Penentuan Variasi Genetik Balam Populasi Tumbuhan Andalas
(Morus macroura Mig.) Dengan Teknik Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPIY)

Dieh :

Selvia Dewi Pohan
06208069

Tesis

Sebagai salah satu syarat
untuk memperoleh gelar Magister Sains

pada Program Pascasarjana Universitas Andalas

PROGRAM PASCASARJANA
UNIVERSITAS ANDATLAS
PADANG
2008



Penentuan Variasi Genetik Tumbuban Andalas (Morus macrowra) dengan
Teknik Rendom Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Oleh : Selvia Dewi Pohan

Pembimbing : 1. Syamsuardi 2. Jamsari

RINGEKASAN

Tumbuhan Morus macrowra merupakan maskot flora Sumatera Barat yang
pada saat ini terus mengalami penurunan jumlab individu di dalam populasinya, Hal
ini disebabkan oleh beberapa fakior antara lain karena secara reproduktif tumbuhan
andalas bersifat dioceons dan mengalami isolasi reproduktif berupa fenologi bunga
veng tidak serentak sehingps menyebabkan sukamya perbanyakan tumbuhan ini
secara seksual, Untuk i perlu dilakukan upava konservasi. WNamun program
konservasi tidak akan berhasil tanpa dukungan informasi diversitas genetik dan
imgkat aliran gen dalam populasinya. Dats diversitas penetik tumbuhan akan sanpat
penting karena pengaturan variasi genetiknva menentukan eksistensinya di alam.
Data diversitas genetik dan tingkat alitan seharusnya dijadikan suatru ukuran untuk
meneniukan keefektifan program konservasi baik sccara i sity MAUpLR ex ity

Random Amplificd Polymorphic DNA (RAPD) merupakan suals metode yang
urmum diketabui digunakan uniuk studi diversitas genetik dengan fujuan konservasi,
Scjaul ini telsh banyak studi yang mengpunakan metode ini untuk mempelajari
diversitas penetik, struktur populasi dan alivan pen tumbuhan misalnyva Jover ef al.
(2003) pada Araucaria aravcana, Allphin et al. {1998) pada Arciomecon hrumili,

Batthacarva dan Ranade (20017 pada tambuehan Mo spp., {mulberry) di India.



Tumbuhan andalas merupakan maskot flora Sumatera Barat yang sangat
penting untuk dilindungi dengan upaya konservasi. Dan data diversitas genetik dan
tingkat aliran gen di dalam populasinya sangat diperlukan dalam hal inj.

Penelitian ini telah dilakukan dari bulan April 2008 sampai dengan Juli 2008
di Laboratorium Biotcknologi dan Pemuliasn Tanaman Jurusan Budidaya Perfanian
Fakultas Pertanian Universitas Andalas Padang dengan tujusn untuk mengetahui
variasi genetik di dalam dan antar populasi Af magcreura, mengetahui tingkat aliran
gen antar populasi M. macroura, mengetahui korelasi antarg Jjarak peoprafis dengan
jarak penetik sera mengetahui korelasi antara similaritas motfologi daun dengan
similaritas genetik A macroura.

Dalam penelitian ini didapatkan sebanyak 24 sampel individu M macroura
yang dikoleksi dari populasi daerah X Kot (0 individu), Batipuh (& individu) dan
Tanjung Raya (10 sampel). Sampel daun andales diisolasi DMAnya dengan
menggunakan metode berdassrkan Saghai Maaroof e af, (1984), Untuk melihat
pelimorfisme pada inidividu tumbuhan andalas secar genetik digunakan teknik
RAPD, dimana pada penelitian ini divjicobakann schanyvak enam buah primer untuk
amphifikasi DNA vaite primer OPA-14, OPA-16, OPA-17, OPA-18, SBH-13 dan
SBH-149,

