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IDENTIFIKASI KANDIDAT INDIVIDU KELAPA SAWIT DENGAN TINGKAT
HOMOZIGOSITAS TINGGI MELALUI ANALISIS SIDIK JARI DNA

Sri Wening, Rokhana Faizah, Hernawan Y. Rahmadi, Yurna Yenni, dan A. Razak Purba

Abstrak Tanaman kelapa sawit dengan tingkat
homozigositas yang tinggi dapat digunakan sebagal
material dalam beberapa pendekatan pemuliaan
kelapa sawit. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi kandidat tanaman Kkelapa sawit
dengan tingkat homozigositas tinggi pada koleks
plasma nutfah Pusat Penelitian Kelapa Sawit (PPKS)
melalui sidik jari DNA, serta untuk mengkaji sistem
sidik jari DNA yang digunakan. Sistem sidik jari DNA
yang menggunakan 16 marka Simple Sequence
Repeat (SSR) pada koleksi plasma nutfah PPKS
mengidentifikasi satu tanaman yang homozigot pada
semua lokus yang digunakan. Sistem tersebut masih
dapat disempurnakan, dengan pemilihan marka SSR
yang lebih memiliki kemampuan dalam melakukan
penapisan serta dua tahap penapisan, dengan
penggunaan delapan marka pada tiap tahap.

Kata kunci: kelapa sawit, homozigositas, plasma
nutfah, graphical genotyping

Abstract Highly homozygous oil palm can be used as a
plant material for several oil palm breeding approaches.
This research aims to identify candidates of highly
homozyqgous Iindividuals from oil palm germplasm
collection of Indonesian Oil Palm Research Institute
(IOPRI) by using DNA fingerprinting and to evaluate the
system. The DNA fingerprinting system which used 16
Simple Sequence Repeats (SSRs) identified an
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individual which was homozygous for all loci analyzed.
The system could be improved by usage of more
powerful SSRs to screen, and two steps of screening by
8 SSRsin each step.

Keywords: oil palm, homozygosity. germplasm,
graphical genotyping

PENDAHULUAN

Kelapa sawit (Elaeis guineensis Jacq.) adalah
tanaman berumah satu, dengan bunga jantan dan
betina muncul secara terpisah pada tanaman yang
sama (Corley dan Tinker, 2003). Penyerbukan terjadi
antar tanaman, sehingga menyebabkan adanya
potensi variabilitas yang tinggi antar individu pada
generasi berikutnya. Sementara itu, salah satu tujuan
pemuliaan kelapa sawit adalah untuk mengkonstruksi
bahan tanaman yang memiliki tingkat keseragaman
vang tinggi, yang dapat diperoleh dari persilangan dua
tetua yang masing-masing memiliki tingkat
homozigositas yang tinggi. Selain hal tersebut,
diharapkan terdapat efek heterosis, vyaitu karakter
yang lebih unggul yang muncul pada projeni hasil
persilangan tersebut, jika dibandingkan dengan
karakter tetuanya (Jones, 1917).

Salah satu pendekatan yang dilakukan oleh
pemulia untuk mendapatkan tanaman yang memiliki
tingkat homozigositas yang tinggi adalah dengan
melakukan “silang dalam” hingga beberapa generasi
(Morrison dan Evans, 1988). Pada kelapa sawit,
diperlukan waktu setidaknya 15 hingga 35 tahun untuk
melakukan hal tersebut, dan dilakukan secara paralel
pada material dura dan pisifera, jika bertujuan untuk
membentuk bahan tanaman tenera (Wening et al.,
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2012a). Pendekatan lain yang bisa dilakukan adalah
dengan mengkonstruksi individu doubled haploid
(DH). Pada individu DH, seluruh konstituen genetiknya
adalah homozigot, sehingga projeni hasil persilangan
dua DH akan menghasilkan projeni yang seragam
penuh. Individu DH dapat dikonstruksi melalul
penggandaan kromosom individu haploid. Individu
tersebut dapat diperoleh dengan menggunakan
beberapa metode, yaitu di antaranya kultur cvule (Bhat
dan Murthy, 2008) dan kultur mikrospora (Ferrie dan
Caswell, 2011). Terdapat laporan penelitian Kkultur
mikrospora pada kelapa sawit, tapi belum
menunjukkan keberhasilan konstruksi individu haploid
(Tirtoboma, 1998). Pada kelapa sawit, individu haploid
telah ditemukan terjadi secara natural di alam,
sehingga material tersebut bisa dieksploitasi untuk
kepentingan pemuliaan (Nelson et al., 2009). Di lain
pihak, konstruksi individu DH melalui penggandaan
kromosom individu haploid memerlukan usaha
tersendiri (Mienanti etal., 2009).

