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ABSTRACT

The genetic variation of P. merkusii was investigated using seven
loci from three enzyme systemns, namely Esterase %EST), Glutamate
oxaloacetate transaminase (GOT), and Shikimate dehydrogenase (ShDH)
as marker genes. Three P. merkusii plantation populations in Sumedang,
Kebasen, and Jember were chosen for this study.

Electrophoretic analysis of megagametophyte tissues in the three
plantations revealed that overall genetic similarity was very high. The
mean ?roporﬁon of polymorphic loci was 85.7 percent, the mean number
of alleles per locus was 2.286, and the mean expected heterozigosity was
0.259. Based on the inter-population genetic relationship among all
plantations, Nei’s genetic distances cluster analysis showed that all
plantations have a low level and similar genetic base. However, in general
it can be concluded that P. merkusii plantation population in Java has a
moderate genetic variation.

Keywords:Pinus merkusii Jungh. et de Vriese -- enzyme system -

polymorphic loci -- expected heterozigosity -- genetic distance
-- cluster analysis.

PENGANTAR

Keragaman karakteristik yang terdapat pada suatu populasi hutan
dapat diwariskan kepada keturunannya, selEin ga sifat-sifat yang ada
Elada suatu generasi akan muncul kembali afa generasi berikutnya.

al ini disebabkan sifat-sifat yang dimiliki diturunkan secara genetik.
Berdasarkan variasi genetik yang ada selanjutnya dapat dilakukan
usaha pemuliaan pohon untuk meningkatkan kualitas sifat-sifat
tersebut. ‘

Studi variasi ienetik diperlukan untuk mengetahui besarnya

keragaman genetik pada suatu populasi, mengingat pentingnya

informasi ini sebagai landasan kegiatan pemuliaan pohon. Untuk itu

langkah awal yang perlu dipersiapkan sebelum dilakukan analisis
enetik ialah tersedianya penanda genetik (genetic marker) yang dapat
erdasarkan atas sifat morfologi atau bickimia.

Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

nals, OAl Repository



https://core.ac.uk/display/298719021?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

292 BPPS-UGM, 10 (2B), Mei 1997

Penanda morfologi berdasarkan atas sifat-sifat yang tampak
sebagai fenotip individu dan dilaksanakan dengan meng.l'i keturunan
thon—pohon tersebut dalam suatu pertanaman uji (Adams, 1983).

engujian ini menggunakan parameter pertumbuhan dan kenampakan
pohon, sehingga ierlukan rancangan pertanaman uji yang tepat serta
waktu relatif lama karena sifat pertumbuhan pohon yang lambat.

Penanda biokimia, misalnya dengan metode analisis isozim, dapat
mengatasi kelemahan penanda morfologi. Variasi isozim dapat
digunakan sebagai dasar penanda genetik karena merupakan refleksi
langsung dari variasi genetik (Gardner ef al., 1991).

Salah satu jenis tanaman kehutanan yang perlu terus ditingkatkan
sifat-sifat genetiknya adalah P. merkusii. Jenis ini merupakan satu-
satunya anggota marﬁPinus yang persebaran alaminya hingga di
sebelah selatan garis khatulistiwa. Di Indonesia sendiri P. merkusii
terdapat sebagai provenans di Aceh, Tapanuli, dan Kerinci (Cooling,
1968), selanjutnya telah dilakukan pembangunan hutan tanaman hingga
persebarannya sekarang ke selu.ru% Pulau Jawa. Benih yang digunakan
men;pakan asil introduksi dari Aceh (Hamzah dalam Satjapradja,
1983).

Pemuliaan P. merkusii dimulai dengan dibangunnya kebun benih
semai uji keturunan di Sumedang, Baturaden, dan Jember (Soeseno ¢!
al., 1994), serta dilanjutkan dengan berbaﬁai penelitian lain. Untuk
menunjang kegiatan pemuliaan jenis ini lebih lanjut perlu dilaksanakan
studi keragaman genetik hutan tanaman P. merkusii di Pulau Jawa
dengan menggunakan metode analisis isozim.

Di dalam penelitian ini tujuan yang ingin dicapai adalah untuk :
1. Mengetahui variasi genetik baik di dalam maupun antar populasi
hutan tanaman P. merkusii di Jawa.
2. Mengetahui hubungan genetik antar populasi hutan tanaman I
merkusii di Jawa.

