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ABSTRACT

The availability of segregated populations is an important component in the
success of genetic mapping studies and QTL identification. This is a major
problem on rubber plants and other annual crops due to the length of the life
cycle resulting in difficulties to obtain progeny. This study reports the strategy to
prepare of population for QTL studies associated with Corynespora leaf fall
disease (CLFD) in rubber plants. Some populations that can be prepared are F2
population selected through pedigree of parent clones and F1 pseudotestcross
population from controlled crosses of parents clones having contrasting
characters. Base on the pedigree was selected clone of PR 107 (resistant) x TJIR
1 (susceptible) which obtain F1 PR 255 clone (resistant). 72 plants of 113 PR 255
seeds were used as a F2 population. Parental analysis using SSR markers is used
to ensure that F2 seeds are selfing. The analysis showed that only 58% of the F2
plants obtained are selfing of PR 255. Preparation of the F1 pseudotestcross
population is generated through several crossing combinations of BPM 1 x RRIM
600, PB 260 x Tjir 1 and RRIC 100 x RRIM where the female parents are
resistant clone and male parents are susceptible clone to CLFD. The highest
percentage of successful crosses was found in a combination of BPM 1 x RRIM
600, followed by PB 260 x Tjir 1 and RRIC 100 x RRIM 600 with crossed success
of 0.005%, 0.004% and 0.001%, respectively. Based on the number individual in
population availability can be selected the population will be used in the
construction of the genetic map for QTL identification linked to CLFD resistance.
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ABSTRAK

Ketersediaan populasi bersegregasi merupakan salah satu komponen penting
dalam keberhasilan studi pemetaan genetik dan identifikasi QTL. Hal ini menjadi
permasalahan utama pada tanaman karet dan tanaman tahunan lainnya karena
lamanya siklus hidup sehingga kesulitan dalam menghasilkan turunan. Penelitian
ini melaporkan strategi penyiapan populasi yang dapat dilakukan untuk studi
identifikasi QTL yang terkait dengan penyakit gugur daun Corynespora (PGDC)
pada tanaman karet. Beberapa populasi yang dapat disiapkan yaitu populasi F2
yang dipilih melalui penelusuran silsilah klon tetua dan populasi F1
pseudotestcross hasil persilangan terkontrol dari pasangan tetua yang memiliki
karakter kontras. Melalui penelusuran silsilah dipilih klon tetua PR 107 (tahan)
dengan TJIR1 (rentan) yang menghasilkan F1 PR 255 (tahan). Dari 113 biji PR
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255 diperoleh 72 tanaman polybag yang digunakan sebagai populasi F2. Analisis
tetua menggunakan marka SSR digunakan untuk memastikan bahwa biji F2
adalah selfing. Hasil menunjukkan bahwa hanya 58% tanaman F2 yang diperoleh
yang merupakan selfing PR 255. Penyiapan populasi Fl1 pseudotestcross
dihasilkan melalui beberapa kombinasi persilangan yaitu BPM 1 x RRIM 600, PB
260 x Tjir 1 dan RRIC 100 x RRIM dimana tetua betina adalah klon tahan dan
tetua jantan adalah klon rentan terhadap PGDC. Persentase tertinggi
keberhasilan persilangan ditemukan pada kombinasi persilangan BPM 1 x RRIM
600, diikuti oleh PB 260 x Tjir 1 dan RRIC 100 x RRIM 600 dengan keberhasilan
persilangan 0,005%, 0,004% dan 0,001%. Berdasarkan jumlah populasi yang
tersedia dapat dilakukan pemilihan populasi yang akan digunakan dalam
penyusunan peta genetik untuk identifikasi QTL yang terkait dengan ketahanan
terhadap PGDC.

