses elektroforesis selesai dilakukarsil halektroforesis
direndam dalam larutan Ethidium Bromide selama méhit

8. Gel yang telah direndam dalam Ethidium Bromide @tandengan UV

transluminator dan didokumentasikan.

3.3.3 Optimasi Primer
Optimasi primer dilakukan dengan tujuan kntobendapatkan primer yang
menunjukkan hasil terbaik. Penanda mikrosateliR)S8enggunakan dua pasang

primer yaitu primeforward dan reverse. Primer yang digunakan dalam penelitian
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ini ialah primer yang memiliki keterkaitan denggen pertumbuhan tanaman.
Terdapat 4 macam primer (produksi GeneWorks Pty) y@hg digunakan dalam
proses PCROptimasi primer dilakukan pada kombinasi gabungapritner
sebagai primerforward dan reverse, sehingga terdapat 6 kombinasi primer
gabungan (P1P2, P1P3, P1P4, P2P3, P2P4, P3P4haBusasa keempat primer
tersebut adalah sebagai berikut:

Tabel 2. Susunan Basa Primer

No Oligo Name Primer Sequence -3’
1 Primer 1 (P1) TCA CCA CCG AAC AGA TTC AA
2 Primer 2 (P2) TGATTT GGC ATC TTC AGA CC
3 Primer 3 (P3) TAG CAT CAC CAC CGA ACA GA
4 Primer 4 (P4) TGATTT GGC ATC TTC AGA CCT

3.3.4 Proses PCR

Proses PCR dilakukan dengan menggunak@@MEGA" PCR reaction kit
(produk USA) meliputiGo Tag Green Master Mix, Up stream primer, Down
stream primer, DNA template dan Nuclease free water dengan ketentuan
pelaksanaan sesuai dengan protokol penggunaankprodu

Program PCR yang digunakan adalah 5 npadta suhu 95°C untuk pre-
denaturasi, selanjutnya dilakukan 36 siklus dimse@ap siklus terdiri dari 45
detik pada suhu 94°C untuk denaturangturation), 45 detik pada suhu 55°C
untuk penempelan primear{nealing), dan satu menit pada suhu 72°C untuk
pemanjangan primerelongation/extention). Perpanjangan primer terakhirn@l
extention) dilakukan pada suhu 72°C selama lima menit desgaun siklus. Hasil

PCR kemudian diamati dengan elektroforesis.

3.3.5 Elektroforesis dan Visualisasi hasil PCR
Visualisasi hasil PCR dilakukan dengan elektrofisred.angkah kerja
elektroforesis untuk visualisasi hasil PCR samagdanelektroforesis untuk uji
kualitas DNA, yaitu :
1. Campur bahan untuk membuat 1 % gel agarose, ygitm@ agarose dan
40 ml buffer TBE dalanerlenmeyer.
2. Kemudian larutan gel dihomogenkan dengan cara dgkam dalam

microwave hingga larutan gel benar-benar homogen.
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3. Setelah tidak terlalu panas, larutan gel dituanghada cetakan dan
didiamkan sampai memadat.

4. Gel yang sudah memadat dipindah ke dalam mesintreletesis.
Kemudian tuangkan buffefFBE ke dalam mesin elektroforesis hingga
seluruh bagian gel terendam.

5. DNA hasil amplifikasi (5ul) dicampur dengatoading dye (1 ul) dengan
cara pipeting, kemudian dimasukkan ke dalam suniwets.

6. Proses dilakukan selama 20 menit dengan tegarsjak £00 V.

7. Setelah proses elekiroforesis selesai dilakukasil ledektroforesis direndam

dalam larutan Ethidium Bromide selama = 30 menit
8. Gel yang telah direndam dalam Ethidium Bromide @diandengan UV
transluminator dan didokumentasikan.

3.3.6 Interpretasi Data

Data yang diperoleh dari pemotretan gellf8SRs berupa pita-pita DNA
dengan ukuran tertentu dari masing-masing varietes yang diuji. Jarak pita
diukur dari batas bawah sumur sampai batas baw@ahypng masih tampak.
Nomor pita diurutkan dari jarak pita terdekat demgaatas bawah sumur.
Pengukuran potongan DNA genom dilakukan dengan raedibgkannya dengan
berat molekul standar 1 Kb DNA Ladder.

Analisis data didasarkan pada ada atau rigakpita. Profil pita DNA
diterjemahkan ke dalam data biner dengan ketentidanO untuk tidak ada pita
dan 1 untuk adanya pita pada posisi yang sama iddiidu-individu yang
dibandingkan. Dari data tersebut, digunakan sel@grhiandingan antara tanaman

masing-masing populasi tanaman dengan menggunaggram NTSys 2.0i.



V. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1 Isolasi DNA

Hasil elektroforesis menunjukkan bahwa terdapat péng tebal dan tipis.
Pada beberapa fragmen DNA terjadiear dan terlihat berapi-apifite type),
sedangkan kontaminasi RNA tidak terlihat pada helsitroforesis. Hasil isolasi

DNA ini akan digunakan sebagai DNémplate pada proses amplifikasi PCR.

Fire type

Gambar 3Fire type dan smeapada hasil isolasi DNA

4.1.2 Optimasi Primer

Gambar 4. Hasil elektroforesis sample menggunakarmbinasi primer 1,2 dan 3

Keterangan:

L: Ladder

A: Ampenan 1: primer kombinasi 1 (P1 dan P2)
B: Super Philip 2: primer kombinasi 2 (P1 dan P3)
C: Bali kuning 3: primer kombinasi 3 (P1 dan P4)

D: Bali ijo
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Gambar 5. Hasil elektroforesis sample menggunakambknasi primer 4,5 dan 6

Keterangan:

L: Ladder

A: Ampenan 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)
B: Super Philip 5: primer kombinasi 5 (P2 dan P4)
C: Bali kuning 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)
D: Bali ijo

Hasil elektroforesis optimasi primer menidjan bahwa primer kombinasi 4
(P2 dan P3) dan primer kombinasi 6 (P3 dan P4) rmamgngamplifikasi DNA
keempat sampel tanaman. Hasil amplifikasi DNA dengenggunakan primer
kombinasi 1 (P1 dan P2) sangat tipis, sedang akgdif DNA dengan
menggunakan primer kombinasi 2 (P1 dan P4) tidakumekkan adanya pita
DNA. Kombinasi primer 3 (P1 dan P4) dan 5 (P2 dapHanya mengamplifikasi
DNA pada satu sampel saja yaitu pada sampel A paskiita yang ditunjukkan

sangat tipis.