Terdapat kemungkinan adanya individu koleksi
plasma nutfah kelapa sawit PPKS yang homozigot
atau sudah memiliki tingkat homozigositas yang tinggi.
Hal tersebut dapat terjadi secara alami atau karena
proses silang dalam berulang pada program
pemuliaan PPKS yang menggunakan metode
Reciprocal Recurrent Selection (RRS). Sehingga,
untuk mengidentifikasinya, diperlukan informasi
tingkat homozigositas pada tiap individu koleksi
plasma nutfah kelapa sawit PPKS. Untuk memperoleh
informasi tersebut, dapat digunakan sidik jari DNA
menggunakan marka SSR. Marka SSR telah
digunakan secara luas dalam analisis sidik jari DNA di
tanaman (Blair et al., 2006; Franceschinelli et al., 2006;
Perera et al., 2012; Wang dan Chuang, 2012) pada
umumnya dan di kelapa sawit pada khususnya
(Abdullah et al., 2008; Ajambang et al., 2012; Cochard
etal., 2009: Wening et al., 2012b). Selain sifatnya yang
mudah diaplikasikan, sangat polimorfik dan reliable,
SSR bersifat kodominan sehingga memudahkan
analisis tingkat homozigositas (Aranzana et al., 2003;
Koelling et al., 2012; Mayer dan Kerth, 2005; Ottewell
et al.. 2005: Rakoczy-Trojanowska dan Bolibok, 2004;
Teulat et al., 2000). Penggunaan SSR untuk analisis
tingkat homozigositas pada tanaman telah dilakukan
oleh beberapa peneliti (Murovec et al., 2007; Perera et

al., 2008; Wening etal., 2012a).

Sistem sidik jari DNA yang efektif sangat berguna
dalam pencarian individu yang memiliki tingkat
homozigositas tinggi. Pada tulisan ini, dilakukan kajian
identifikasi kandidat individu kelapa sawit dengan
tingkat homozigositas tinggi, sistem sidik jari DNA
yang digunakan dan alternatif perbaikan sistem yang
dapat dilakukan.

BAHAN DAN METODE
Bahan

Enam puluh delapan tanaman kelapa sawit
(Elaeis guineensis) digunakan sebagal sampel yang
dianalisis dalam penelitian ini, yang terdiri dari
populasi A program Reciprocal Recurrent Selection
(RRS) (sampel nomor 1 hingga 19), populasi B
Reciprocal Recurrent Selection (RRS) (sampel nomor
20 hingga 39), populasi tenera komersial (sampel
nomor 40 hingga 47), populasi liar dari Kamerun
(sampel nomor 48 hingga 58) dan populasi liar dari
Angola (sampel nomor 59 hingga 68).

Metode

DNA diekstraksi dari jaringan daun yang muda
dan sehat. Sebanyak 50 mg jaringan daun segar
digunakan untuk protokol ekstraksi DNA
menggunakan DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Enam belas primer SSR (dengan motif (GA),.
hingga (GA),,) yang telah dipetakan, yang merupakan
perwakilan tiap kromosom kelapa sawit (Billotte et al.,
2005) digunakan untuk melakukan karakterisasl
genetik sampel tanaman yang dianalisis. Amplifikasl
SSR mengacu pada protokol yang telah diuraikan oleh
Wening dan Yenni (2013). Hasil amplifikasi beberapa
primer dapat digabung menjadi satu sampel analisis
fragmen, jika primer-primer tersebut memiliki panjang
hasil amplifikasi atau jenis label fluoresen yang
berbeda. Fragmen DNA hasil amplifikasi dianalisis
menggunakan capillary sequencer, menggunakan
jasa komersial yang disediakan oleh 1st BASE
(Malaysia). Alel-alel SSR dibaca menggunakan

bantuan software GeneMarker~ version 1.97, demo

version (SoftGenetics LLC"), untuk kemudian
digunakan sebagai data dalam analisis.
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Analisis Data

Variabilitas genetik tiap lokus yang dianalisis dihitung
dengan parameter tingkat homozigositas, dimana tingkat
homozigositas = 1 - (Ho); Ho=observed heterozygosity
(Hartl, 1988). Korelasi tingkat homozigositas yang
ditentukan oleh 8 marka SSR (dari linkage group 1 hingga
8) dengan tingkat homozigositas yang ditentukan oleh 16
marka SSR (dari linkage group 1 hingga 16) diperolen
dengan analisis regresi linier sederhana.