Kata kunci: Corynespora cassiicola, Hevea brasiliensis, peta genetik, PGDC, QTL

PENDAHULUAN

Salah satu kendala utama dalam program pemuliaan tanaman karet (Hevea
brasiliensis) untuk menghasilkan klon-klon unggul baru adalah lamanya waktu
yang dibutuhkan untuk proses seleksi. Hal ini karena tanaman karet merupakan
tanaman tahunan dengan siklus hidup yang panjang. Salah satu alternatif untuk
mengatasi permasalahan tersebut adalah dengan memanfaatkan kemajuan di
bidang biologi molekuler, vyaitu Marker Asissted Selection (MAS). Untuk
mendapatkan MAS yang tepat dan akurat maka diperlukan informasi dan
ketersediaan peta pautan genetik (Lee, 1995). Identifikasi lokus-lokus yang
terkait dengan suatu karakter kuantitatif atau Quantitative Trait Loci (QTL) dapat
dilakukan apabila sudah diperoleh peta pautan genetik yang bisa mencerminkan
kondisi genom dari suatu tanaman.

Berbagai studi genetik terutama yang terkait dengan identifikasi dan
pemetaan QTL berbagai karakter agronomis penting sudah banyak dilaporkan.
Identifikasi QTL yang merupakan bagian genom atau beberapa gen yang
mempengaruhi ekspresi suatu karakter fenotipik dilakukan berdasarkan prinsip
adanya keterkaitan antara karakter tersebut dengan marka genetik. Informasi
yang diperoleh dari analisis QTL tersebut dapat digunakan untuk mempercepat
proses seleksi dengan bantuan marka molekuler (Veeresha et al,, 2015), di mana
seleksi dapat dilakukan ditahap awal pertumbuhan tanaman dan hasil seleksi
bebas dari pengaruh faktor lingkungan.

Ketersediaan populasi bersegregasi yang tepat dan sesuai dengan tujuan
yang ingin dicapai merupakan komponen utama terpenting dalam keberhasilan
studi pemetaan dan identifikasi QTL serta studi genetik lainnya. Berbagai jenis
populasi hasil persilangan yang dapat digunakan dalam penyusunan peta genetik
yaitu populasi turunan kedua (F2), backcross (BC), recombinant inbred line (RIL),
double haploid (DH) dan near isogenic line (NIL). Setiap populasi memiliki
kelebihan dan kelemahan masing-masing sehingga perlu berbagai pertimbangan
dalam pemilihan jenis populasi yang sesuai dengan tujuan dan ketersedian
sarana dan prasarana (Collard et al., 2005; Semagn et al., 2006). Menurut Haley
dan Anderson (1997) penggunaan populasi F2 lebih powerfu/ dalam mendeteksi
QTL dengan efek aditif dan dapat digunakan untuk memperkirakan tingkat
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dominansi dari QTL yang terdeteksi. Selain itu popuasi F2 juga lebih sederhana
dalam proses penyiapannya (Collard et a/. 2005).

Semua populasi tersebut dapat dihasilkan pada tanaman semusim dan
menyerbuk sendiri dari tetua yang keduanya homozigot. Namun pada tanaman
tahunan yang memiliki siklus hidup yang panjang, penyiapan semua jenis
populasi tersebut cukup sulit dilakukan (Vinod, 2009). Berbagai alternatif strategi
yang dapat dilakukan adalah menggunakan populasi F2 dengan penelusuran
silsilah tetua atau populasi F1 pseudotestcross dari persilangan terkontrol.
Populasi pseudo-testcross adalah populasi F1 yang memiliki konstitusi genetik
seperti populasi testcross yang dihasilkan dari hasil persilangan terkontrol dari
dua tetua heterozigot dan memiliki karakter yang kontras (Grattapaglia &
Sederoff, 1994). Penggunaan populasi pseudo-testcross tersebut sudah berhasil
digunakan dalam penyusunan peta genetik pada tanaman Eucalyptus
(Grattapaglia & Sederoff 1994; Brondani et a/., 2006), kopi (Paillard et al/., 1996),
teh (Hackett et a/, 2000), coklat (Risterucci et al., 2000), chestnut (Casasoli et
al, 2001), apel (N'Diaye et al, 2008; Le Roux et al, 2010), singkong (Hadi &
Hartana; Kunkeaw et a/., 2011) dan pada tanaman karet (Seguin et al., 1997;
(Lespinasse et al, 2000; Le Guen et al, 2003; Le-Guen et al, 2007;
Rattanawong et al/, 2009; Novalina & Sagala 2013). Artikel ini melaporkan
strategi penyiapan populasi bersegregasi yang dapat dilakukan untuk studi
genetik identifikasi QTL (Quantitativ Trait Loci) yang terkait dengan ketahanan
terhadap penyakit gugur daun Corynespora (PGDC) pada tanaman karet.