4.1.3 Elektroforesis dan Visualisasi hasil PCR

Elektroforesis hasil PCR dilakukan dengamggeinakan gel agarose 1 %
dalam mesin elektroforesis pada tegangan 100 \\/nsef2) menit. Setiap cetakan
gel memiliki 13 sumur. Sumur pertama digunakan kifdINA ladder 100 bp
sebagai pembanding dalam pengukuran pita DNA, sg@an 12 sumur
berikutnya digunakan untuk sampel DNA yang telaP@R. Hasil elektroforesis
DNA yang telah di PCR menunjukkan beberapa pitéhterjelas dan beberapa
tidak terlihat jelas, oleh karena itu gambar elgfiiresis hasil PCR disajikan
dalam bentuk elektroforegram untuk memperjelas gamb

Berdasarkan hasil PCR menggunakan dua pgsangr SSR, menunjukkan
bahwa profil DNA yang dihasilkan oleh proses PCRsimgmasing primer
berbeda. Sebagian besar profil DNA yang dihasitdeh primer kombinasi 4 (P2
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dan P3) banyak yang polimorfik meskipun terdapéagan yang monomorfik,
sedangkan profil DNA yang dihasilkan oleh primemimonasi 6 (P3 dan P4)
menunjukkan hasil sebaliknya. Sebagian besar @tamynomorfik meskipun ada
beberapa yang menunjukkan polimorfisme. Profil pitéA yang dihasilkan oleh
primer kombinasi 4 lebih banyak yang tipis bila adidingkan dengan yang
dihasilkan oleh primer kombinasi 6.

Hasil amplifikasi DNA TSS A dengan menggkama primer kombinasi 4
(P2 dan P3) menunjukkan hasil pola pita yang satigiat Tiga sampel pertama
yaitu 4A1, 4A2, dan 4A3 tidak teramplifikasi. Salarik pita pada 200 bp
menunjukkan polimorfisme, yaitu terdapatnya pitalgpaampel 4A4, 4A5, 4A6,
4A7, 4A8 dan 4A19. Pada larik 100 bp tidak menukg@rkpolimorfisme.

L 4A3 4A4 4A5 4A6 4A7 4A8 4A9  4A10  4A11  4A12  4Al13  4Al4

300 bp— N -
100 bp— S N G

4A1 2
S U, O L 4A15 4Al6 4A17 4AIL8  4A19 4A20

E00 bp
S00 bp

300 bp

300 bp— =
100 bp

100 bp

Gambar 6. Elektroforegram sample A menggunakan kuwesbprimer 4

Keterangan:
L: Ladder
A: Ampenan 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)




20

Hasil amplifikasi DNA TSS B dengan menggkara primer kombinasi 4
(P2 dan P3) menunjukkan hasil pola pita yang sariges. Polimorfisme
ditunjukkan pada larik 300 bp dan 400 bp. Sebabesar pita teramplifikasi pada
300 bp kecuali 4B3, 4B5, 4B6, 4B7, 4B8, 4B15, 4B4B17, dan 4B18. Pita
yang teramplifikasi pada 400 bp ialah 4B9, 4B1() déB11. Pada 100 bp tidak

menunjukkan polimorfisme.

| —

487 4B8 4B9 4BI0 4Bll 4B12 4B13 4Bl4 4Bl5 4Bl6 4BI7 4BIS

400 bp
300 bp —_—

100 bp

L 4B1  4B2 4B3 4B4 4B5 4B6

||—

4819 4820

300 by

ELEL

— | (et

3040 bp

10K bp

Gambar 7. Elektroforegram sample B menggunakan kaasbprimer 4

Keterangan:
L: Ladder
B: Super Philip 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)
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Hasil amplifikasi DNA TSS C dengan mengdwara primer kombinasi 4
(P2 dan P3) menunjukkan hasil pola pita yang satiget Pita teramplifikasi
pada 100 bp, 300 bp, 400bp dan 800 bp. Pita DNAg yeramplifikasi pada
100bp tidak menunjukkan polimorfisme, seluruh piamplifikasi pada larik ini
meskipun masing-masing memiliki ketebalan yang édsbbeda. Hampir semua
pita teramplifikasi pada 300 bp kecuali sampel 4@€89, 4C10, 4C13, 4C14,
4C16, 4C18, dan 4C20. Pita yang teramplifikasi @@&bp hanya satu yaitu pita
pada sampel 4C19.

L 4C11 4C12 4C13 4C14 4C15 4C16 4C17 4C18 4C19 4C20

R bp

40K bp
3 bp
1 W) bp

L 41 4002 403 44 4C5  4CHh 407 408 409 4010

Gambar 8. Elektroforegram sample C menggunakan kwsbprimer 4

Keterangan:
L: Ladder
C: Bali Kuning 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)
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Hasil amplifikasi DNA TSS D dengan mengdtara primer kombinasi 4
(P2 dan P3) teramplifikasi pada 100 bp dan 300lgtur&h pita teramplifikasi
pada 100bp. Jadi pita pada larik ini tidak menukguk polimorfisme. Terdapat
satu pita yang teramplifikasi dibawah 100 bp yagiita pada sampel 4D15,
sedangkan pita yang teramplifikasi pada 300 bp &gmpa pada sampel 4D1 dan
4D2. Pita 4D1 dan 4D2 tidak terseparasi dengan baik

L 4D3 4D4 4D5 4D6 4D7 4D8 4D9 4DI0 4DIl 4D12 4D13 4D14

ig——— ——— 7—— —— s e ——— y——k e G B —— ——

L 4DI5 4Dl6 4DI7 4DI8  4DI9 4D20

L 4D1 4p2

EH) bp

4iK) bp
304 bp
1K) bp —— ——— e e

Gambar 9. Elektroforegram sample D menggunakan kwasbprimer 4

Keterangan:
L: Ladder
D: Bali ljo 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)
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Hasil amplifikasi DNA TSS A dengan menggualorimer kombinasi 6 (P3
dan P4) menunjukkan hasil pola pita yang memilikiekalan berbeda-beda.
Terdapat pula pita yang tidak teramplifikasi sareka$i yaitu pita pada sampel
6A1, 6A2, 6A3, 6A4, 6A5, dan 6A6. Pita teramplifsigpada 100 bp dan 300 bp.
Pita yang teramplifikasi pada 100 bp tidak menukguk polimorfisme.
Polimorfisme ditunjukkan oleh pita yang terampkfgt pada 300 bp. Pada larik
ini pita hanya teramplifikasi pada sampel 6A7, 68810, 6A11, dan 6A12.