Berdasarkan penelitian yang telzh dilakukan, semua primer (dari profil pia)
menunjukkan  persentsse  polimorfisme yang cukup tinggi (75 %), Hal ini
menunjukkan tingginva variasi penetik pada populasi tumbuban andalas yang
diamati, Enam primer pada penelitian ini menghasilkan jumlah total pita sebanvak 40
pita dengan kisaran ukuran antara 300 bp sampai dengan 6000 bp. Berdasarkan
analisis diversitas Nei (1979) diketahui bahwa di dalsm populasi X Koto diperoleh

nilai rta-rata heterozigositas () sebesar 0,162 dan nilai rata-rata indeks Shannon ()



sebesar 0.249. Dalam populasi Blipuh didapatkan nilai 5 = 0,168 nilai = {250,
sedangkan untuk populasi Tanjung Rava diperoleh nilai & tertingpi vaitu sebesar
179 dan [ tentinggi schesar 0.270. Tingginva nilai diversitas genetik dalam populasi
M. macroura diasumsikan salah satu penyebab adalah karena populasi M. macroura
di Tanjung Raya memiliki ukuran populasi vang lebili besar dibandingkan dengan
populasi X Koto dan Batipuh, Secara keseluruhan diperoleh nilai heterozigositas
dalam subpopulasi (75) sebesar 0.170 sedangkan nilaj heterozigositas pada populasi
total (f7y) schesar 0.225 dengan nilai aliran gen (NMm) sebesar 1.349. Nilai
heterozigositas antar populasi { ) diperoleh sehesar (0.055 sedangkan nilai koefisien
diferensiasi genetik antar papulasi (Gsy) pada penelitian ini cukup tinggei yaitu sechesar
0.244,

Dari hasil analisis Jaccard (1908) untuk penentuan similaritas genetik di
antary individu, ditemukan adanva pengelompokan yang sebagian tidak mengikuti
pola tempat dikoleksinva sampel. Dimana hal tersebut menunjukkan  adanya
dilcrensiasi genetik di antsra individu. Ketika dikitung nilai koefisien korelasi antara
jarak genetik dengan jarak peografis (berdasarkan Mantel test) didapatken adanya
korelasi vang sipnifikan antara diversitas genetik dengan jarak geoprafis (r = -0.186,
Mantel 1-est = -3.1308, p = 0L0009). Sedangkan antara similaritas marfologi daun
dengan similaritas genetik tidak ditemukan adanya korelasi di antara keduanya (v =

U235, Mantel t-test = 0.604, p = 0.2587).



I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan Andalas (Morws macrowra Mig.) merupakan florn identitas
Sumatera Barat vang termasuk ke dalam famili Moraceae, Tumbuban ini dapat
mencapai tinggi 30 meter, bahkan ada yang dapat mencapai 60 meter (Dablan, ef al.,
1596),

Tumbuban andalas saal ini terus mengalami penurumnan jumibab individu
ataupun populasi yang akhimya dapat menjadi punah. Hal ini disecbabkan oleh
beberapa faktor antara lain adalah karena secara reproduktif tumbuhan andalas vang
bersifat dincecus mengalami isolasi reproduktif berupa fenologi bunga vang tidak
serentak sehingpa menyebabkan sukamya perbanyakan tumbuhan ini secara seksual.
Selain itu juga disebabkan karcna eksploitasi vang berlebihan oleh penduduk tanpa
diikuti dengan upava budidaya (Heyne, 1987; Dahlan, 1993}, Hal tersebut
menyebabkan tumbuban ini menjadi  langka schingga perlu dilakukan wpaya
konscrvasi, apalagi tumbuhan ini merupakan maskot flora Sumaters Barat.

Upaya konservasi dapat dilakukan secara in sty (di habitat aslinya) dan ex
site {misalnya dengan pepangkaran) di luar habitat aslinya, Namun program
konservasi sceara in sifu dan ex site tidak akan berhasil tanpa dukungan informasi
diversitas penctik serta tingkat gene flow dalam populasi tersebut (Frunkham er af.,
2005).