BAHAN DAN METODE

Penyiapan populasi dilakukan melalui dua pendekatan yaitu populasi F1
pseudotestcross melalui persilangan terkontrol dan populasi F2 melalui
pengumpulan biji berdasarkan penelusuran silsilah klon tetua dan.

Penyiapan Populasi F1 melalui Persilangan Buatan

Persilangan buatan untuk menghasilkan populasi F1 pseudotestcross
dilakukan menggunakan tiga pasangan tetua yaitu PB 260 x Tjir 1, BPM 1 x RRIM
600, RRIC 100 x RRIM 600 dan BPM 24 x RRIM 600. Pemilihan tetua dilakukan
berdasarkan sifat ketahanan yang kontras dimana klon-klon yang digunakan
sebagai tetua betina (PB 260, BPM 1, RRIC 100 dan BPM 24) adalah klon-klon
yang tergolong sangat tahan terhadap PGDC, dan klon-klon yang dipilih sebagai
tetua jantan (Tjir 1 dan RRIM 600) adalah klon-klon yang tergolong sangat
rentan terhadap PGDC. Selain sifat kontras, pertimbangan lain adalah jarak
genetik antar klon, di mana berdasarkan silsilah tetua (Tabel 1) dan analisis
genetik (Oktavia et al, 2011) diketahui bahwa klon-klon yang disilangkan
memiliki hubungan kekerabatan yang jauh.

Tabel 1. Daftar tetua klon-klon yang digunakan dalam persilangan

No Klon Tetua

1 PB 260 PB 5/51 x PB 49

2 Tjir 1 Klon primer

3 BPM 1 AVROS 163 x AVROS 308
4 RRIM 600 Tjir 1 x PB 86

5 RRIC 100 RRIC 42 x PB 85

6 BPM 24 GT 1 x AVROS 1734
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Persilangan buatan dilakukan pada bunga betina dari 50 pohon masing-
masing klon tetua betina dengan sumber serbuk sari yang diambil dari 50 pohon
klon tetua jantan yang terdapat pada kebun persilangan yang dibangun dengan
cara pemendekan. Persilangan buatan dilakukan berdasarkan SOP persilangan
tanaman karet. Tingkat keberhasilan persilangan dihitung berdasarkan
persentase buah yang terbentuk dibandingkan jumlah persilangan yang
dilakukan. Biji yang dihasilkan disemai di pembibitan dan biji yang berkecambah
dibiarkan tumbuh sekitar satu bulan di bak perkecambahan untuk selanjutnya
dipindah serta ditumbuhkan di dalam polybag.

Penyiapan Populasi F2

Pemilihan klon tetua dilakukan berdasarkan perbedaan sifat ketahanan
terhadap PGDC. Berdasarkan penelusuran silsilah dan informasi tingkat
ketahanan terhadap PGDC (Hadi dan Hartana 2004), dipilih tetua klon PR 107
(tahan) dan Tjir 1 (rentan) yang menghasilkan F1 klon PR 255 (tahan). Tanaman
F2 dihasilkan dengan mengumpulkan biji dari klon PR 255. Pengumpulan biji
yang berasal dari buah tua yang dipanen secara langsung dari pohon dilakukan
pada areal pertanaman klon PR 255 di kebun produksi PT. Pinago, Banyuasin
Sumatera Selatan pada musim buah tahun 2013. Biji yang diperoleh di semai dan
bibit yang tumbuh di tanam dalam polybag.