CARA PENELITIAN

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah jaringan
meﬁggametoﬁt benih P. merkusii. Pengunduhan sampel benih
dilaksanakan di tiga lokasi yang mewakili hutan tanaman di Jawa Barat,
Jawa Tengah dan%awa Timur seperti tercantum dalam Tabel 1.

Sistern enzim yang digunakan harus sesuai dengan jenis tanaman
dan bahan jaringan megagametofit yang akan diteliti. Sesuai dengan
pendapat Kartikawati (1996) yang te¥ah melakukan penelitian analisis

" genetik terhadap P. merkusii, terdapat 3 sistem enzim polimorfik untuk
jenis ini vaitu Esterase (EST), Glutamate oxaloacetate transaminase (GOT),
dan Shikimate dehydrogenase (ShDH). Dari analisis genetik ini dipercleh
7 lokus polimorf‘il.k ang dapat digunakan sebagai penanda genetik,
yaitu : Est-1, Est-2, Est-3, Got-1, Got-2, Shd-1, dan Shd-2.
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Tabel 1. Deskripsi lokasi asal benih yang dipergunakan dalam penelitian

No Pertanaman Jumlah Lokasi
pohon
1 Ht tanaman di Sumedang
{Jawa Barat) 50 Petak 7b, RPH Cijambu,
BKPH Manglayang Timur,
KPH Sumedang

(Th. tanam 1983)
2  Hit tanaman di Kebasen
(Jawa Tengah) 89 Petak 48a, RPH Mandirancan,
BKPH Kebasen, KPH Banyu-
mas Timur (Th. tanam 1984)
3 Ht tanaman di Jember
(Jawa Timur) 50 Petak 35, RPH Sumberjati,
BKPH Sempolan, KPH
Jember (Th. tanam 1957)

Penelitian analisis isozim dilaksanakan dengan menF unakan

rosedur kerja elektroforesis gel polyacrylantide secara vertika éolyacry-
amide vertical slab gel electraphoresis), yang berpedoman pada metode
yang dikembangkan oleh David-Ornstein pats)a tahun 1964 {Na’iem,
1991). Jaringan megagametofit benih P. merkusii yang telah dikecam-
bahkan digunakan sebagai bahan, kemudian enzim diekstraksi dengan
cara ditambahkan extract buffer dan ditumbuk hingga homogen,
selanjutnya diputar dalam mesin pemutar sentrifugal pada suhu 0°C
dengan kecepatan 15.000 rpm selama 20 menit. Larutan benin
(suﬁematant) hasil sentrifugasi digunakan sebagai bahan untu
elektroforesis.

Terdapat 2 macam gel polyacrylamide yang berbeda kepekatannya

Eang digunakan proses elekiroforesis. Running gel terletak di bagian

awah dengan kepekatan 7,5 % dan spacer gel di bagian atas dengan
kepekatan 3,75 %.

Proses elektroforesis dilakukan pada suhu 4°C, dengan arus listrik

100 mA selama 180-200 menit. Selanjutnya gel diperlakukan dengan
larutan pewarna (staining) sesuai sistem masing-masing. Pengamatan
alel dﬂaﬁukan berdasarkan data yang diperoleh dari hasil interpretasi
pola berkas (banding patterns) gel. Alel ditentukan dengan perhitungan
nilai Rf (Relative value to the Bromophenol blue front) pada masing-masing
zone dan Jokus. Parameter yang diukur untuk mengetahui besarnya
keragaman genetik, yaitu :

1. Variasi genetik di dalam dan antar populasi sesuai Liengsiri et al.
(1990) dihitung melalui proporsi (persentase) lokus-lokus yang
polimorfik (PI), frekuensi alel dan rata-rata jumlah alel masing-
masing lokus (Na), serta heterozigositas harapan/expected heterozi-
gosity (He), Nilai heterozigositas harapan dihitung dengan rumus:
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He = (1-Zipi?)
Keterangan:
pi = frekuensi alel ke-i

2. Jarak genetik (genetic distance) untuk mengetahui keeratan hubungan

genetik antar populasi yang oleh Nei (1987) dihitung dengan rumus:

D = -loglI

Sedangkan nilai I diperoleh dari perhitungan :

I = Zixiyi /V (Zixi? Ziyid)

Keterangan :

