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ABSTRACT

National rubber productivity is lower than other rubber producing countries in the world. The
DNA marker-based plant breeding program is required to increase latex production and
other superior characters. Breeding process by identifying genetic diversity can be done
using AFLP marker. The aim of this study was to analyze the phylogenetic six rubber clones.
Pre-amplification and amplification process were performed using 64 primer pair
combinations followed by electrophoresis in 6% polyacrylamide gel. A total of 2806 AFLP
fragments have been detected. Phylogenetic tree of six clones showed 60% of genetic
similarity, which was consisted of two groups. GT 1 clone in the first group and was
separated from other clones in the second group. Sub-group at the phylogenetic peak
contained IRR 104 and RRIM 600 clones with genetic similarity of 74%. The information
obtained from this study showed the genetic diversity of the six rubber clones. The unique
bands were obtained as marker specific which could be used to identify clones.
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ABSTRAK

Produktivitas karet nasional masih lebih rendah dibanding dengan negara-negara penghasil
karet lainnya di dunia. Diperlukan program pemuliaan tanaman karet yang berbasis marka
DNA untuk meningkatkan produksi lateks serta karakter unggul lainnya. Proses pemuliaan
untuk mengidentifikasi keragaman genetik bisa dilakukan dengan marka AFLP. Tujuan studi
ini adalah untuk menganalisis filogenetik enam klon karet berdasarkan produktivitasnya.
Proses pre-amplifikasi dan amplifikasi dilakukan dengan menggunakan 64 kombinasi
pasangan primer yang dilanjutkan dengan analisis hasil elektroforesis pada gel poliakrilamid
6%. Sebanyak 2806 pita AFLP telah dihasilkan. Kekerabatan keenam klon menunjukkan
kemiripan genetik sebesar 60%. Pohon filogenetik membentuk dua kelompok, yang
memisahkan GT 1 dengan klon-klon lainnya. Sub-kelompok pada puncak filogenetik terdiri
dari klon IRR 104 dan RRIM 600 dengan kemiripan genetik sebesar 74%. Informasi yang
diperoleh telah menunjukkan keragaman genetik keenam klon karet yang bersifat polimorfis.
Diperoleh pita-pita unik dari pasangan primer tertentu yang dapat berperan sebagai marka
spesifik dan dapat digunakan untuk mengidentifikasi klon.

Kata Kunci: AFLP, klon karet, marka DNA, pohon filogenetik, polimorfisme
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PENDAHULUAN

Tanaman karet (Hevea brasiliensis
Muell. Arg.) adalah komoditi perkebunan
penghasil lateks sebagai sumber bahan
baku industri otomotif. Lateks atau karet
alam memiliki kualitas yang lebih baik dari
pada karet sintetik, karena daya
elastisitasnya yang lebih tinggi. Karet alam
tidak mudah panas, mempunyai daya aus
tinggi, serta bersifat plastisitas sehingga
pengolahannya menjadi lebih mudah,
khususnya bagi industri ban pesawat udara
dan mobil balap. Disamping itu karet alam
memiliki daya tahan yang tinggi terhadap
keretakan (Bueche 1957; Shan et al. 2011).

Produksi karet alam ikut berkontribusi
bagi pertumbuhan ekonomi nasional sebagai
sumber devisa nonmigas dan turut serta
dalam pelestarian fungsi lingkungan hidup.
Indonesia adalah negara penghasil karet
alam kedua terbesar di dunia setelah
Thailand (Rubber Board 2016). Walaupun
Indonesia memiliki luas kebun karet terbesar
di dunia (3,6 juta hektar) namun
produktivitasnya rendah, hanya 1 ton/ha.
Produktivitas ini masih berada di bawah
negara-negara penghasil karet lainnya di
dunia, seperti Viet Nam (1,7 ton/ha),
Thailand (1,6 ton/ha), dan Malaysia (1,3
ton/ha) (Kementerian Pertanian 2015). Inti
dari permasalahan ini bermula dari
kurangnya perhatian pemerintah terhadap
komoditi karet, walaupun sebenarnya karet
termasuk dalam daftar 15 komoditi yang
menjadi prioritas di Dirjenbun Kementan
(Dirjenbun 2015). Selanjutnya  juga
dikemukakan bahwa 85% perkebunan karet
di Indonesia adalah milik rakyat
(Kementerian Pertanian 2015). Namun
umumnya perkebunan rakyat ini kurang
produktif dan hanya setengah dari mereka
yang memiliki akses pada teknologi
budidaya, penanggulangan penyakit maupun
bibit unggul (Damanik et al. 2010). Pada
tahun 2012 sampai dengan 2014,
peningkatan ekspor karet cukup signifikan
dari 2.445 ribu ton meningkat menjadi 2.624
ribu ton. Namun demikian nilai jualnya
mengalami penurunan, senilai USD 7.861
miliar pada tahun 2012 menjadi USD 4.742
miliar pada tahun 2014 (Dirjenbun 2016).
Demi menyusun program  pemuliaan
tanaman karet yang berbasis marka DNA
untuk  meningkatkan  produksi  lateks
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nasional, diperlukan klon-klon karet unggul
yang memiliki keunggulan genetik yang
tinggi terutama pada karakter yang berkaitan
dengan daya produktivitas hasil tanaman
dan ketahanan terhadap serangan penyakit.