Untuk memastikan apakah biji yang dikoleksi adalah benar hasil selfing
atau hasil dari persilangan terbuka maka dilakukan analisis tetua (parental
analysis) melalui analisis molekuler menggunakan 2 primer SSR yang bersifat
polimorfik. Analisis dilakukan pada DNA F2 yang berasal dari biji PR 255, PR 255
sebagai tetua betina sumber biji dan beberapa klon yang terdapat disekitar areal
pengumpulan biji yaitu klon GT 1, PB 260 dan BPM 24 yang diduga dapat
merupakan sumber polen atau jantan. Analisis tetua dilakukan secara visual
berdasarkan pola pewarisan alel yang dihasilkan pada masing-masing tanaman
F2. Tanaman yang memiliki pola pewarisan alel dari tetua klon PR 255
merupakan tanaman yang berasal dari selfing dan dapat digunakan sebagai
populasi dalam pemetaan genetik sedangkan tanaman F2 yang memiliki pola
pewarisan alel bukan dari PR 255 merupakan biji hasil silang luar sehingga tidak
dapat digunakan untuk analisis selanjutnya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penyiapan Populasi F1 Pseudotestcross Melalui Persilangan Terkontrol

Untuk menghasilkan populasi bersegregasi yang akan digunakan dalam
identifikasi QTL yang terpaut ketahanan tanaman karet terhadap PGDC telah
dilakukan persilangan terkontrol terhadap 3 pasangan klon tetua yaitu PB 260 x
Tjir 1, BPM 1 x RRIM 600 dan RRIC 100 x RRIM 600. Berdasarkan persilangan
buatan klon tetua BPM 1 dan RRIM 600 yang dilakukan dari tahun 2013-2015
terlihat bahwa persentase buah jadi yang dihasilkan pada masing-masing
kombinasi persilangan berbeda dimana persentase tertinggi dihasilkan dari
kombinasi persilangan BPM 1 x RRIM 600 sebesar 1.92% vyang diikuti oleh
kombinasi persilangan PB 260 x Tjir 1 sebesar 0.03%, dan terendah dari
kombinasi RRIC 100 x RRIM 600 sebesar 0.57% (Tabel 2). Persentase
keberhasilan ini masih lebih rendah jika dibandingkan dengan rata-rata tingkat
keberhasilan persilangan buatan tanaman karet secara umum vyaitu 3.2%
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(Woelan & Tistama, 2006). Rendahnya persentase keberhasilan persilangan ini
dapat disebabkan oleh berbagai macam faktor baik yang terkait dengan genetik
tanaman maupun kondisi iklim dan lingkungan.

Tabel 2. Tingkat keberhasilan persilangan pada 3 kombinasi tetua persilangan
selama periode persilangan 2013-2015

Kombinasi persilangan Ju_mlah Jumlah buah Ke_berhasilan
persilangan terbentuk persilangan (%)

PB 260 x Tjir 1 30643 926 0.03

BPM 1 x RRIM 600 6031 116 1.92

RRIC 100 x RRIM 600 15004 85 0.57

Secara umum program persilangan buatan pada tanaman karet
menghadapi berbagai kendala baik yang terjadi pada tahap awal sebelum
dilakukannya persilangan maupun setelah persilangan. Sebelum proses
persilangan, hambatan dan kendala utama adalah terkait dengan ketersediaan
bunga yang akan disilangkan, dimana waktu pembungaan antar klon penghasil
bunga betina tidak serentak dengan klon penghasil bunga jantan sehingga
persilangan sulit untuk dilakukan. Keterbatasan ketersedian bunga juga
dipengaruhi oleh waktu musim bunga yang hanya terjadi dua kali dalam setahun.
Berbagai upaya yang sudah dilakukan untuk meningkatkan ketersediaan bunga
yaitu pemotongan tunas ortotrop dan penyemprotan hormon auksin IAA (Zndo/
Acetic Acid) untuk menginduksi pembungaan serta penyimpanan polen
(cryopreservation) yang akan digunakan pada saat bunga betina tersedia.