L 6A7 6A8 6AY9 0AI0 O0All 6AI2 6Al13 6Al4 6AL5S 6Al6 6A1T7 OAILS

SiK) by
304 bp

100hp

L 6Al 6A2 6A3  6A4  6AS  6A6

L 6Al19 6A20

SO by

100 T

100 bp

Gambar 10. Elektroforegram sample A menggunakarbkuesi primer 6

Keterangan:
L: Ladder
A: Ampenan 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)
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Hasil amplifikasi DNA TSS B dengan mengguaralrimer kombinasi 6 (P3
dan P4) menunjukkan hasil pola pita yang memiligiekalan relatif sama. Pita
hanya teramplifikasi pada 100 bp. Pita yang terdikg@si tidak menunjukkan
polimorfisme yang berarti bahwa seluruh pita teridikRpsi pada larik ini.

L 6Bl  6B2 6B} 6B4 6B5 6B6 0BT 6BS  6BY 6BI0 6BIl 6BI2

100bp—= = e 5 qw o om s = wga

L 6B13 6Bl14 6B15 6Bl6 6B17 6BI8 6Bl19 6B20

100 b

Gambar 11. Elektroforegram sample B menggunakarbkasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder
B: Super Philip 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)
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Hasil amplifikasi DNA TSS C dengan mengguarakrimer kombinasi 6 (P3
dan P4) menunjukkan hasil pola pita yang memilétekalan berbeda-beda. Pita
teramplifikasi pada 100 bp dan 800 bp. Hampir sélysita teramplifikasi pada
100 bp kecuali pada 6C12. Pita yang teramplifikzesiia 800 bp ialah 6C12,
6C15, 6C19, dan 6C20.

L 6C5  6C6  6CT 6C8  6CY  6CI0  6CI1  6CI12 6CI13  6CI4 6CLS 6Cl6

800 bp— — —
500 bp——

00bp__ _

L 6C17 6CI18  6C19  6C20

L 6Cl 6C2 6C3 6C4

®
Q
o
ﬁ

100 bp

-
o
o
T‘

Gambar 12. Elektroforegram sample C menggunakarbkwsi primer 6

C: Bali Kuning 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)
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Hasil amplifikasi DNA TSS D dengan menggkaraprimer kombinasi 6 (P3
dan P4) menunjukkan hasil pola pita yang memilétiekalan berbeda-beda. Pita
teramplifikasi pada 100 bp dan 800 bp. Pita yargnelifikasi pada 100 bp tidak
menunjukkan polimorfisme. Pita yang teramplifikpada 800 bp hanya pita pada
6D1 dan 6DA4.

L 6D 6D2 6D3 6D4 6D5 6D6 6D7 6D8

1K) bp

L 6D9 6DI0 6DI1 6DI2 6D13 6D14 6D15 6D16 6D17 6DI8 6D19 6D20

Wip—— = == = ————— G &

Gambar 13. Elektroforegram sample D menggunakarbkwasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder
D: Bali ljo 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)
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4.1.4 Interpretasi Data

Dendogram berdasarkan pola pita DNA hasil ampkdikadalah sebagai
berikut. Dendogram dibentuk menggunakan program YE8-2.02i
berdasarkan koefisien kemiripan genetik Jaccard.efigien kemiripan
menggunakan skala nilai 0,00 - 1,00. Nilai 1,00 omgukkan nilai kemiripan
100% yang berarti juga nilai jarak genetiknya Qd@isaniah, 2008).

M
A9
A13
A4

1.2

A15
A6
A7
A18
A20

A19
A5
A6

1.1

1.2

A7
A8
A10

All
A12

0.00

0.10 0.20 0.30 040 0.50 0.60

070 ; 080 090
Jaccard Coefficient
0,58

i !
: 1
0,67 0,75

Gambar 14. Dendogram Gabungan 2 Primer Ttaue Shallot Seed A

Hasil dendogram menunjukkan pengelompokan2fasampelTrue Shallot
Seed A berdasakan koefisien kemiripan Jaccard terbagjade kelompok besar
pada tingkat kemiripan 0,58 yaitu kelompok | danKelompok | terbagi lagi
menjadi 2 subkelompok pada nilai kemiripan 0,6 Awyaubkelompok 1.1 yang
terdiri dari A4, A9, A13, Al4, Al5, Al16, A17, A1&20 dan subkelompok I.2
yang terdiri dari A19. Kelompok Il terbagi lagi mjadi 2 subkelompok pada nilai
kemiripan 0,75 vyaitu subkelompok Il.1 yang terdigri A5, A6, A7, A8 dan

1.00
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subkelompok 11.2 yang terdiri dari A10, A11,A12.r9zel Al, A2 dan A3 tidak
terdapat dalam dendogram karena pada ketiga sampleita DNA tidak

teramplifikasi.

BL
B2
B4
B12

B13
B14
B19
B20
B9

B10

Bl1
B3
B5
B6
B/
B8

B15
B16
BL7
B18

0.00

010 020 030 040 050 060 070 080 090
Jaccard Coefficient 0,62 0,75

Gambar 15. Dendogram Gabungan 2 Primer Tiae Shallot Seed B

Hasil dendogram menunjukkan pengelompokan2fasampelTrue Shallot
Seed B berdasakan koefisien kemiripan Jaccard terbagijade2 kelompok besar
pada tingkat kemiripan 0,62 yaitu kelompok | danKkelompok | terbagi lagi
menjadi 2 subkelompok pada nilai kemiripan 0,7%waubkelompok 1.1 yang
terdiri dari B1, B2, B4, B12, B13, B14, B19, B20ndaubkelompok 1.2 yang
terdiri dari B9, B10 dan B1l. Kelompok Il tidak bagi lagi menjadi
subkelompok. Kelompok Il terdiri dari B3, B5, BB7, B8, B15, B16, B17, dan
B18.

100
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Al

A.2

1.2 '
! D

000

041 022 03 044 056 06067 078 089
' Jaccard Coefficier. 57 ogg 075 080

Gambar 16. Dendogram Gabungan 2 Primer Tae Shallot Seed C

Hasil dendogram menunjukkan pengelompokan2fasampelTrue Shallot
Seed C berdasakan koefisien kemiripan Jaccard terbagjade2 kelompok besar
pada tingkat kemiripan 0,35 yaitu kelompok | danKkelompok | terbagi lagi
menjadi 2 subkelompok yaitu subkelompok 1.1 danpa2la tingkat kemiripan
0,57. Subkelompok 1.1 terbagi lagi menjadi 2 subkelok pada tingkat
kemiripan 0,65 yaitu subkelompok A dan B. SubkegloiA terbagi lagi menjadi
A.1 yang terdiri dari C1, C2, C3, C4, C5, C6, C74,7/Qan A.2 yang terdiri dari
C11 pada tingkat kemiripan 0,75. Subkelompok Bited#ri C8, C9, C10, C13,
C14, C16, dan C18. Subkelompok I.2 terbagi lagijadir2 yaitu C dan D pada
tingkat kemiripan 0,68. C terbagi pada tingkat kgman 0,8 yang terdiri dari C15
dan C19 sedangkan D hanya terdiri dari C20 saja.