Keberagaman genotipe plasma nutfah
tanaman karet merupakan modal dasar
untuk keberhasilan program pemuliaan
dalam pengembangan tanaman unggul
sebagai upaya meningkatkan kapasitas
produksi lateks. Teknik pemuliaan tanaman
dalam perolehan bibit unggul yang lebih
cepat sangat diperlukan mengingat teknik
pemuliaan tanaman secara konvensional
memerlukan waktu seleksi yang panjang
hingga 20-25 tahun, sejak persilangan
sampai menghasilkan produk klon unggul.
Sebagai alternatif untuk memanfaatkan
keunggulan  biologi molekuler adalah
pemuliaan tanaman yang dipandu dengan
marka DNA yang hanya membutuhkan
waktu sepertiganya, yaitu 7-8 tahun (Collard
and Mackill 2008; Jiang 2013). Dengan
demikian dapat melengkapi pengembangan
dalam pemuliaan tanaman karet yang
unggul dan potensial secara cepat.
Pemilihan marka DNA vyang digunakan
dalam analisis genetik perlu
mempertimbangkan tujuan yang diinginkan,
fasilitas laboratorium yang tersedia serta
kelebihan dan kekurangan dari berbagai
marka DNA tersebut. Marka DNA yang ideal
adalah memiliki kemudahan akses,
kemudahan prosedur analisis, polimorfisme
yang tinggi, ko-dominan yang dapat
membedakan antara homozigot dan
heterozigot, serta tingkat pengulangannya
yang tinggi.

Studi keragaman genetik pada karet
telah dilakukan oleh beberapa peneliti
dengan menggunakan beragam marka DNA,
yaitu: marka intron length polymorphism atau
ILP (Li et al. 2013), Random Amplified
Polymorphic DNA atau RAPD (Wibowo
2010; Novalina dan Sagala 2011), marka
isozim dan mikrosatelit (Gouvea et al. 2010;
Le Guen et al. 2011), marka simple
sequence repeat atau SSR (Feng et al.
2012; Hamzah 2014), dan marka EST-SSR
(Feng et al. 2009; Yu et al. 2010; Perseguini
et al. 2012). Menurut Toruan-Mathius et al.
(2002) hasil yang diperoleh dari teknik RAPD
tidak konsisten. Hal ini disebabkan oleh
rendahnya akurasi dalam pengulangan hasil
amplifikasi, sedikitnya jumlah fragmen DNA
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yang diperoleh dari primer yang digunakan
dan jumlah lokus yang dihasilkan, serta
rendahnya tingkat diferensiasi dalam analisis
dendrogram klon karet. Dengan demikian
hasil setiap kelompok klon karet kurang
terpisah dengan baik. Pada penelitian ini
digunakan marka AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) karena memiliki
tingkat pengulangan  dengan  derajat
kekonsistenan hasil yang tinggi, dapat
membedakan homozigot dan heterozigot
(Wooten et al. 2009), keragaman tanaman
dengan pola sidik jari DNA spesifik (Tajuddin
et al. 2012) serta biaya awal (start-up cost)
yang tidak begitu mahal dan tidak
membutuhkan informasi sekuens awal
dibanding SSR dan SNP (Jiang 2013).
Marka AFLP juga telah digunakan pada
tanaman karet (Nurhaimi-Haris et al. 2003;
Xiao et al. 2009; Roy et al. 2012; Tang et al.
2013). Menurut Kuck et al. (2012) kelebihan
dari marka AFLP dapat mendeteksi variasi
dan keragaman genetik antar populasi,
individu, serta spesies berdasarkan

perbedaan letak basa tertentu dari marka
DNA dalam genom tanaman.

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
menganalisis keragaman genetik dari enam
klon tanaman karet dengan menggunakan
marka AFLP. Selain itu juga untuk masing
klon. Manfaat yang diharapkan dari studi ini

adalah untuk dapat menjadi acuan dalam
pemilihan tetua atau induk untuk persilangan
klon selanjutnya, dan primer selektif yang
diperoleh dapat digunakan di lapang untuk
memandu pada tahap seleksi pada program
pemuliaan berikutnya.