D = jarak genetik antara populasi xdany

I = identitas genetik normal untuk CFopulasi x dan

xiyi = Eerkalian frekuensi alel ke-i pada populasi x dany
xi2 = kuadrat frekuensi alel ke-i pada populasi x

yi2 = kuadrat frekuensi alel ke-i pada populasi y

Nilai signifikansi has‘ijllferhiﬁmgan jarak genetik antar populasi
tersebut di atas perlu diketahui dengan menggunakan pengujian 2
menurut Nei (1987) : '

2 = 2mxanySi[(x-yi)?/ (nxxi+ nyyi )]
Keterangan :

nx = jumlahsampel pada populasix

ny = jumlahsampel pada populasiy

xi = frekuensi alel ke-i pada populasi x
yi = frekuensi alel ke-i pada populasiy

Untuk mengetahui gambaran hubungan genetik antar populasi,
maka perlu disusun dendrogram. Oleh karena itu dilanjutkan per-
hitungan analisis kelompok (cluster analysis) seperti dijelaskan Nei
(1987) berdasarkan metode jarak rata-rata (unweighted pair-group method
with arithmetic mean / UPGfVlA).

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Variasi Genetik

Di dalam analisis genetik terhadap P. merkusii oleh Kartikawati
(1996) telah diamati alel-alel yang terdapat pada jenis ini dengan
menggunakan 8 sistem enzim, selanjutnya dalam penelitian ini
dit;:mukan tambahan beberapa alel polimorfik seperti tercantum pada
Tabe} 2.

Berdasarkan pengamatan pola berkas pada seluruh nomor pohon
dari ketiga sistem enzim polimorfik yang diteliti, selanjutnya djﬁitung
frekuensi alel dan heterozigositas harapan (He) untuk masing-masing
lokus seperti disajikan pada Tabel 3.
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Tabel 2. Jumlah alel dan kedudukan Rf untuk setiap sistem enzim pada
jenis P. merkusii

Eistem Zone Lokus Jumilah alel Rf masing-masing alel (%)
a b ¢ d 0
ACP Al - 1 16 - - - -
Agp2 - 1 045 - - - -
DIA Dia-1 - 1 19 - - - -
Dia-2 - 1 37 - - - -
Dia-3 - 1 44-65 - - - -
EST  Est-1 - 1 36-40 - - - -
Est-2  Est-1 3 56 59 62 - -
Est-3 Est-2 3 72 (74) (76) - -
Est4 - 1 77 - - - -
Est-5 Est-3 2 85 8 - - -
GDH Gdh-1 - 1 14 - - - -
G2DH G2dh-1 - 1 24 - - - -
G2dh-2 - 1 35 - - - -
GOT Got-1 Got-1 4 14 16 19 (22) -
Got-2  Got-2 2 23 28 - - -
Got-3 - 1 36 - - - -
LAP Lap-1 - 1 37 - - - -
ShDH Shd-1  Shd-1 2 30 34 - - -
Shd-2  Shd-2 5 39 42 (45 - (null)
Sumber = Kartikawati (1996)
() = Alel baru yang ditemukan pada penelitian ini

Persebaran frekuensi alel yauxll(ikuran lebih sama di antara ketiga
populasi hutan tanaman menunjukkan kecilnya variasi genetik di antara
populasi-populasi tersebut. Untuk melihat lebih jauh perbandingan
tingkat variasi genetik di antara ketiga poEulasi yang diuji selanjum?ra
dihitung persentase lokus-lokus polimorfik (PI), rata-rata jumlah alel
setiap lokus (Na), serta heterozigositas harapan (He) pada setiap

opulasi hutan tanaman tercantum pada Tabel 4 dengan nilai yang
Euran lebih sama. Dapat dikemukakan bahwa antar semua populasi
yang diuji terdapat variasi yang kecil.
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Tabel 3. Frekuensi alel dan heterozigositas hara;IJan setiap lokus pada

populasi hutan tanaman P. merkusii di Jawa
Lokus Alel Frekuensi Alel
Ht Tanaman Ht tanaman Ht tanaman
di Sumedang di Kebasen diJember
Est-1 a 0,000 0,000 0,000
b 0,051 0,028 0,030
¢ 0,949 0,972 0,970
He 0,097 0,054 0,058
Est-2 a 0,000 0,011 0,010
b 0,970 0,921 0,950
c 0,030 0,068 0,040
He 0,058 0,147 0,096 .
Est-3 a 0,520 0,494 0,470
b 0,480 0,506 0,530
He 0,499 0,500 0,498
Got-1 a 0,020 0,017 0,060
b 0,250 0,304 0,330
c 0,680 0,640 0,590
d 0,050 0,039 0,020
He 0,472 0,496 0,539
Got-2 a 0,104 0,017 0,09
b 0,896 3983 = 091
He 0,186 0,033 0,164
Shd-1 a 0,000 0,000 0,000
b 1,000 1,000 1,000
He 0,000 0,000 0,000
Shd-2 a 0,510 0,421 0,540
b 0,490 0,523 0,460
c 0,000 0,039 0,000
o} 0,000 0,017 0,000
He 0,500 0,547 0,497