100
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Jaccard Coefficient 059 0.67 0,75

Gambar 17. Dendogram Gabungan 2 PrimerTaue Shallot Seed D

Hasil dendogram menunjukkan pengelompokan 2Z{asampelTrue Shallot
Seed D berdasakan koefisien kemiripan Jaccard terbagjade2 kelompok besar
pada tingkat kemiripan 0,59 yaitu kelompok | danKkelompok | terbagi lagi
menjadi 2 subkelompok pada tingkat kemiripan 0,aBuysubkelompok 1.1 yang
terdiri dari D1 dan subkelompok 1.2 yang terdiriridB2. Kelompok Il terbagi
menjadi 2 pada tingkat kemiripan 0,67 yaitu subkgiok 1l.1 yang terdiri dari
D3, D5, D6, D7, D8, D9, D10, D11, D12, D13, D14,3)D16, D17, D18, D19,
D20 dan subkelompok 1.2 yang hanya terdiri datidaja.
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4.2 Pembahasan

4.2.1 Isolasi DNA

Proses ekstraksi DNA melibatkan pemisahanADiri unsur pokok sel
tanaman seperti senyawa polisakarida dan polifepahg diikuti oleh
deproteinisasi larutan encer yang mengandung DNésipitasi dan pemurnian
(purification) DNA (Vinod, 2004). Secara sederhana ekstraksi Dbi#pat
diartikan sebagai pemindahan asam deoksiribonuki®df\) dari sel atau virus
dimana DNA tersebut terletak (Rice, 2010). Masalahg sering ditemui selama
ekstraksi adalah terdapatnya senyawa kompleks geamgelilingi asam nukleat
(Vinod, 2004). Senyawa-senyawa ini terbawa oleh D¥dAt lisis sel. Keberadaan
senyawa ini seringkali menghambat restriksi enll@mase dan amplifikasi PCR
(Routet al., 2002). Secara visual, Polisakarida dalam eksti2aNA dapat dilihat
jelas dari kekentalannya, tekstur yang seperti lgam mengakibatkan kesulitan
dalam melakukarpipetting dan tidak teramplifikasi dalam PCR dikarenakan
penghambatan aktivitakaq polymerase (Fangt al 1992 dalam Vinod, 2004 dan
Prana, 2003).Dalam sejumlah spesies tanaman, mpalifmengkibatkan DNA
cenderung berwarna coklairéwning) yang dikarenakan oksidasi fenol menjadi
senyawa quinon. Inhibitor phenoloxidase sepeiitthyldithiocarbonic acid
(DIECA), antioxidants ( sepertiodium bisulfite, cystine, ascorbic acid) atau
mercaptoethanol dalam buffer isolasi membantu memgyiibrowning (Rout et
al., 2002).

Isolasi DNA dalam penelitian ini menggunakaetode Karsinakbt al.(2002)
dengan modifikasi di dalamnya. Isolasi dilakukamgin menggunakan buffer
CTAB (Cetyl Trimetyl Ammonium Bromide). Proses pertama yang dilakukan
adalah penghancuran dinding sel untuk mengeluarkarya dengan cara
menggerus daun dengan menambahkan nitrogen caggehimalus. Untuk
mencapai perusakan dinding sel yang sempurna @dakpengeringan jaringan
tanaman dalam nitrogen cair dan menggerusnya hingggadi bubuk dengan
menggunakan pestil dan mortar pada saat masih pékod, 2004). Sampel
tanaman yang telah homogen kemudian diekstrak DidAlgngan menggunakan

buffer lisis yang berfungsi sebagai detergen. Campulisis kemudian
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dibersihkan dengan sentrifugasi untuk memindahlksidu yang berupa bagian
sel yang telah hancur. Proses pemurnian DNA dilakulengan memberikan
beberapa senyawa yang berperan dalam menghilangkateminan yang
tercampur dalam DNA dan diproses dengan sentrifugaSlA pellet yang
terakhir diresuspensi dengan menggunakan TE (TDi$A} untuk mencairkan
DNA hasil isolasi. DNA yang didapatkan kemudianjiddengan elektroforesis
untuk melihat kualitas DNA hasil isolasi. Uji ku#as DNA dengan
spektrofotometer tidak dilakukan pada penelitiankarena pengujian kualitas
DNA yang telah dilakukan dianggap cukup mewakiliuknproses PCR.

Kualitas DNA hasil isolasi dapat ditentukdangan metode elektroforesis
pada gel agarose 0,8% yang diwarnai dengan Ethi@icomide (Vinod, 2004).
Hasil elektroforesis menunjukkan bahwa ukuran DNehg dihasilkan beragam.
Terdapat beberapa yang besar dan tebal namun a¢naap beberapa yang kecil.
Ukuran DNA besar dapat dilihat dari dekatnya jgudl yang muncul dari sumur
ketika dielektroforesis. Selain itu hasil elektnafeis menunjukkan bahwa pada
beberapa fragmen DNA terjadinear. Degradasi dan kerusakan DNA ditandai
oleh pita smear pada hasil elektroforesisnya. Biteear merupakan molekul-
molekul dengan bobot bervariasi yang dapat bedemalDNA yang terdegradasi
ataupun materi ikutan lain yang tidak diketahuigfelasi yang terjadi selama
proses preparasi dapat mengurangi kuantitas hébkir ONA genom yang
diisolasi. Degradasi DNA dapat dicegah dengan keala suhu dingin ketika
sentrifugasi (Herisost al., 2003).