BAHAN DAN METODE

Bahan tanaman

Bahan tanaman karet yang digunakan
adalah klon GT 1, IRR 104, PB 260, PR 300,
RRIC 100 dan RRIM 600, dengan
produktivitas yang bervariasi yang berumur
lebih dari 15 tahun dan ditanam di lahan
kebun koleksi Balai Bioteknologi BPPT.

Analisis kuantitatif dan kualitatif

Isolasi DNA genom karet dilakukan
dengan metode CTAB (Doyle 1990) dengan
beberapa modifikasi menggunakan sampel
daun (Gambar 1). Modifikasi dilakukan pada
penambahan jumlah merkaptoetanol
menjadi 1% dan aplikasinya dipisah dari
buffer ekstraksi. Rasio kemurnian DNA
terhadap kontaminasi protein dan
konsentrasi DNA hasil isolasi diuiji
menggunakan spektrofotometer Nanodrop
yang diukur pada perbandingan panjang
gelombang 260 dan 280 nm (A,c/Au).

Gambar 1. (A). Sampel daun karet dan (B). pemisahan DNA karet dalam tube
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Setiap sampel DNA hasil isolasi diambil
sebanyak 4 uL untuk dilakukan pemisahan
pada elektroforesis gel agarosa konsentrasi
1,5% dalam bufer TE 1X dengan daya 50 V
selama 50 menit dan menggunakan
pewarna SYBR safe (Bakhtiar et al. 2010).

Analisis polimorfisme DNA

Metode AFLP yang digunakan
berdasarkan pada metode Vuylsteke et al.
(2007). Setelah proses amplifikasi, produk
pre-amplifikasi primer tunggal diamplifikasi
selektif menggunakan kombinasi pasangan
primer (Tabel 1).

Sebanyak 1 pL produk pre-amplifikasi
ditambah dengan 2,5 pL buffer PCR 10x, 2
ML dNTP campuran, 2,5 yL 25 mM MgCl,,
0,2 uL Taq polymerase, primer terpilih 10
pmol Trul dan 10 pmol EcoRIl masing-
masing 1 pL, dan 14,8 pL ddH20 sampai
volume mencapai 25 pL. Larutan kemudian
diaduk secara perlahan dan disentrifugasi
singkat untuk menurunkan seluruh cairan

Tabel 1. Pasangan primer amplifikasi selektif

No Primer No Primer
1. M-CAA E-AAC | 33. M-CTA E-AAC
2. E-AAG | 34. E-AAG
3. E-ACA | 35. E-ACA
4. E-ACC | 36. E-ACC
5. E-ACG | 37. E-ACG
6. E-ACT 38. E-ACT
7. E-AGC | 39. E-AGC
8. E-AGG | 40. E-AGG
9. M-CAC E-AAC |41. M-CTC E-AAC
10. E-AAG | 42. E-AAG
11. E-ACA | 43. E-ACA
12. E-ACC | 44. E-ACC
13. E-ACG | 45. E-ACG
14. E-ACT | 46. E-ACT
15. E-AGC | 47. E-AGC
16. E-AGG | 48. E-AGG
17. M-CAG E-AAC | 49. M-CTG E-AAC
18. E-AAG | 50. E-AAG
19. E-ACA | 51. E-ACA
20. E-ACC | 52. E-ACC
21. E-ACG | 53. E-ACG
22. E-ACT 54. E-ACT
23. E-AGC | 55. E-AGC
24, E-AGG | 56. E-AGG
25. M-CAT E-AAC |57. M-CTT E-AAC
26. E-AAG | 58. E-AAG
27. E-ACA | 59. E-ACA
28. E-ACC | 60. E-ACC
29. E-ACG | 61. E-ACG
30. E-ACT 62. E-ACT
31. E-AGC | 63. E-AGC
32. E-AGG | 64. E-AGG
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yang ada di dinding tabung. Amplifikasi
dilakukan dengan menggunakan PCR.
Program yang digunakan adalah sebagai
berikut: satu siklus 94°C selama 2 menit,
94°C selama 30 detik, 65°C selama 30 detik
dan 72°C selama 2 menit. Tahap berikutnya
adalah suhu penempelan (annealing) yang
diturunkan 0,7°C selama 60 detik dan
diakhiri dengan suhu 4°C.