Serbuk sari bunga jantan memegang peranan yang cukup penting dalam
hibridisasi. Beberapa aspek serbuk sari yang menentukan keberhasilan
persilangan adalah jumlah dan viabilitas serbuk sari yang jatuh dikepala putik.
Menurut Woelan dan Tistama (2006) jumlah serbuk sari dalam satu bunga jantan
diduga ada kemungkinan kurang mencukupi untuk menyerbuki satu bunga
betina karena ada kemungkinan serbuk sari sudah terlepas dari tangkai sari
sebelum dilakukannya persilangan. Meskipun jumlah serbuk sari mencukupi,
namun terkadang serbuk sari tersebut tidak mampu membuahi kepala putik
(tidak viabel) (Esekhade et a/, 1996) dan pembuahan baru akan berhasil apabila
viabilitas serbuk sari diatas 50% (Harihar et al, 1984). Selain itu ketersediaan
bunga juga dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti iklim, curah hujan dan
serangan penyakit terutama oidium (Esekhade et a/, 1996) yang dapat
menyebabkan bunga gugur sebelum dilakukan persilangan seperti yang pernah
terjadi pada musim bunga tahun 2014. Dibandingkan tahun-tahun sebelumnya,
jumlah bunga yang dapat disilangkan menurun drastis pada tahun 2014. Pada
musim bunga besar pada bulan September-Desember terjadi pada saat curah
hujan cukup tinggi dan kelembaban udara tinggi sehingga bunga yang terbentuk
banyak mengalami keguguran. Hal-hal yang terkait dengan keterbatasan
ketersediaan dan kondisi bunga tersebut seringkali menghambat program-
proram persilangan yang sudah direncanakan.

Setelah proses hibridisasi, kegagalan persilangan dapat disebabkan karena
tidak terjadinya pembuahan yang ditandai dengan layu dan gugurnya bunga,
pembuahan terjadi namun tidak berkembangnya bunga setelah disilangkan,
gugurnya putik yang terbentuk, matinya buah muda yang dihasilkan dan tidak
berkecambahnya biji yang diperoleh. Hal ini dapat terjadi karena pengaruh
berbagai faktor seperti genetik yang terlihat dari perbedaan kompatibilitas dari
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pasangan klon yang disilangkan, faktor fisiologis terutama disebabkan oleh
kandungan hormon tumbuh seperti kekurangan auksin dalam endosperm yang
dapat mengakibatkan gugurnya buah sebelum matang serta faktor iklim dan
curah hujan yang sering mengakibatkan terjadinya serangan penyakit Oidium
pada buah (Woelan & Azwar, 1996).

Pemanenan hasil persilangan dilakukan dengan cara mengumpulkan biji-biji
yang berasal dari buah-buah yang sudah matang secara fisiologis yang ditandai
dengan warna buah berubah coklat dan kering, serta buah mengalami keretakan
dan pecah sendiri. Secara umum pematangan buah terjadi pada bulan ke 5
setelah persilangan. Tabel 3 menunjukkan persentase keberhasilan
perkecambahan biji di persemaian dari tiga kombinasi persilangan dimana
persentase tertinggi ditemukan pada biji-biji hasil persilangan BPM 1 x RRIM 600
yaitu sebesar 9.77%. Hasil ini menunjukkan bahwa tingkat keberhasilan
perkecambahan yang diperoleh masih rendah. Menurut Woelan dan Radite
(2006), keberhasilan proses persilangan tidak hanya ditentukan pada saat
pemanenan buah, namun juga pada tahap perkecambahan biji menjadi tanaman.
Meskipun mampu menghasilkan buah yang matang secara fisiologis, namun biji
yang dihasilkan tidak selalu mampu berkecambah. Hal ini kemungkinan
disebabkan oleh tidak berkembangnya embrio akibat kurangnya ketersediaan air
pada endosperm yang merupakan sumber makanan bagi embrio sehingga biji
mengalami dehidrasi. Hal ini ditandai dengan mengeringnya endosperm dan
embrio ketika biji dibelah (Gambar 1).

Tabel 3. Tingkat keberhasilan perkecambahan biji hasil persilangan 3 kombinasi
tetua selama periode persilangan 2013-2015

Kombinasi Jumlah biji Jumlah biji Keberhasilan
persilangan yang disemai berkecambah perkecambahan (%)
PB 260 x Tjir 1 2778 120 4,32
BPM 1 x RRIM 600 348 34 9,77
RRIC 100 x RRIM 600 255 19 7,45

Gambar 1. Perbandingan biji segar (A) dengan yang sudah kering (B).
Tanda panah merah menunjukkan embrio, tanda panah kuning
menunjukkan endosperm