Hasil elektroforesis juga menunjukkan balkeberapa fragmen DNA terlihat
berapi-apifire type). Hal ini mengindikasikan bahwa sampel terkontasimoleh
polisakarida (Sharma, 2008). Selain itu kontamir@sh polisakarida ini juga
ditunjukkan oleh larutan DNA yang cukup kentaltaPIDNA yang baik
seharusnya terlihat seperti garis lurus (Herisnal., 2003) Kontaminasi
polisakarida dan protein dapat dihilangkan dengamigerian chloroform isoamil
(CIA) dengan perbandingan 24:1 (Vinod, 2004). Karitean tersebut dipisahkan
dengan sentrifugasi yang berfungsi untuk memisalf&ksgé organik dan fase cair.
Kontaminasi RNA tidak terlihat pada hasil elektmafsis. Kontaminan yang

mungkin terbawa saat isolasi DNA dapat dikurangkefa dengan pengenceran.
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Pengenceran akan membuat kontaminan ikut terenteskhingga efeknya
terhadap akurasi sampel dapat ditekan (Yepiha@dl9R Karena itu hasil isolasi

masih dapat digunakan untuk reksi PCR.
4.2.2 Analisis DNA menggunakan PCR-SSR

Penanda yang digunakan pada penelitian aituypenanda molekuler
mikrosatelit (SSR). Sebelum dilakukan proses PGRlapseluruh sampel,
dilakukan optimasi primer terlebih dahulu untuk mi@patkan primer yang paling
sesuai. Hasil optimasi primer menunjukkan bahwameri yang dapat
mengamplifikasi pita DNA dengan baik adalah prirkembinasi 4 dan primer
kombinasi 6. Hal ini dapat dilihat dari hasil anfighsi pita oleh kedua primer ini
terlihat lebih jelas bila dibandingkan dengan primgang lain. Pita hasil
amplifikasi primer kombinasi 1 (P1 dan P2) sanggist Amplifikasi dengan
primer kombinasi 2 (P1 dan P3) tidak menunjukkaangd pita DNA, sedangkan
primer kombinasi 3 (P1 dan P4) dan 5 (P2 dan P#ghamengamplifikasi pita
pada sampel A. Oleh karena itu untuk proses PCahjshya digunakan primer
kombinasi 4 dan 6.

Pita yang dihasilkan dari elektroforesis ilhdCR menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan tebal tipis pita. Perbedademungkinan disebabkan karena
adanya perbedaan konsentrasi masing-masing pitatgeamplifikasi. Perbedaan
tebal tipisnya pita juga bisa dikarenakan tingdtase, lamagel running, gel tray
dan temperatuannealing (Dje et al., 2006). Tebal tipisnya pita pada pengulangan
program PCR pada sampel sangat mungkin terjadi imeskdilakukan PCR
dengan kondigiemplate, primer dan amplifikasi yang sama (Songdong, 2008)

Hasil elektroforesis seluruh sampel TSS markkan bahwa pita yang
teramplifikasi tidak seluruhnya polimorfik yang betf bahwa terdapat larik pita
yang monomorfik. Pita teramplifikasi pada 100 bpPI3p, 400bp dan 800bp.
Sebagian besar tampilan pita yang monomorfik textipada larik 100bp. Hampir
semua pita TSS teramplifikasi pada larik ini, kdcpada sampel 4A1, 4A2, 4A3,
6A1, 6A2, 6A3, 6A4, 6A5, 6A6, dan 6C12. Ketidakmulan pita ini dapat
disebabkan oleh beberapa hal. Pertama, pita tidakcoh karena tidak ada
susunan basa DNA yang sesuai dengan primer sehiDiyga sampel tersebut

tidak teramplifikasi. Kedua, terjadi kesalahan dafgencampuran bahan sehingga
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reaksi PCR tidak berjalan. Ketidak munculan pitmsal 4A1, 4A2, 4A3, dan
6C12 kemungkinan terjadi karena kemungkinan pertamebab dengan
menggunakamaster mix yang sama pita dapat teramplifikasi pada sampaj ya
lain. Sedangkan ketidak munculan pita sampel 62, A3, 6A4, 6A5 dan
6A6 mungkin disebabkan oleh kemungkinan kedua, riearepita tidak
teramplifikasi pada keenam sampel ini dimamster mix yang digunakan untuk
amplifikasi PCR pada sampel ini berbeda dengan yhggnakan pada sampel
TSS A lain yang mucul pitanya. Proses PCR keenaaimitidak diulang karena
keterbatasan bahan.

Hasil dendogram TSS gabungan 2 primer mehkian bahwa tingkat
keseragaman tertinggi dimiliki oleh TSS D, kemudiikuti oleh TSS B, TSS A
dan TSS C. Hal ini berarti bahwa TSS C memilikgkat keseragaman terendah
(tingkat keragaman tertinggi). Tujuh belas sampelgpTSS D masuk dalam satu
kelompok yang dengan nilai kemiripan 1,00 sedandiga lainnya masuk ke
dalam 3 subkelompok yang berbeda. Nilai kemirigatintggi pada TSS D, TSS
B dan TSS A ialah 1,00 dan nilai kemiripan teremya@h0,50. TSS C memiliki
nilai kemiripan tertinggi 1,00 dan nilai kemiripaarendah 0,33. Nilai tingkat
keragaman genetik tergolong tinggi jika mempunydai nkemiripan genetik
rendah yaitu kurang dari 0,5 dan nilai tingkat kgaraan genetik tergolong rendah
jlka mempunyai nilai kemiripan genetik tinggi yaitabih dari 0,5 dan atau
mendekati 1 (Chai-Wen, 2006 dalam Widyasari, 2008prmasi mengenai nilai
kemiripan genetik dapat dijadikan acuan untuk mexige besarnya nilai jarak
genetik, hubungan kekerabatan dan tingkat keragayeaetik. Berdasarkan hasil
dendogram dan nilai kemiripan genetiknya, dapatatdikan bahwa tingkat
keragaman dalam masing-masing TSS A, B dan D renglaig berarti masing-
masing memiliki tingkat keseragaman yang tinggi.STE memiliki tingkat
keseragaman terendah yang berarti bahwa TSS C ikietmbkat keragaman
tertinggi.

Menurut Poespodarsono (1988) tanaman yadi@ pallanya heterozigot akan
makin berkurang keragaman genetiknya apabila tep@ayerbukan sendiri terus
menerus. Proporsi tanaman homozigot tergantung pasangan alel yang

heterozigot dan generasi kawin sendiri, misalnyaukin5 pasangan gen
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heterozigot dapat dicapai homozigot sekitar 85%lakt 5 generasi sedangkan
untuk 10 pasangan heterozigot akan mencapai kulelnip 85% setelah 6

generasi. Hal ini berarti makin besar gen berbedkandiperlukan generasi makin
lanjut agar populasi terdiri dari tanaman homozigb8S hasil selfing ini

menunjukkan tingkat keragaman yang rendah atalkdtngeseragaman yang
tinggi. Terdapat pula perbedaan tingkat keseragaoaala masing-masing TSS,
ada yang lebih seragam dan ada yang lebih berd@aredaan ini kemungkinan
disebabkan oleh terdapatnya perbedaan jumlah gasaaiel yang heterozigot

pada masing-masing varietas.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1Kesimpulan

Tingkat keseragaman TSS tertinggi dimilileloTSS D (Bali ljo), kemudian
diikuti oleh TSS B (Super Philip), TSS A (Ampenalan TSS C (Bali kuning).