Elektroforesis gel poliakrilamid

Produk amplifikasi PCR
dielektroforesis pada gel poliakrilamid 6%
(0,1% ammonium persulfat (APS) dan
TEMED) dengan ukuran 13 x 11 Cm. Pre-
elektroforesis (pemanasan) dilakukan
selama 20 menit (110 W) supaya suhu
permukaan gel kira-kira 50°C. Hasil
amplifikasi PCR dicampur dengan 20 pL
loading buffer dan 19 pL H,O, kemudian
didenaturasi pada suhu 95°C selama tiga
menit dan segera didinginkan di dalam
lemari es. Larutan sampel sebanyak 10 pL,
dimasukkan pada setiap sumur gel dan
dielektroforesis selama 40 menit (80 W).
Gel poliakrilamid kemudian diwarnai dengan
larutan perak nitrat di atas shaker selama 30
menit, dicuci dengan dH,O bebas ion
selama 10 detik, kemudian ditambah larutan
pengembang (45 g sodium karbonat; 2,25
mL formaldehid 37%; 300 pL sodium
tiosulfat dalam 1500 mL ddH,O pada suhu
4-10°C) dan dibiarkan hingga fragmen-
fragmen dapat dilihat sesuai yang
diinginkan.  Selanjutnya larutan fiksasi
dituangkan dan dibiarkan selama dua menit,
dan dilapis dengan cellophane membrane
backing (BIORAD), serta dibiarkan selama
lebih kurang dua hari sampai kering.

Analisis data

Pita-pita DNA diubah ke dalam bentuk
data biner dengan memberi nilai 1 jika
munculnya pita DNA dan O jika tidak ada
pita. Data biner yang diperoleh dari AFLP
tersebut selanjutnya digunakan dalam
analisis keragaman genetik, kemiripan
genetik dibuat dalam bentuk matriks dengan
SIMQUAL (similarity for qualitative data).
Berdasarkan nilai kemiripan genetik tersebut
dilakukan analisis pengelompokan
menggunakan sub program SAHN dengan
metode UPGMA (Unweighted Pair Group
Method Average) program NTSYS-pc 2.11.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi DNA tanaman karet

Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil
isolasi dari klon-klon karet diperoleh nilai
yang sangat baik. Nilai tertinggi diperoleh
dari klon PB 260 dengan konsentrasi 4310,4
ng/ulL, dan yang terendah adalah RRIC 100
dengan konsentrasi 905,8 ng/uL (Tabel 2).
Rasio absorban pada 260 dan 280 nm
digunakan untuk menilai kemurnian DNA.
Sampel DNA akan dianggap murni apabila
didapati rasio sekitar 1,8 — 2,0. Apabila rasio
tersebut lebih  tinggi, maka dapat
diindikasikan adanya zat pengotor berupa
protein, fenol atau kontaminan lain yang kuat
serapannya pada 280 nm (Nanodrop
Technology Inc 2007). Hal ini terjadi pada
klon RRIC 100 dengan rasio kemurnian

Tabel 2. Konsentrasi dan kemurnian DNA tanaman
karet hasil isolasi

Jenis Klon Kon;entrasi DNA Kemurnian

maksimum (ng/uL)  (A260/A280)
GT1 1374,3 1,61-2,02
IRR 104 1024,2 1,80 - 1,97
PB 260 4310,4 1,55-1,81
PR 300 4127,3 1,60-1,78
RRIC 100 905,8 2,05-2,17
RRIM 600 1259,5 1,70 - 2,04

10 kb

Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA isolasi (Marka 1
kb, 1-3: DNA klon IRR 104, klon RRIM

600, dan klon PR 300)

12

2,17 pada gelombang serapan Agso/Azso,
yang muncul smear pada gel hasil
elektroforesis yang diduga merupakan zat
pengotor atau kontaminan (gambar tidak
ditampilkan). Sedangkan apabila rasio lebih
rendah dari kisaran 1,8 — 2,0 maka dapat
diindikasikan adanya kontaminan berupa
RNA pada sampel yang diuji (Nanodrop
Technology Inc 2007). Selanjutnya hasil
analisis kualitatif berupa elektroferogram
menunjukkan bahwa DNA hasil isolasi
memiliki ukuran DNA genom sekitar 10 kb
(Gambar 2).

Produk PCR AFLP tanaman karet

Hasil elektroforesis produk ligase pada
tahap pre-amplifikasi dilakukan pengenceran
10x dan 1x (tanpa pengenceran). Hasilnya
menunjukkan bahwa pita fragmen hasil pre-
amplifikasi dengan tanpa pengenceran (1x)
lebih jelas dibanding dengan pita fragmen
pre-amplifikasi pengenceran 10x yang
terlihat samar. Selanjutnya produk pre-
amplifikasi yang digunakan pada tahap

111
1"l

—_ 100

Keterangan:
KlonGT 1
(1)M-CAT/E-ACT
(2)M-CAG/E-ACT
(3)M-CTG/E-ACA

KlonPE 260
(@)M-CAGE-ACT
(5)M-CTGE-ACA
(6)M-CAA/E-ACA

KlonRRIC 100
(IM-CTGE-ACC
(8) M-CAAE-ACC
(O)M-CTAE-ACC

Gambar 3. Hasil elektroforesis gel poliakrilamid



amplifikasi selektif ialah hasil pre-amplifikasi
dengan tanpa pengenceran, untuk
memperoleh pita-pita AFLP yang optimal.