Biji karet tergolong biji yang bersifat rekalsitran, dimana pada saat tahapan
matang fisiologis biji memiliki kandungan air yang tinggi yang diperlukan untuk
pertumbuhan dan perkecambahan embrio. Matang fisiologis tersebut merupakan
tahap perkembangan dimana berat kering buah sudah mencapai maksimum dan
adanya tanda-tanda waktu pengisian biji berakhir. Penentuan puncak matang
fisiologis pada berbagai spesies berbeda-beda, seperti pada Hopea hainanensis
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(Lan et al, 2007) dan Artocarpus heterophyllus (Chaudhury & Malik, 2004).
Matang fisiologis dapat ditentukan dengan menghitung jumlah hari setelah
anthesis atau pembungaan, sedangkan pada Jatropa curcas (Dranski Jr. et al.,
2010) dan kacang (Silva et al, 2012) matang fisiologis ditentukan dengan
melihat perubahan warna buah secara visual. Perubahan warna tersebut juga
digunakan pada biji karet, dimana biji yang matang secara fisiologis secara
umum ditandai dengan terjadinya perubahan warna buah dari hijau menjadi
coklat, buah menjadi kering, retak dan pecah dengan sendirinya (Mydin &
Saraswathyamma, 2005). Namun menurut Duang-iat et a/ (2013), matang
fisiologis pada biji karet terjadi pada saat buah berwarna coklat namun belum
retak dan pecah serta pada saat buah berwarna hijau kekuningan. Hal ini dilihat
dari persentase dan kecepatan perkecambahan, berat dan panjang kecambah
serta konduktivitas listriknya. Kedua tahap perkembangan buah diatas sama-
sama memberikan hasil yang sama, hanya pada saat buah berwarna hijau
kekuningan, kecambah yang dihasilkan kurang vigor dibanding kecambah yang
diperoleh dari buah yang berwarna coklat. Vigoritas embrio tersebut sangat
tergantung kematangan dan kandungan air biji (Lan et al, 2007). Apabila
pemanenan biji dilakukan pada saat buah sudah coklat dan pecah, maka tingkat
kelembaban biji atau kandungan air sudah menurun sekitar 12.37% dibanding
kondisi sebelum buah pecah, sehingga daya tumbuh biji juga akan berkurang
dan daya simpannya semakin pendek. Berdasarkan hal tersebut pemanenan
buah pada saat buah mulai berwarna coklat dan pemecahan buah untuk
mengeluarkan biji secara manual perlu dipertimbangkan untuk dilakukan guna
meningkatkan persentase perkecambahan biji terutama biji-biji hasil persilangan
buatan yang dilakukan untuk pengembangan klon-klon unggul baru maupun
untuk tujuan studi genetik.

Pola Segregasi Populasi F1

Hal terpenting yang harus dilakukan untuk mendapatkan populasi F1 yang
memiliki pola segregrasi seperti populasi backcross/testcross adalah seleksi
marka molekuler yang akan digunakan. Seleksi terdiri dari dua tahap yaitu seleksi
primer pada kedua tetua yang digunakan untuk menghasilkan populasi dan
seleksi pola segregasi 1:1 pada seluruh populasi yang akan dianalisis. Pada
marka kodominan seperti mikrosatelit yang dapat membedakan heterozigositas
tanaman, marka yang dapat dipilih pada seleksi tahap pertama adalah marka
yang heterozigot pada tetua donor dan homozigot pada tetua resipient atau
heterozigot pada kedua tetua namun ukuran salah satu alel berbeda.

Marker Kodominan

Marker Dominan

P1L P2 | F1 PL P2 |FL1 F12 || P1 P2 | FL1 F12 FL3 FL3 PL P2 | FL1 F12
Alel | - — - - - - = - - - -
- - L} - - - L} L} - - -
Genotipe | AA an Aa Aa aa Aa aa Aa  Aa Aa Aa Aa ana A aa A aa
Skoring a b h h a h a h a h h a a a b a b
Populasi A Populasi B Populasi C Populasi D

Gambar 2. Pola segregasi alel gel elektroforesis populasi F1 pada tanaman
tahunan untuk marka kodominan (populasi A, B dan C) serta
marka dominan (populasi D)
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Marka terpilih selanjutnya digunakan untuk mengamplifikasi seluruh
populasi F1 yang akan dianalisis. Seleksi tahap kedua adalah seleksi marka yang
memiliki rasio segregasi 1:1. Sedangkan pada marka dominan seperti RAPD,
seleksi marka adalah berdasarkan polimorfisme marka pada kedua tetua. Gambar
2 menunjukkan pola pewarisan segregasi pada populasi F1. Pada tanaman
tahunan, populasi yang mungkin dihasilkan adalah populasi B dan C, dimana
segregasi alel F1 pada populasi tersebut mengikuti pola pada populasi backcross.