5.2Saran

1. Perlu dilakukan identifikasi morfologi sebagai pejang hasil dari
identifikasi genetic.

2. Perlu diinformasikan kepada petani bahwa TSS Issdiing varietas lokal
Bali ijo (TSS D) dapat digunakan sebagai bibit karememiliki tingkat

keseragaman yang tinggi.
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Gambar 19. Alur Isolasi DNA
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500Dy

200Dy
100by

Gambar 20. Hasil elektroforesis sample A menggum&kenbinasi primer 4

Keterangan:
L: Ladder

A: Ampenan 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)

500bp
100bp

500bp

200bp
100bp

Gambar 21. Hasil elektroforesis sample B menggumétkanbinasi primer 4

Keterangan:
L: Ladder

B: Super Philip 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)
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500br
300br
100by

800br
500br

300br
100br

Gambar 22. Hasil elektroforesis sample C menggun&kanbinasi primer 4

Keterangan:
L: Ladder
C: Bali Kuning 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)

500by
300by
100bg

Gambar 23. Hasil elektroforesis sample D menggumé&kanbinasi primer 4

Keterangan:
L: Ladder
D: Bali ljo 4: primer kombinasi 4 (P2 dan P3)




44

500by
100by

500by

100by

Gambar 24. Hasil elektroforesis sample A menggum&kenbinasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder

A: Ampenan 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)

500bp
100bp

500bp

100bp

Gambar 25. Hasil elektroforesis sample B menggumétkanbinasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder

B: Super Philip 6: primer kombinasiFg(dan P4)
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800br
500br
- -

Gambar 26. Hasil elektroforesis sample C menggam&kmbinasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder

C: Bali Kuning 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)

800bp

500bp
100bp

500bp -
100bp

Gambar 27. Hasil elektroforesis sample D menggum&kanbinasi primer 6

Keterangan:
L: Ladder

D: Bali ljo 6: primer kombinasi 6 (P3 dan P4)




Tabel 2. Data Biner Sampel A dengan Menggunakaned®?r#

No Sampel Ukuran Pita (bp)
100 | 300 | 400| 800

1 | 4A1 0 0 0 0
2 | 4A2 0 0 0 0
3 | 4A3 0 0 0 0
4 | 4A4 1 0 0 0
5 | 4A5 1 1 0 0
6 | 4A6 1 1 0 0
7 | 4A7 1 1 0 0
8 | 4A8 1 1 0 0
9 |4A9 1 0 0 0
10 | 4A10 1 0 0 0
11 | 4A11 1 0 0 0
12 | 4A12 1 0 0 0
13 | 4A13 1 0 0 0
14 | 4A14 1 0 0 0
15 | 4A15 1 0 0 0
16 | 4Al6 1 0 0 0
17 | 4A17 1 0 0 0
18 | 4A18 1 0 0 0
19 | 4A19 1 1 0 0
20 | 4A20 1 0 0 0

Tabel 3. Data Biner Sampel A dengan Menggunakand?ré

No Sampel Ukuran Pita (bp)
10C | 30C | 40C | 80cC
1 | 6Al 0 0 0 0
2 | 6A2 0 0 0 0
3 | 6A3 0 0 0 0
4 | 6A4 0 0 0 0
5 | 6A5 0 0 0 0
6 | 6A6 0 0 0 0
7 | 6A7 1 1 0 0
8 | 6A8 1 1 0 0
9 | A9 1 0 0 0
10 | 6A10 1 1 0 0
11 | 6A11 1 1 0 0
12 | 6A12 1 1 0 0
13 | 6A13 1 0 0 0
14 | 6A14 1 0 0 0
15 | 6A15 1 0 0 0
16 | 6A16 1 0 0 0
17 | 6A17 1 0 0 0
18 | 6A18 1 0 0 0
19 | 6A19 1 0 0 0
20 | 6A20 1 0 0 0




Tabel 4. Data Biner Sampel B dengan MenggunakanePrd

No Sampel Ukuran Pita (bp)
100 | 300 | 400| 800

1 |4B1 1 1 0 0
2 14B2 1 1 0 0
3 | 4B3 1 0 0 0
4 |4B4 1 1 0 0
5 | 4B5 1 0 0 0
6 | 4B6 1 0 0 0
7 | 4B7 1 0 0 0
8 | 4B8 1 0 0 0
9 |4B9 1 1 1 0
10 | 4B10 1 1 1 0
11 | 4B11 1 1 1 0
12 | 4B12 1 1 0 0
13 | 4B13 1 1 0 0
14 | 4B14 1 1 0 0
15 | 4B15 1 0 0 0
16 | 4B1€ 1 0 0 0
17 | 4B17 1 0 0 0
18 | 4B1E€ 1 0 0 0
19 | 4B19 1 1 0 0
20 | 4B20 1 1 0 0

Tabel 5. Data Biner Sampel B dengan MenggunakanePrb

No Sampel Ukuran Pita (bp)
10C | 30C | 40C | 80cC
1 | 6B1 1 0 0 0
2 |6B2 1 0 0 0
3 | 6B3 1 0 0 0
4 | 6B4 1 0 0 0
5 | 6B5 1 0 0 0
6 | 6B6 1 0 0 0
7 | 6B7 1 0 0 0
8 | 6B8 1 0 0 0
9 | 6B9 1 0 0 0
10 | 6B10 1 0 0 0
11 | 6B11 1 0 0 0
12 | 6B12 1 0 0 0
13 | 6B13 1 0 0 0
14 | 6B14 1 0 0 0
15 | 6B15 1 0 0 0
16 | 6B1€ 1 0 0 0
17 | 6B17 1 0 0 0
18 | 6B1E 1 0 0 0
19 | 6B19 1 0 0 0
20 | 6B20 1 0 0 0