Dari tahap pre-amplifikasi kemudian
dilanjutkan ke tahap amplifikasi
menggunakan 64 kombinasi pasangan
primer terhadap semua klon tanaman karet.
Hasil amplifikasi divisualisasikan pada gel
poliakrilamid 6%. Gel poliakrilamid dengan
konsentrasi 6% direkomendasikan untuk
memisahkan fragmen DNA sebesar 80 —
800 bp (Barril dan Nates 2012). Menurut
Nurhaimi-Haris et al. (2003), proses silver
staining telah menunjukkan hasil yang lebih
baik ketika memvisualisasi fragmen-fragmen
AFLP yang berasal dari daun karet melalui
gel poliakrilamid. Gambar 3 memperlihatkan
pita-pita DNA yang terlihat pada GT 1, PB
260, dan RRIC 100 hasil beberapa pasang
primer selektif bersama dengan marka
Thermo Scientific Fermentas Gene Ruller
100 bp serta replika yang dibuat secara
manual.

Berdasarkan dari pengukuran pita
menggunakan marka Thermo Scientific
Fermentas Gene Ruller 100 bp dan dengan
aplikasi program komputer PhotocaptMw
versi 99.0.2.0, hasil pita yang didapatkan
dari 64 pasang primer adalah 2806 npita.
Ukuran pita berkisar antara 65 — 3833 bp.

Dari elektroferogram AFLP dihasilkan
jumlah pita AFLP terbanyak adalah 24 pita
yang berasal dari amplifikasi M-CAT/E-AAG
pada klon PR 300 (tidak ditampilkan). Klon
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IRR 104 menghasilakn 10 pita oleh primer
M-CAC/E-AGG dan M-CAT/E-ACA.
Selanjutnya, pita klon RRIM 600 diperoleh
sejumlah 23 pita oleh primer M-CAC/E-AAG.

Keragaman genetik klon Karet

Elektroferogram yang dihasilkan dari
amplifikasi AFLP diperoleh pita-pita AFLP
dengan berbagai variasi ukuran. Untuk
pembentukan pohon filogenetik berupa
dendrogram, dilakukan pengolahan data
biner  berdasarkan  variasi  tersebut.
Dendrogram dibuat menggunakan semua
pita AFLP.

Dari dendrogram diperoleh koefisien
kemiripan genetik antar keenam klon adalah
rendah yaitu sebesar 0,60 yang berarti
menunjukkan kekerabatan genetik keenam
klon sebesar 60% (Gambar 4). Pada
koefisien kemiripan 64% tampak dua
kelompok kekerabatan. Kelompok 1 hanya
terdiri dari klon GT 1. Sedangkan kelompok
2 terdiri dari klon PB 260, IRR 104, RRIM
600, RRIC 100 dan PR 300.

Marka spesifik klon

Dari elektroferogram diketahui ada
primer yang menghasilkan pita-pita unik. Pita
unik adalah pita yang mempunyai satu
ukuran tertentu yang hanya muncul pada
satu klon saja, oleh satu pasang primer
spesifik. Pasangan primer M-CAA/E-ACA
menghasilkan satu pita unik untuk klon GT 1
pada ukuran 168 bp, sedangkan pasangan

GT1

PB 260

IRR 104

‘RRIM 600

RRIC 100

PR 300

I T T T T T T T T T T
050 o 057

Koefisien

Gambar 4. Pohon filogenetik enam klon karet berdasarkan pola pita marka AFLP
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primer M-GAC/E-ACG menghasilkan 2 pita
unik pada ukuran 383 dan 138 bp. Untuk
klon IRR 104, pita unik ukuran 20 bp
diperoleh dari pasangan primer M-CAA/E-
AGC. Pita-pita unik dari berbagai pasangan
primer untuk klon-klon tertentu beserta
ukurannya dapat dilihat pada Tabel 3.