Penyiapan Populasi F2

Pengumpulan biji F2 pada klon tetua pada penggunaan populasi pemetaan
berdasarkan penulusuran silsilah memerlukan informasi waktu pembungaan dan
pembentukan biji dari masing-masing klon. Survei waktu pembungaan klon-klon
karet menunjukkan bahwa pembungaan pada klon PR 255 sudah dimulai dari
bulan Agustus 2011. Namun bunga-bunga yang terbentuk banyak yang tidak
berkembang membentuk buah karena gugur akibat curah hujan yang cukup
tinggi. Pengaruh curah hujan dan faktor iklim lainnya terhadap pembungaan dan
pembentukan buah jadi pada tanaman karet telah dilaporkan oleh (Soman et al.,
1996) dan (Woelan, 2006).

Pohon yang dipilih sebagai sumber biji adalah pohon pada lokasi
pertanaman klon PR 255 minimal 9 ha dan memiliki jarak minimal 100 m dari
klon lain (Hadi et al., 2004). Dari 50 ha pertanaman klon PR 255 tahun tanam
1992, cukup sulit menemukan lokasi pada jarak 100 m yang murni adalah klon
PR 255. Secara umum klon PR 255 tercampur dengan klon lain seperti GT 1, PB
260 dan BPM 24. Namun setelah ditelusuri ditemukan satu areal pertanaman PR
255 yang tidak terlalu tercampur dengan klon lain dan beberapa pohon klon PR
255 yang terpisah jauh dari klon-klon lain. Pohon tersebut selanjutnya dijadikan
sebagai sumber biji klon PR 255 dan pengambilan buah dilakukan dengan cara
mengambil buah matang langsung dari pohon. Dari 113 biji yang disemai
diperoleh 72 tanaman polybag. Jumlah tersebut sudah dapat digunakan sebagai
populasi pemetaan, karena dalam studi awal pemetaan genetik dapat
menggunakan 50-250 individu populasi (Mohan et a/, 1997), namun semakin
besar jumlah populasi akan semakin akurat peta genetik yang dihasilkan dimana
tingkat akurasi rata-rata dengan total 200 individu untuk semua tipe populasi
(Ferreira et al., 2006).

Penggunaan populasi F2 yang berasal dari biji klon PR 255 yang
merupakan turunan dari PR 107 x Tjir 1 sebagai populasi pemetaan genetik yang
terkait dengan PGDC menggunakan marka dominan RAPD sudah dilaporkan oleh
(Hadi & Hartana, 2004). Meskipun menggunakan populasi F2 bersegregasi,
namun tidak dilakukan analisis tetua yang memastikan bahwa biji tersebut
berasal dari selfing PR 255, sehingga kemungkinan bahwa biji hasil dari
penyerbukan klon-klon lain yang ada disekitar pertanaman klon PR 255 besar
kemungkinan terjadi. Selain itu pengumpulan biji dilakukan terhadap biji yang
sudah pecah secara alami dengan cara mengidentifikasi biji secara morfologi,
sehingga kemungkinan kesalahan dalam mengkoleksi biji dapat terjadi. Karena
itu untuk memastikan bahwa biji yang diperoleh adalah berasal dari selfing klon
PR 255, maka perlu dilakukan analisis tetua dengan menggunakan marka
molekuler. Analisis dilakukan pada setiap tanaman F2 yang berasal dari biji PR
255, klon PR 255 sebagai tetua betina dan klon, GT 1, PB 260 dan BPM 24 yang
diduga sebagai tetua jantan dengan menggunakan 2 marker SSR yang
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polimorfik. Dari 72 tanaman F2 yang diuji terlihat bahwa hanya 58% tanaman
yang berasal dari selfing PR 255. Rendahnya persentase selfing ini kemungkinan
disebabkan oleh tanaman karet yang bersifat menyerbuk silang (Priyadarshan,
2011) dimana rata-rata persentase penyerbukan silang pada tanaman karet
sebesar 79% dan selfing sebesar 21% (Pawsoi et al, 2013). Meskipun pohon
induk klon PR 255 sudah dipilih pada areal yang terpisah dari klon lain dan biji
sudah dikoleksi langsung dari pohon induk, namun tingkat persilangan luar masih
tinggi. Hal ini dapat terjadi karena penyebaran serbuk sari tanaman karet yang
dapat mencapai 1.1 km (Yeang & Chevallier, 1999). Tanaman hasil selfing
selanjutnya dapat digunakan sebagai populasi untuk pemetaan genetik.