Tabel 4. Perbandingan tingkat variasi genetik populasi hutan tanaman
P. merkusii di Jawa

Pertanaman Lokus Rata-rata  Heterozigositas
Polimorfik Jumlah Alel/ Harapan (He)
(%) Lokus
Ht. Tanaman di Sumedang 85,7 2,143 0,259
Ht. Tanaman di Kebasen 85,7 2,429 0,254
Ht. Tanaman di Jember 85,7 2,286 0,265

Rata-rata 85,7 2,286 0,259
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Apabila dibandingkan dengan beberapa jenis Pinus yang telah
diteliti keragaman genetiknya, P. merkusii di ufau Jawa menunjukkan
nilai heterozigositas harapan yang termasuk moderat/menengah
sebagaimana disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5. Hasil penelitian studi variasi genetik pada beberapa jenis Pinus

Jenis Heterozigositas Sumber
harapan (He)

F. contorta ssp. latifolia 0,154 Yeh (1979)

P. densiflora 0,314 Na'tem (1991)

P. kesiya 0,169 Boyle et al. (1991)

P. monticola 0,180 Steinhoff et al. (1983)

P. pungens 0,204 Gibson dan Hamrick (1991)

P. rigida 0,146 Guries dan Ledig (1982)

P. thunbergii 0,279 Shiraisi et al. (1988)

P. merkust 0,259 Indrioko (1996)
Hubungan Genetik

Dengan data frekuensi alel kemudian dihitung jarak genetik
berdasarkan Nei's genetic distance untuk mengamati hubungan di antara
seluruh populasi yang diuji. Hasil perhitungan jarak genetik dapat
disimak pada Tabel 6.

Tabel 6. Jarak genetik di antara populasi hutan tanaman P. merkusii di

Jawa

Pertanaman Ht.Tanaman di Ht Tanaman
Sumedang (1) di Kebasen

Hit. Tanaman di -
Sumedang (1)
Ht. Tanaman di 0,0036 -
Kebasen (2) ns *)
Ht. Tanaman di 0,0025 0,0037
Jember (3) ns ¥ ns ¥}’

*): tidak berbeda nyata pada = 0,01

Tampak bahwa di antara semua populasi yang diuji terdapat
kecilnya perbedaan genetik. Hal ini dicerminkan dengan nilai jarak
geneti{ yang rendah. Pengujian 2 memperlihatkan bahwa semua jarak
genetik di antara hutan tanaman tidak berbeda nyata.

Untuk mengetahui lebih lanjut mengenai pola hubungan genetik
di antara semua populasi selanjutnya dilakukan analisis kelompok
(cluster analysis) berdasarkan metode jarak rata-rata. Dendrogram yang
diperoleh dapat dilihat pada Gambar 1.
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0,0037 Ht. Tanaman di Kebasen (2)

0,0025 Ht. Tanaman di Jember 3)

Ht. Tanaman di Sumedang (1)

Gambear 1. Hasil analisis kelompok di antara hutan tanaman P. merkusii
di Jawa,

Berdasarkan Gambar 1 tersebut di atas, dapat dikemukakan bahwa
meskipun dengan analisis kelompok diperoleh adanya penielompokan,
yaitu hutan tanaman di Sumedang dan Jember di satu pihak serta hutan
tanaman di Kebasen di pihak lain, namun di antara semua populasi
hutan tanaman yang ada memiliki hubungan genetik yang erat. Oleh
karena hasil pengujian 2 pada Tabel 6 menunjukkan semua jarak genetik
di antara Eutan tanaman tidak berbeda nyata, maka hasil
pengelompokan pada Gambar 1 di atas tidak menunjukkan adanya sub-
sub populasi di antara hutan tanaman P. merkusii di Jawa.