Pembahasan
Keragaman genetik merupakan variasi
yang tejadi di dalam genom suatu spesies,

Tabel 3. Pasangan primer spesifik dan ukuran unik
yang dihasilkan pada masing- masing klon

Klon Pasangaq . L}kurap
primer spesifik pita unik
GT1 M-CAA/E-ACA 168 bp
M-CAA/E-ACT 2357 bp
M-CAG/E-ACT 156 bp
M-CAT/E-AAG 437 bp
M-CTG/E-AAG 2416 bp
M-CTC/E-ACA 1445 bp
M-CTG/E-ACG 376 bp
M-GAC/E-ACG 383 bp, 138 bp
M-GAC/E-AGG 138 bp, 86 bp, 70 bp
IRR 104 M-CAA/E-AGC 20 bp
PB 260 M-CAG/E-AGC 2250 bp
M-CTA/E-ACA 187 bp
M-CTC/E-AAC 226 bp
M-CTT/E-ACT 109 bp
M-GAC/E-ACG 1907 bp
M-GAC/E-AGC 1906 bp
RRIC 100 M-CAG/E-AGC 179 bp
M-CAT/E-ACC 1701 bp
M-CTA/E-ACA 2916 bp
M-CTC/E-ACA 3500 bp
M-CTC/E-ACC 418 bp
M-CTG/E-ACC 160 bp
M-GAC/E-AGC 3428 bp
RRIM 600 M-CTC/E-ACG 326 bp
M-CTC/E-ACA 31bp
M-CAC/E-ACG 333 bp
M-CTA/E-AGG 261 bp
M-CTT/E-ACC 185 bp
PR 300 M-CTC/E-AAC 30 bp, 23 bp
M-CTA/E-AGG 64 bp
M-CAT/E-ACC 72 bp, 61 bp
M-CAT/E-AAG 91 bp, 71 bp, 54 bp
M-CAC/E-ACC 58 bp
M-CTG/E-AGG 51 bp, 43 bp
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yang disebabkan oleh berbagai macam
faktor. Variasi genetik pada tanaman banyak
dimanfaatkan pada persilangan guna
menghasilkan  varietas-varietas  unggul.
Salah satunya di Indonesia adalah tanaman
karet dengan berbagai macam klon telah
dihasilkan sejak tahun 1864 (Heru dan
Andoko 2008). Enam klon yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu GT 1, IRR 104, PB
260, PR 300, RRIC 100 dan RRIM 600
adalah klon-klon yang dikembangkan di
beberapa negara, termasuk Indonesia.

GT 1 (Gondang Tapen 1) merupakan
klon primer yang berasal dari Indonesia yang
termasuk sebagai klon tertua. Sedangkan
IRR 104 (Indonesian Rubber Research)
adalah klon karet ungul anjuran asal
Indonesia berdasarkan Surat Keputusan
Menteri Pertanian Tahun 2005. Klon ini
berasal dari tetua BPM 101 dengan RRIC
110 (Kementerian Pertanian 2007;
Lasminingsih dan Sipayung 2012). Klon PB
260 berasal dari persilangan PB 5/51
dengan PB 49 dan dikembangkan oleh
Prang Besar, Malaysia. Berikutnya klon PR
300 (Proefstation Rubber) asal Indonesia
yang berasal dari persilangan PR 226 dan
PR 228 yang keduanya juga berasal dari
Indonesia. Ketiga klon tersebut merupakan
klon penghasil lateks (Daslin 2014). Klon
RRIC (Rubber Research Institute of Ceylon)
merupakan klon asal Sri Lanka, dan BPM
(Balai Penelitian Medan) yang merupakan
klon asal Indonesia. Klon RRIM 600 berasal
dari Malaysia yang merupakan hasil
persilangan TJIR 1 (Tjirandji 1) asal
Indonesia dengan PB 86 asal Malaysia
(Situmorang et al. 2007; Priyadarshan 2011).
Terakhir klon RRIC 100 adalah klon yang
berasal dari persilangan RRIC 52 dengan
PB 86 yang dikembangkan di Sri Lanka.

Data biner pita DNA AFLP digunakan
untuk mengkonstruksi pohon filogenetik atau
dendrogram sehingga diketahui tingkat
kemiripan genetik keenam klon karet, GT 1,
IRR 104, PB 260, PR 300, RRIC 100 dan
RRIM 600. Diperoleh hasil bahwa keenam
klon membentuk dua kelompok yang
menunjukkan hubungan kekerabatan secara
fenotipe produktivitas menurut Priyadarshan
(2011) sebagai klon unggul penghasil lateks.
Daslin (2005) membagi sejarah pemuliaan
tanaman karet ke dalam 4 generasi. Klon GT
1 termasuk dalam generasi Il dengan
produktivitas 704 kg/ha/tahun, sedangkan



PR 300 adalah generasi Ill dengan
produktivitas 1090 kg/ha/tahun. Klon-klon
generasi IV termasuk IRR 104, PB 260,
RRIC 100 dan RRIM 600 dengan
produktivitas 1630 kg/ha/tahun (Daslin 2013;
Daslin dan Pasaribu 2015).