Graphical genotyping yang dikonstruksi dengan
software Flapjack-1.13.03.19 (Milne et al., 2010)
digunakan untuk memudahkan pengamatan variabilitas
genetik tlap lokus pada tiap sampel tanaman yang
diamati. Pada grafik tersebut, variabilitas genetik tiap
individu diwakili oleh tiap baris, sedangkan variabilitas
genetik tiap lokus dari keenam belas lokus yang
diamati diwakil oleh tiap kolom (Gambar 1). Lokus
pada linkage group pertama pada kolom yang paling
Kirl, berturut-turut ke kanan hingga lokus pada linkage
group keenam belas berada pada kolom paling kanan.
Pada tiap kolom, setiap alel diwakili oleh suatu warna,
jadi alel yang berbeda akan memiliki warna yang
berbeda pula. Pada grafik, suatu individu memiliki
genotipe yang homozigot pada suatu lokus jika hanya
ada satu warna pada posisi tersebut, dan heterozigot
jika terdapat dua warna berbeda pada posisi tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penggunaan Marka SSR

Karakterisasi genetik yang dilakukan menggunakan
informasi dari 16 lokus SSR. Jumlah tersebut lebih banyak
daripada jumlah lokus dalam analisis sidik jari DNA pada
kKelapa sawit yang telah dilakukan oleh Abdullah et al.
(2011) dan Cochard et al. (2009), tetapi lebih sedikit jika
dibandingkan pada kajian yang dilakukan oleh Wening et
al. (2012b). Ajambang et al. (2012) menggunakan 16 lokus
SSR untuk analisis keragaman genetik kelapa sawit, tetapi
pemilihan lokus tersebut tidak berdasarkan perwakilan tiap
kKromosom kelapa sawit.

Penggunaan 16 marka SSR yang telah dipetakan
(Billotte et al., 2005) bertujuan untuk mengetahul
informasi daerah genom tertentu (Brantestam et al.,
2004) pada sampel yang dianalisis. Setiap marka dari
keenam belas marka SSR yang digunakan mewakili
tlap kromosom Kkelapa sawit yang berbeda, untuk
meyakinkan bahwa tidak ada pautan genetik antar
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lokus yang digunakan dalam analisis. Dilakukan
pendekatan penggunaan marka SSR yang memiliki
motif yang sama dan jumlah ulangan yang bervariasi
rendah seperti yang pernah dilakukan oleh Wening et
al. (2010), yang bertujuan untuk menghindari bias
keragaman yang disebabkan oleh perbedaan tingkat
mutasi marka SSR (Pardi et al., 2005 dan Yu et al.,

2002).

Analisis keragaman tiap lokus dan tiap individu/
populasi menggunakan graphical genotyping

Graphical genotyping memberikan ilustrasi
variabilitas genetik sampel yang dianalisis secara
cepat, baik secara umum (per populasi dan seluruh
sampel) dan secara khusus (per individu). Graphical
genotyping telah digunakan sebagai pendekatan
dalam sidik jari DNA tanaman lain, yaitu kapas (Liu
etal., 2000) dan barley (Yun etal., 2000).

Graphical genotyping yang dihasilkan pada kajian
ini (Gambar 1) menunjukkan bahwa populasi liar dari
Kamerun dan Angola memiliki keragaman genetik
yang tinggi, sedangkan populasi A program RRS
memiliki keragaman genetik yang terendah. Ditinjau
dari variabilitas genetik antar lokus, lokus pada /inkage
group kedua (kolom kedua dari Kiri, panah abu-abu)
memiliki variabilitas sangat rendah pada populasi liar
dari Kamerun dan Angola (populasi yang memiliki
variabilitas genetik yang tertinggi dibandingkan
populasi lain yang diamati). Terdapat tiga lokus (pada
linkage group 4, 9 dan 11) yang homozigot pada
semua sampel yang dianalisis pada populasi A
program RRS. Dari semua individu yang dianalisis,
terdapat satu individu (sampel nomor 5, populasi A
program RRS-panah merah) yang homozigot pada
Keenam belas lokus yang diamati). Hasil pengamatan
tersebut menunjukkan bahwa sidik jari DNA yang
dilakukan pada plasma nutfah koleksi PPKS dapat
menunjukkan tingkat homozigositas tiap individu, yang
digunakan sebagai acuan pemilihan kandidat tanaman
yang memiliki tingkat homozigositas yang tinggi.

Tingkat kemampuan marka SSR dalam penapisan
kandidat individu yang memiliki homozigositas

tinggi

Pada hasil analisis semua sampel individu,
terdapat variabilitas tingkat homozigositas pada tiap
lokus yang dianalisis, seperti diilustrasikan oleh
Gambar 2. Marka SSR yang digunakan pada linkage
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Gambar 1. Graphical genotyping 68 individu koleksi plasma nutfah PPKS menggunakan 16 marka SSR.

group ke-5 memiliki tingkat homozigositas terendah
sedangkan marka SSR yang digunakan pada /inkage
group ke-4 memiliki tingkat homozigositas tertinggi.