Tabel 6. Data Biner Sampel C dengan MenggunakanePad

No Sampel Ukuran Pita (bp)
100 | 300 | 400| 800

1 |4C1 1 1 0 0
2 |4cCz 1 1 0 0
3 |4C3 1 1 0 0
4 |4C4 1 1 0 0
5 | 4C5 1 1 0 0
6 | 4C6 1 1 0 0
7 | AC7 1 1 0 0
8 |4C8 1 0 0 0
9 |4C¢ 1 0 0 0
10 | 4C10 1 0 0 0
11 | 4C11 1 1 1 0
12 | 4C12 1 1 1 0
13 | 4C13 1 0 0 0
14 | 4C14 1 0 0 0
15 | 4C15 1 1 0 0
16 | 4C1¢ 1 0 0 0
17 | 4C17 1 1 0 0
18 | 4C1¢ 1 0 0 0
19 | 4C19 1 1 0 1
20 | 4C20 1 0 0 0

Tabel 7. Data Biner Sampel C dengan MenggunakaneP 16

No Sampel Ukuran Pita (bp)
10C | 30C | 40C | 80cC
1 | 6C1 1 0 0 0
2 |6Cz 1 0 0 0
3 | 6C3 1 0 0 0
4 | 6C4 1 0 0 0
5 | 6C5 1 0 0 0
6 | 6C6 1 0 0 0
7 | 6CT 1 0 0 0
8 | 6C8 1 0 0 0
9 | 6C¢ 1 0 0 0
10 | 6C10 1 0 0 0
11 | 6C11 1 0 0 0
12 | 6C12 0 0 0 1
13 | 6C13 1 0 0 0
14 | 6C1¢ 1 0 0 0
15 | 6C15 1 0 0 1
16 | 6Cl¢ 1 0 0 0
17 | 6C17 1 0 0 0
18 | 6C1¢ 1 0 0 0
19 | 6C19 1 0 0 1
20 | 6C20 1 0 0 1




Tabel 8. Data Biner Sampel D dengan Menggunakane?rd

No Sampel Ukuran Pita (bp)
100 | 300 | 400| 800

1 | 4D1 1 1 0 0
2 | 4D2 1 1 0 0
3 | 4D3 1 0 0 0
4 | 4D4 1 0 0 0
5 | 4D5 1 0 0 0
6 | 4D6 1 0 0 0
7 | AD7 1 0 0 0
8 | 4D8 1 0 0 0
9 |4DS 1 0 0 0
10 | 4D10 1 0 0 0
11 | 4D11 1 0 0 0
12 | 4D12 1 0 0 0
13 | 4D13 1 0 0 0
14 | 4D14 1 0 0 0
15 | 4D15 1 0 0 0
16 | 4D1¢€ 1 0 0 0
17 | 4D17 1 0 0 0
18 | 4D1€ 1 0 0 0
19 | 4D19 1 0 0 0
20 | 4D20 1 0 0 0

Tabel 9. Data Biner Sampel D dengan Menggunakan€e?16

No Sampel Ukuran Pita (bp)
10C | 30C | 40C | 80cC
1 | 6D1 1 0 0 1
2 | 6D2 1 0 0 0
3 | 6D3 1 0 0 0
4 | 6D4 1 0 0 1
5 | 6D5 1 0 0 0
6 | 6D6 1 0 0 0
7 | 6D7 1 0 0 0
8 | 6D8 1 0 0 0
9 |6D9 1 0 0 0
10 | 6D10 1 0 0 0
11 | 6D11 1 0 0 0
12 | 6D12 1 0 0 0
13 | 6D13 1 0 0 0
14 | 6D14 1 0 0 0
15 | 6D15 1 0 0 0
16 | 6D1€ 1 0 0 0
17 | 6D17 1 0 0 0
18 | 6D1€ 1 0 0 0
19 | 6D19 1 0 0 0
20 | 6D20 1 0 0 0




Tabel 10. Nilai Kemiripan Genetik TSS A Berdasarkara Primer Mikrosatelit

A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12 Al13 Al4 A15 A16 Al17 A18 A19 A20
A4 | 1.0000
A5 | 0.5000 | 1.0000
A6 | 0.5000 | 1.0000 | 1.0000
A7 | 0.5000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
A8 | 0.5000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
A9 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000
A10 | 0.6667| 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.6667| 1.0000
A1l | 0.6667| 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.6667| 1.0000 | 1.0000
Al12 | 0.6667| 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.6667| 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
Al13 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667 ~ 0.666} 1.0000
Al4 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667 0.666f 1.0000 | 1.0000
A15 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667  0.666y 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
A16 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667  0.666}f 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
Al17 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667 0.666} 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
A18 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667] 0.666f 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000
A19 | 0.6667| 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.7500 | 0.6667| 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.6667| 0.6667 0.666y 0.6647 0.6667 0.666.0000
A20 | 1.0000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 0.5000 | 1.0000 | 0.6667| 0.6667 0.666} 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 1.0000 | 0.6667| 1.0000

0S



Tabel 11. Nilai Kemiripan Genetik TSS B Berdasarkara Primer Mikrosatelit

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B& B B10 B1{ B12 B13 B14 B[l B16 B17 B18 B19 B2(
B1 | 1.0000
B2 | 1.0000| 1.000d
B3 | 0.6667| 0.6667 1.000D
B4 | 1.0000| 1.000Q 0.666f7 1.0000
B5 | 0.6667| 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000
B6 | 0.6667| 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000 1.0000
B7 | 0.6667| 0.6664 1.0000 0.6667 1.0000 1.0000 1.90000
B8 | 0.6667| 0.6664 1.0000 0.6667 1.0000 1.0000 1.00D@OOO
B9 | 0.7500| 0.750Q 0.500p 0.7500 0.5000 0.5000 0.5006000| 1.0000
B10 | 0.7500| 0.7500 0.5000 0.7500 0.5000 0.5000 0.500.5000{ 1.000¢ 1.000p
B11 | 0.7500| 0.7500 0.5000 0.7500 0.5000 0.5p00 0.500.5000( 1.000Q 1.000p 1.0000
B12 | 1.0000| 1.0000 0.666/ 1.0000 0.6467 0.6p67 0.666.6667| 0.7500 0.7500 0.7500 1.0000
B13 | 1.0000| 1.0000 0.666/ 1.0000 0.6667 0.6p67 0.666.6667| 0.750Q0 0.7500 0.7500 1.0000 1.0p00
B14 | 1.0000| 1.0000 0.666]7 1.0000 0.6467 0.6667 @.666.6667( 0.7500 0.750D0 0.7500 1.0000 1.0000 1.0000
B15 | 0.6667 | 0.666. | 1.000( | 0.6667 | 1.000( | 1.000( | 1.00(0 | 1.000C | 0.500( | 0.500( | 0.500( | 0.666. | 0.666: | 0.6667 | 1.000(
B16 | 0.6667| 0.6664 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 0.000.0000{ 0.500¢ 0.500p  0.5000 0.6667 0.6667 0.6660000| 1.0000
B17 | 0.6667 | 0.666. | 1.000( | 0.6667 | 1.000( | 1.000( | 1.000¢ | 1.000C | 0.500C | 0.500( | 0.500( | 0.666: | 0.6667 | 0.6667 | 1.000( | 1.000( | 1.000(
B18 | 0.6667 | 0.666. | 1.000( | 0.6667 | 1.000( | 1.000( | 1.000( | 1.000C | 0.500(C | 0.500( | 0.500( | 0.666: | 0.6667 | 0.6667 | 1.000( | 1.000( | 1.000( | 1.000(
B19 | 1.000( | 1.000( | 0.6667 | 1.000( | 0.666% | 0.666: | 0.666. | 0.6667 | 0.750( | 0.750C | 0.750( | 0.100( | 0.100( { 0.100( | 0.666' | 0.666: | 0.6667 | 0.6667 | 1.000(
B20 | 1.000( | 1.000¢ | 0.6667 | 1.000( | 0.6667 | 0.666 | 0.666. | 0.6667 | 0.750( | 0.750( | 0.750( | 1.000( | 1.000( | 1.000( | 0.666: | 0.666. | 0.6667 | 0.6667 | 1.000( | 1.000(