Klon RRIM 600 dan RRIC 100
dikembangkan dan berasal dari dua negara
yang berbeda, yaitu dari Malaysia dan Sri
Lanka. Kedua klon ini memiliki koefisien
kemiripan genetik sebesar 66%. Jarak
kekerabatan yang dekat ini bisa terjadi
karena persilangan keduanya dihasilkan dari
satu tetua donor yang sama yang berasal
dari Malaysia, yaitu PB 86. Klon IRR 104
dan RRIM 600 membentuk satu sub-
kelompok pada puncak pohon filogenetik
dengan koefisien kemiripan genetik sebesar
74%. Klon yang berada pada kelompok
kekerabatan yang sama berarti bahwa klon
tersebut memiliki jarak kekerabatan yang
dekat (Gregory 2008; Townsend et al. 2012).

Nurhaimi-Haris et al. (2003) melakukan
pengujian marka AFLP pada 10 klon karet
berdasarkan tingkat resistensi terhadap
cendawan patogen daun Corynespora
cassiicola, dengan menggunakan 10 pasang
primer selektif. Dari hasil penelitiannya,
diperoleh kemiripan genetik pada 10 klon
karet sebesar 85,0%. Keragaman genetik
dalam spesies merupakan modal dasar bagi
suatu tanaman untuk tumbuh, berkembang
dan  beradaptasi dengan  perubahan
lingkungan atau penyakit sehingga dapat
bertahan hidup dari generasi ke generasi
(Woelan et al. 2014). Hal ini bisa terjadi
karena lingkungan tempat tumbuh terutama
jika lingkungan tersebut diketahui sangat
berbeda secara geografisnya sehingga
dapat mempengaruhi keragaman genetik
yang mengekspresikan variasi secara
fenotipenya. Dengan demikian fenotipe
merupakan hasil interaksi genotipe dengan
lingkungannya (Kubota et al. 1998; Syukur et
al. 2012).

Hasil yang diperoleh dari penelitian ini
sesuai dengan penelitian Toruan-Mathius et
al. (2002). Mereka telah melakukan
pengujian keragaman genetik klon-klon karet
berdasarkan marka AFLP dan RAPD, yang
membedakan dua kelompok klon Kkaret
menjadi klon yang bersifat resisten terhadap
patogen Corynespora cassiicola dan klon
yang bersifat rentan terhadap jenis patogen
tersebut. GT 1 termasuk ke dalam golongan
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klon yang rentan terhadap jenis patogen
tersebut, sedangkan RRIC 100 termasuk ke
dalam golongan resisten.

Uji kuantitatif terhadap DNA hasil
isolasi dari daun karet dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometer Nanodrop
pada panjang gelombang 260 dan 280 nm,
sedangkan uji secara kualitatif
menggunakan gel elektroforesis agarosa 1%
dengan pewarna SYBR safe (Gambar 1).
DNA termasuk baik dan murni jika memiliki
rasio As/A, antara 1,8 — 2,0 (Yuwono
2007). Dengan nilai kemurnian yang
diperoleh, DNA hasil isolasi masih dapat
digunakan sebagai cetakan DNA pada PCR
untuk marka AFLP karena selama proses
PCR tetap akan mengamplifikasi cetakan
DNA secara spesifik oleh primer walaupun
dengan kemurnian yang rendah (Bintang
2010). Dengan demikian kemurnian DNA
hasil isolasi yang diperoleh ini tetap dapat
digunakan dalam proses tahapan AFLP.

Konsentrasi DNA hasil isolasi yang
berbeda-beda dapat disebabkan oleh
rusaknya DNA selama proses isolasi atau
adanya kontaminan (Healey et al. 2014).
Pada penelitian ini tahapan AFLP digunakan
konsentrasi DNA karet yang diencerkan
hingga 250 ng/uL, namun dalam penelitian
yang lainnya dengan konsentrasi DNA 50
ng/uL saja AFLP dapat dilakukan (Nurhaimi-
Haris et al. 2003). Pengenceran ini
dimaksudkan agar menghasilkan produk
PCR AFLP dengan ketebalan pita yang
seragam. Analisis kualitatif menggunakan
pewarna SYBR safe. SYBR safe, yang
memiliki nama lain vyaitu metil benzen
sulfonat dan dilarutkan dalam
dimetilsulfoksida (Evenson et al. 2012),
membuat pita DNA berpendar setelah
dielektroforesis di bawah sinar UV. Hasil
kualitatif tersebut telah cukup menunjukkan
keberadaan DNA tanaman karet, walaupun
tidak secara utuh karena adanya smear
pada masing-masing lajur. Pita tebal yang
berada di atas menunjukkan bahwa bobot
molekul DNA genom yang diperoleh cukup
besar, yaitu sekitar 10 kb. Smear di bawah
pita DNA menunjukkan telah terjadinya
degradasi atau fragmentasi DNA genom
selama proses isolasi (Hamzah 2014).