Hubungan genetik yang erat pada hutan tanaman di Sumedall"ﬁ;
Kebasen, dan Jember mengandung pengertian bahwa sumber beni
yang dulu digunakan untuk menanam hutan diduga memiliki variasi
genetik gang terbatas. Dengan kata lain benih yan% digunakan dahulu

iduga bersumber dari areal produksi benih yang berasal dari tegakan
tertentu dan terbatas luasannya, sehingga basis genetik (genetic base)
yang dimiliki cukup sempit.

Basis genetik yang sempit ini dapat menKebabkan terjadinya efek
silang dalam (inbreeding d ression).l;(awm erabat secara perlahan-
lahan menyeleksi individu-individu dengan genotip buruk, kemudian
lambat laun jumlahnya menurun dan aEhimya higng dari populasi.
Sebaliknya %(enoti yang ada dalam individu pada suatu populasi akan
diwariskan kepada generasi berikutnya berarti memiliki keunggulan,
yang selanjutnya genotip ini akan tetap bertahan dan menyebar di
dalam populasi.

Apabila dikaji berdasarkan sejarah persebarannya, basis genetik
hutan tanaman P. merkusii di Jawa yang cukup sempit ini disebabkan
oleh sumber benih yang digunakan untuk introduks: pertama kali dari
Sumatra hanya berasal dari populasi persebaran alami yang terbatas
Eula basis genetiknya. Hamzah dalam Satjapradja (1983;'menjelaskan

ahwa P. merkusii di Jawa diintroduksi hanya dari provenans Aceh,
sedangkan di Pulau Sumatra sendiri terdapat iga provenans P. merkusii,
yaitu Aceh, Tapanuli, dan Kerinci (Cooling, 1968). '

Untuk mengkaji lebih lanjut sejauh mana peran basis genetik yang
dimiliki pertanaman P. merkusti yang ada di Pulau Jawa untuk program
gemu]iaan lebih lanjut, perlu dibandingkan dengan jenis P. merkusii yang

erada pada persebaran alaminya. %tudi keragaman genetik perlu

|
|
|
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dilaksanakan untuk mengetahui besarnya variasi genetik di dalam dan
antar populasi P. merkustt pada persebaran alaminya. Hal inj penting
karena di samping untuk mengetahui asal-usul jenis P merkusii yang
berada di Pulau Jawa, sekaligus juga dapat digunakan untuk me-
nentukan strategi pemuliaan (breeding) dan konservasi genetik P merkysii
di masa mendatang.

Strategi pemuliaan memerlukan informasi mengenai variasi
genetik P. merkusii pada persebaran alaminya. Hal ini sangat penting
terutama apabila diketahui bahwa di antara populasi P. merkusii pada
persebaran alami bila dibandingkan dengan hutan tanaman me-
nunjukkan perbedaan keragaman genetik Ean% besar, Dengan demikian
di dalam strategi pemuliaan jenis ini lebih lanjut harus melibatkan
p(ei:nggunaan sumber benih yang berasal dari seluruh provenans yang
ada.

Konservasi genetik perlu dilakukan demi menjaga kera%laman
Eenetik yang dimiliki untuk penggunaan dan adaptasi terhadap
ebutuhan pada masa mendatang yang sekarang mungkin belum
diketahui (Zobel dan Talbert, 1984). Meﬁllui metode analisis isozim,
berbagai informasi yang berkaitan erat dengan kegiatan konservasi

%enet'ik, antara lain persebaran variasi genetik di dalam dan antar
populasi, informasi genetik benih yang dikoleksi (Adams, 1983), serta
pemantauan hilangnya variasi genetik dalam populasi yang dikelola
dalam usaha konservasi genetik baik secara ex-sifu maupun in-situ
(Hamrick et al., 1991).

KESIMPULAN

Berdasarkan atas hasil penelitian, analisis hasil, serta pembahasan
dapat dikemukakan kesimpulan sebaEai berikut :

1. Analisis isozim dengan menggunakan sistern enzim EST, GOT, dan
ShDH yang dilakukan terhadap hutan tanaman P. merkusii di Pulau
Jawa menunjukkan variasi genetik yang kecil antar populasi yang
diuji. Terdapat 85,7 % lokus polimorfik, setiap lokus rata-rata terdapat
2,25 alel, dan heterozigositas harapan (He) sebesar 0,259. Namun
bila dibandingkan dengan jenis yang lain, P. merkusii di Jawa memliki
variasi genetik yang moderat.

2. Hubungan genetik P. merkusii di Pulau Jawa di antara hutan tanaman
dekat karena memiliki basis genetik yang cukup sempit.
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