1S



Tabel 12 Nilai Kemiripan Genetik TSS C Berdasarkan Dua PriMirosatelit

C1 c2 C3 Cc4 C5 C6 C7 Cc8 C9 C10 C11] C17 C13 Ci4 C15C16 C17 C18 C19 C20

C1l | 1.0000

C2 | 1.0000{ 1.0004

C3 | 1.0000{ 1.0000 1.000

C4 | 1.0000{ 1.0000 1.0000 1.0000

C5 | 1.0000{ 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

C6 | 1.0000| 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0p00

C7 | 1.0000{ 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0p00C 1.0000

C8 | 0.5000| 0.66671 0.666/7 0.6667 0.6667 0.6667 0.666.0000

C9 | 0.5000| 0.6667 0.6667 0.6667 0.6667 0.6667 0.6660000| 1.000Q

C10 | 0.5000[ 0.6667 0.6667 0.6667 0.6667 0.6p67 @.666.0000|/ 1.000Q 1.0000

o N N N O o o] o] ©

C11| 0.6667| 0.7500 0.7500 0.75p0 0.7500 0.7p00 0.750.5000{ 0.500Q 0.5000 1.0000

C1z | 0.666° | 0.400( | 0.400( | 0.400( | 0.400( | 0.400( | 0.400( | 0.200( | 0.200¢ | 0.200(¢ | 0.600(¢ | 1.000(

C1Z | 0.500( | 0.666 | 0.666° | 0.666. | 0.6667 | 0.666: | 0.666: | 1.000( | 1.000( | 1.000C | 0.500( | 0.200( | 1.000(

C14 | 0.500( | 0.666 | 0.666° | 0.666. | 0.6667 | 0.666% | 0.666. | 1.000( | 1.000( | 1.000( | 0.500( | 0.200( | 1.000C | 1.000(

C1£ | 1.000C | 0.750(C | 0.750( | 0.750( | 0.750C | 0.750( | 0.750( | 0.500( | 0.500(¢ | 0.500( | 0.600(¢ | 0.600( | 0.500( | 0.500(¢ | 1.000(

C1€ | 0.500( | 0.666 | 0.666° | 0.666. | 0.6667 | 0.666: | 0.666: | 1.000( | 1.C00C | 1.000( | 0.500( | 0.200( | 1.000¢ | 1.000¢ | 0.500( | 1.000(

C17 | 1.0000{ 1.0000 1.0000 1.00p0 1.0000 1.0p00 0.0)00D.5000| 0.500Q 0.666f 0.7500 0.4000 0.6667 0.6687500( 0.66671 1.0000

C1€ | 0.500( | 0.666 | 0.666° | 0.666. | 0.6667 | 0.6667 | 0.666: | 1.000( | 1.000( | 1.0C0C | 0.500( | 0.200( | 1.000( | 1.000( | 0.500( | 1.000( | 0.666% | 1.000(

C19 | 0.6667| 0.6000 0.6000 0.60p0 0.6000 0.6P00 0.600.3333| 0.3333 0.4000 0.5000 0.5000 0.4p00 0.400@000| 0.4000 0.6000 0.4000 1.0000

C20 | 0.5000{ 0.5000 0.5000 0.50p0 0.5000 0.5p00 0.500.0000{ 1.000Q 0.666ff 0.4000 0.4000 0.6667 0.668.7500 0.6667] 0.5000 0.6667 0.6000 l.O(i)OO

(o))
N



Tabel 13 Nilai Kemiripan Genetik TSS D Berdasarkan Dua PriMérosatelit

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 D15 D14 D17 D18 D19 D20
D1 | 1.0000
D2 | 0.7500( 1.000d
D3 | 0.5000{ 0.66674 1.000p
D4 | 0.7500( 0.500Q 0.666ff 1.0000
D5 | 0.5000{ 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000
D6 | 0.5000{ 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000 1.00p00
D7 | 0.5000( 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000 1.0000 1.9000
D8 | 0.5000{ 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000 1.0p00 1.00DMOOO
D9 | 0.5000{ 0.6664 1.000p 0.6667 1.0000 1.0p00 1.00D@O00| 1.000Q
D10 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000
D11 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00(|)O
D12 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000
D13 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.00D.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00
D14 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.00D.0000| 1.000Q  1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00 1.0000
D15 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00 1.00D@OOO
D16 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00 1.00DMOOO| 1.0000
D17 | 0.5000{ 0.666f7 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.00D.0000| 1.000Q 1.0000 1.00?0 1.0000 1.0p00 1.00D@O0O| 1.0000 1.000D
D18 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.00D.0000| 1.000Q 1.0000 1.00?0 1.0000 1.0p00 1.00D@O0CO| 1.0000 1.0000 1.00Q0
D19 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00 1.00D@O0CO| 1.0000 1.000p 1.0000 1.00PO
D20 | 0.5000{ 0.6667 1.0000 0.6667 1.0000 1.0p00 ©0.000.0000| 1.000Q 1.0000 1.00({)0 1.0000 1.0p00 1.00D@MO0CO| 1.0000 1.000p 1.0000 1.00PO 1.0(1)00

(62}
w
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Gambar 28True Shallot Seed bawang merah

Gambar 29. Keempat Sampel Bawang Merah. (A) AmpéaaBuper Philip (C) Bali
Kuning (D) Bali ljo.