Enzim restriksi yang digunakan dalam
studi ini adalah EcoRI sebagai enzim
pemotongan jarang (rare cutter) dan Trul
sebagai enzim pemotongan sering (frequent
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cutter). Enzim Trul yang digunakan adalah
enzim yang mengenali situs pemotongan
basa yang mirip dengan enzim Msel, hanya
saja suhu optimal pada saat proses
pemotongan berlangsung berbeda, vyaitu
65°C untuk Trul dan 37°C untuk Msel.
Pemotongan enzim restriksi bertujuan untuk
mendapatkan jumlah fragmen DNA yang
optimum sehingga pola pita AFLP nantinya
dapat diberi nilai dengan baik karena tingkat
polimorfisme yang dihasilkan lebih tinggi.

Menurut Reflinur dan Lestari (2015)
banyaknya DNA yang terdegradasi sebelum
mengalami digesti menyebabkan banyak
DNA genom tidak terpotong sempurna oleh
kedua enzim restriksi dan tidak menempel
dengan baik oleh kedua adapter yang
menyebabkan fragmen DNA tidak
teramplifikasi dengan sempurna karena tidak
memiliki situs penempelan primer. Oleh
karena itu, DNA yang baik merupakan faktor
penting dalam metode AFLP ini untuk
menghindari pemotongan DNA yang tidak
sempurna dan dapat = menyebabkan
kesalahan dalam identifikasi pita polimorfis
(Nurhaimi-Haris et al. 2010). Kekeliruan
dalam mengidentifikasi pita menyebabkan
tidak munculnya ukuran pita yang sesuai
pada elektroferogram di tahap pemotongan
dan penempelan. Hal ini menyebabkan
perbedaan ukuran fragmen DNA pada
elektroforegram gel poliakrilamid setelah
amplifikasi. Namun, dalam studi ini semua
pita yang dihasilkan tetap dianggap mewakili
karakter tertentu pada masing-masing klon,
maka semua pita digunakan dalam
identifikasi keragaman genetik.

Berdasarkan hasil elektroferogram
yang diperoleh dan pengolahan data biner,
pita terbanyak dihasilkan oleh pasangan
primer M-CAT/E-AAG pada klon PR 300,
dengan jumlah sebanyak 24 pita. Jika
dibandingkan dengan penelitian
sebelumnya, jumlah pita AFLP pada studi ini
sedikit lebih rendah dibandingkan dengan
jumlah dari penelitian sebelumnya yang
dapat mencapai 34 - 65 pita AFLP
(Nurhaimi-Haris et al. 2010). Jumlah pita
yang lebih sedikit kemungkinan disebabkan
karena pita yang seharusnya dihasilkan
belum tampak ketika pita lain sudah muncul.
Hal ini dapat disebabkan karena dalam
proses pewarnaan perak nitrat yang kurang
optimum.
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Pola pita spesifik dapat digunakan
untuk  mengidentifikasi  klon-klon  karet
karena adanya pola polimorfisme yang unik
pada masing-masing klon. Masing-masing
primer menghasilkan polimorfisme yang
berbeda yang dapat digunakan untuk
identifikasi suatu tanaman (Misra et al. 2010;
Ghosh et al. 2011). Menurut Chial (2008),
polimorfisme yang bersifat unik dapat
dijadikan sebagai identitas genotipe atau
sidik jari DNA suatu sampel yang diuji. Pola
polimorfisme  yang dihasilkkan  dapat
digunakan untuk identifikasi klon karet
melalui deteksi pita spesifik pada primer
yang digunakan. Sebelum pita spesifik ini
dapat digunakan sebagai sarana seleksi di
lapang, maka diperlukan tahap validasi
terlebih dahulu untuk memastikan perannya
sebagai pemandu dalam  pemuliaan
tanaman karet.

KESIMPULAN

Marka AFLP berhasil digunakan untuk
menganalisis keragaman genetik enam klon
karet yang ada di kebun koleksi Balai
Bioteknologi, BPPT berdasarkan jumlah pita
polimorfis yang muncul dan tingkat
kemiripan genetik yang dihasilkan. Analisis
keragaman genetik dari enam klon karet
yaitu GT 1, IRR 104, PB 260, PR 300, RRIC
100 dan RRIM 600 menggunakan 64 pasang
primer dan menghasilkan 2806 pita AFLP
dengan ukuran pita yang bervariasi antara
65 hingga 3833 bp dan bersifat polimorfis.
Tingkat kemiripan genetik keenam klon karet
tersebut adalah sebesar 64%, dan terbagi
dalam dua kelompok dengan tingkat
kemiripan genetik pada puncak pohon
filogenetik yang diperoleh antara IRR 104
dan RRIM 600 adalah 74%. Beberapa pita
unik diperoleh sebagai marka spesifik untuk
klon-klon tertentu.
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