Pemilihan jenis dan jumlah populasi serta jenis dan jumlah marka
molekuler yang digunakan sangat menentukan keakuratan QTL yang dihasilkan
(Doerge, 2002; Ferreira et al., 2006). Populasi F2 jarang digunakan untuk studi
genetik pada tanaman tahunan karena lamanya siklus hidup tanaman sehingga
kesulitan dalam penyiapan populasi. Pemilihan populasi yang sudah ada
berdasarkan silsilah juga seringkali sulit dilakukan karena keterbatasan karakter
yang dipelajari yang dimiliki oleh tetua tidak bersifat kontras. Pemilihan jenis dan
jumlah marka yang akan digunakan akan memberikan hasil dan intrepretasi yang
berbeda juga.

Pola Segregasi Populasi F2

Gambar 3 menunjukkan perbedaan pola segregasi alel populasi F2 pada gel
elektroforesis untuk marka kodominan dan marka dominan. Penggunaan marka
kodominan dapat menunjukkan hetozigositas suatu individu, dimana individu
yang dipilih sebagai tetua adalah individu homozigot (populasi A). Pada tanaman
tahunan hal ini akan sulit dilakukan, sehingga pemilihan tetua heterozigot untuk
karakter yang dituju dapat dilakukan, namun F1 yang dipilih untuk menghasilkan
F2 harus yang heterozigot (populasi B), sedangkan yang homozigot tidak dapat
digunakan. Sebaliknya pada marka dominan, heterozigositas individu tetua tidak
dapat ditentukan, sehingga seringkali tidak bersifat reproducible dan marka tidak
diturunkan bersamaan dengan karakter yang dituju (Arcade et al., 2000).

Marker Kodominan Marker Dominan
P1 P2 F1 F2.1  F2.2  F23 Pl P2 F1 F2.1 F22 F23 Pl P2 Fi F2.1 F2.2
Alel | ™= - —-— —-— — -— — — - - -
- - -_— -— - - - - -
Genotipe | AA an Aa Aa an AA AA an Aa Aa ana AA A- an A- A- aa
Skoring a b h h b a a b h h b a a b a a b
Populasi A Populasi B Populasi C

Gambar 3. Pola segregasi alel gel elektroforesis populasi F2 pada tanaman
tahunan untuk marka kodominan (populasi A dan B) serta marka dominan
(populasi C)

KESIMPULAN

Beberapa strategi yang dapat digunakan dalam penyiapan populasi pada
studi genetik yang terkait dengan ketahanan tanaman karet terhadap PGDC yaitu
penyiapan populasi F1 pseudotestcross dan populasi F2. Rendahnya tingkat
keberhasilan persilangan pada tanaman karet untuk menghasilkan tanaan F1
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perlu diantisipasi dengan memperbanyak kombinasi tetua persilangan dan jumlah
persilangan dari asing-masing kombinasi. Dari tiga kobinasi persilangan yang
digunakan, persentase tertinggi keberhasilan persilangan ditemukan pada
kombinasi persilangan BPM 1 x RRIM 600, diikuti oleh PB 260 x Tjir 1 dan RRIC
100 x RRIM 600 dengan keberhasilan persilangan 0.005%, 0.004% dan 0.001%.
Dari 113 biji PR 255 diperoleh 72 tanaman polybag yang digunakan sebagai
populasi F2. Analisis tetua menggunakan marka SSR digunakan untuk
memastikan bahwa biji F2 adalah selfing. Hasil menunjukkan bahwa hanya 58%
tanaman F2 yang diperoleh yang merupakan selfing PR 255.
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