I'erneliharaan diversitas genetik telah menjadi sasaran umum darg kebanyakan
program konservasi dan menpgambarkan  diversitas genetik di dalam dan di antara

populasi alami, Data diversitas genetik sustu tumbuhan sangat penting karena



pengaturan variasi genetiknya mempengaruhi eksistensinva di alam. Hamrick et al,
(1991, dalam Kang dan Chung, 1997) berpendapat bahwa data diversitas genetik
serta mekanisme geme flow seharusnya dijadikan suatu ukuran uniuk menentukan
keefektifan program konservasi sccara in situ dan ex site. Studi variasi genetik dalam
populast alami juga dapat memberikan informasi penting mengenai proses evolusi
SUAtL Spesias

Persebaran spesies yang lebih luas serta variasi gen yang lebih banyak
menyebabkan gen lebih cepat tersehar luas. Gen vang sangat menguntungkan dapat
tersehar melewatl sistem populasi yang besar dalam beberapa ribu penerasi, Jika gene
Mow di antara populasinya substansial. Sebaliknya gen yang tidak mempunvai efck
atau hanya sedikit sckali akan melewati jarak vang lebih kecil pada jumlah gencrasi
yang sama {Levin, 2000),

Selain pencntuan diversitas genetik, penentuan nilai aliran gen antar populasi
juga diperlukan untuk melibat lingkat migrasi antar populasi terscbut, Tingkat rata-
rata aliran gen di antara populasi dapat diperkirakan dari pengukuran frekuensi gen.
Menurut Slatkin (1977 efek aliran gen (gene flow) di antara populasi lokal suatu
spesies denpan kepunahan vang signifikan dan kecepatan rekolonizasi mempunyai
peran yang penting pada kemungkinan seleksi kelompok pada spesies terscbut karena
xeefektifan seleksi kelompok tergantung pada adanva perbedaan eenetik di antara
populasi lokal.

Sejauh ini tefah dilakukan beberapa penclitian tentang diversitas senetik pada
tumbuhan antara lain oleh JTover er al. {2003) vang menlai diversitas genctik pada
twmbuhan FPosidonia oceanica. Bekessy er al. (2002) Juga telah menilai variasi
penetik tumbohan langka di Amerika Selatan yaitu Araucaria araucana (Monkey

Puzzle) serta Allphin et ol (1998) pada tumbuhan  Arctomecon  fumilic



(Papaveraceae) di Menkopi shale, Washington County, Utah. Mereka semua menilai
variasi genetik dengan menggunakan teknik RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA),

Untuk tumbuban mulberry (Morus spp.) Bhattacharva dan Ranade (2001)
telah melakukan penelitian mengenai analisis diversitas genetic pada 9 varietasnya
dengan menggunakan profil RAPD dan DAMD (Directed Amplification aff
Minisatellite [MNA). Hasil penelitian menunjukkan terdapatnya sekitar 85% pita
polimorfik pada RAPD dan 51 % pita polimorfik pada DAMD pada tumbuhan
tersebut, Sedangkan unwk  Morws  macrowra sendiri bare dilakukan  sebatas
karakterisasi molekuler saja (Syamsuardi dan Jamsari, 2006).

Umumnya penilaian  variasi genetik  sangat tepat  dilakukan  dengan
menggunakan isozim karena banyak pen vang dapat digunakan {Svamsuardi, 2002).
Mamun hal ini sulit dilakukan pada M. macroura karena lokasi pengambilan sampel
yang jauh dari laboratorium sehingea sulit untuk mendapatkan sampel daun scpar,
Penggunaan teknologi RAPD dengan mengpumakan sampel kering akan dapat
mengatasi hal tersebhut,

RAPD merupakan suatu teknik yang digunakan untuk mengetahui hubungan
genelik pada spesies-spesies tumbuhan, menjelaskan alivan gen, spesiasi hibrid dan
untuk mengetahui bagaimana tumbuhan Jangka dan terancam punah Mengatur variasi
genetiknya di alam dan untuk mempertahankan spesiesnva (Jover e al, 2003
Waveott, 1995, DeLaat er al., 2005), Menurut Jamsar (2007 teknik ini cukup cepat
untuk menycleksi palimorfisme, selain juga tergalong teknik yang cukup mudah dan
ekonamis, Dengan alasan tersebut teknik ini banvak digunskan untuk studi-stodi

diversitas penetik dan struktur populasi,



William  er al. (1990) telah mengembangkan metode RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) yang hanva menggunakan random primer dalam PCR
untuk menghasilkan marker polimorfik yang tepat yang dapat digunakan untuk
menentukan variasi dan kekerabatan penetik pada tumbuhan. Marker RAPD yang
dibasilkan dengan PCR dapat digunakan untuk diferensiasi untuk membedakan strain
dan varietas yang berbeda secara morfologi (Albayrak dan Gozukirmizi, 1998).

Tumbuhan andalas merupakan tumbuhan langka dan maskot flora Sumatera
Barat yang sanpat penting untuk dilindungi dengan upaya konservasi. Namun upaya
konservasi tidak akan berarti bila tidak didukung oleh data diversitas genctik serta
mekanisme gene flow dalam populasinya karena dalam upaya konservasi perlu
dipertimbangkan  tinggi  atsw rendahnya  diversitas  genetik spesies  tersebut,
Berdasarkan penjelasan-penjelasan di atas maka penelitian tentan g variasi penetik dan

tingkat gene flow wmbuhan andalas ini sangat perlu dilakukan,

1.2 Perumusan masalah
Berdasarkan uraian pada latar belakang masalah seperti yang telah dijelaskan
di atas maka dapat dirumuskan permasalahan sebagai berikut |
| Bagaimana variasi genetik dalam dan antar populasi tumbuhan M macroura 7
2. Bagaimanakah tingkat aliran gen (germe flow) antar populasi tumbuhan
M. macrouwra !
3. Adakah dan berapa besar korelasi antara jarak penetik den ean jarak geografis?
4. Adakah dan berapa besar korelasi antara similaritas genctik den gan similaritas
motfologi daun?
1.3 Tujuan dan manlaat penclitian

Penelitian ini bertujuan untuk ;



I. Mengetahui variasi genctik di dalam dan antar populasi tumbuhan A
macronrd.
2. Mengewhui tingkat aliran gen (gene flow) antar populasi tumbuhan Af
macroura.
3. Mengetahui korelasi antara jarak penctik dengan jarak geoprafis,
4. Mengetahui korclasi antara similaritas genetik dengan similaritas morfologi
daun.
Penclitian ini diharapkan memberikan manfaar:
l. Menyediakan data fundamental untuk upava konservasi genctik atau jenis
turnbuhan langka,
2. Memberikan kontribusi pemting agar diversitas genetik tumbuban AMarus
magcrotira dapat dikelela denpan baik.
3. Memberikan kontribusi pada bidang genetika populasi dan hiosistematik

tumbuhan khas Indanesia.



KESIMPULAN

Diari hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil beberapa kesimpulan

sebapgai berikut ;

Populasi M. macrowra di Tanjung Rava memiliki diversitas genetik yang
lebih tinggi (Na =2, Ne = 1,307, H=10.179, [ = (.270) dibandingkan dengan
populasi di Batipuh (Na = 1, Ne = 1.291, & = 0.168, [ = 0.250) dan X Koto
(Ma=2, Ne=1.264, F=0.162, /= 0.249)

Nilai heterozigositas M. macroura lebih tinggi dalam populasi (H: = 0,225)
dibandingkan heterozigositas antar populasi (Dgr = 0.055). Diferensiasi
genetik antar populasi cukup tinggi (Gsr = 0.244) dengan nilai aliran gen (Nmr)
sebesar 1.549.

Terdapat korelasi yang signifikan antara jarak geografis dengan jarak genetik
pada M macroura (r=-(,186, Mantel t-test = - 3.1305, p = 0,0009).

Tidak terdapat korelasi yang signifikan antara bentuk motfologi daun dengan
diferensiasi genetik (r = 0,025, Mante] t-test t = 0,604, dan p = L2587 pada

M. macroura.
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