Lokus yang memiliki tingkat homozigositas yang
terlalu tinggi tidak memiliki kekuatan untuk memberikan
informasi perbedaan pada tiap sampel yang dianalisis,
atau dalam penapisan. Hal tersebut dapat merupakan
indikasi bahwa lokus SSR tersebut terpaut dengan
daerah genom yang terkonservasi atau daerah genom
yang mengalami seleksi (Burke et al., 2005). Informasi
tersebut berguna bagi pengetahuan genom kelapa

sawit, tapi kurang berguna pada penapisan untuk
mencari individu kelapa sawit yang memiliki
homozigositas tinggi. Perlu dikaji lebih lanjut, apakah
tingkat homozigositas yang tinggi tersebut hanya terjadi
pada populasi tertentu, misalnya pada marka SSR yang
digunakan pada I/inkage group Kkedua, Kkarena
homozigositas yang tinggi terdapat pada populasi kelapa
sawit liar. Hal yang sama dijumpai pada marka di /inkage
group keempat, kesembilan dan kesebelas jika
digunakan untuk menapis populasi A pada program RRS
(Gambar 1). Sebaliknya, marka-marka tersebut akan
memiliki kemampuan yang tinggi untuk menskrining
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Gambar 2. Tingkat homozigositas tiap marka SSR yang digunakan
pada analisis 68 individu koleksi plasma nutfah PPKS.

material yang memiliki tingkat heterozigositas yang
tinggi. Hal tersebut menyarankan bahwa sistem sidik jari
DNA pada plasma nutfah kelapa sawit PPKS atau sistem
penapisan dalam identifikasi individu yang memiliki
homozigositas tinggi dapat dirubah atau diperbaiki,
sesuai informasi yang diperoleh sepanjang kegiatan
karakterisasi genetik plasma nutfah kelapa sawit PPKS.

Kandidat individu kelapa sawit dengan tingkat
homozigositas tinggi yang teridentifikasi

Individu nomor 5 yang telah teridentifikasi homozigot
pada keenam belas lokus SSR yang digunakan (tingkat
homozigositas=1), merupakan populasi Deli dura yang
termasuk pada populasi A program RRS di PPKS, dan
telah mengalami silang dalam selama 3 generasi. Untuk
keefektifan penemuan individu-individu kelapa sawit lain
vang memiliki tingkat homozigositas tinggi, dapat
dilakukan penapisan pada populasi-populasi yang telah
mengalami silang dalam selama beberapa generasi,
atau hasil silang dalam dari individu yang telah dianalisis
pada penelitian ini, yang juga telah memiliki tingkat
homozigositas yang tinggi. Individu yang telah memiliki
tingkat homozigositas yang tinggi, memerlukan jumlah
silang dalam yang lebih sedikit dibandingkan dengan
yang memiliki tingkat homozigositas yang lebih rendah,
untuk kemudian disilangkan dengan individu dengan
tingkat homozigositas tinggi yang lain, dalam usaha
eksploitasi heterosis dan konstruksi projeni dengan
keseragaman yang tinggi.
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Sistem identifikasi kandidat individu kelapa sawit
dengan tingkat homozigositas tinggi

Jika suatu individu homozigot pada keenam belas
lokus yang dianalisis, belum tentu individu tersebut juga
homozigot pada lokus yang belum dianalisis. Tetapl,
ketersediaan sumber daya manusia, sarana dan
prasarana menekankan pentingnya suatu sistem
dengan strategi khusus sehingga tujuan identifikasi
individu kelapa sawit yang memiliki tingkat
homozigositas tinggi dapat dilakukan dengan
pemakaian sumber daya yang seminimal mungkin.
Setidaknya, hal tersebut akan mengurangi jumlah total
material yang harus dianalisis. Pada prosedur stanaar
analisis sidik jari DNA pada koleksi plasma nutfah PPKS,
digunakan 16 marka SSR. Hal tersebut dapat sekaligus
diterapkan untuk mengidentifikasi individu kelapa sawit
yang memiliki tingkat homozigositas tinggi.

Alternatif pendekatan yang dapat dilakukan
adalah dengan melakukan penapisan pada material
yang dianalisis, dengan menggunakan sejumlah
marka secara bertahap. Penelitian yang dilakukan
oleh Wening et al. (2011) menyatakan bahwa individu
kelapa sawit yang homozigot pada delapan lokus SSR
dari linkage group yang berbeda, cenderung memiliki
tingkat homozigositas yang tinggi jika analisisnya
dilanjutkan dengan menambah delapan lokus SSR
(dari delapan /inkage group lainnya). Pada penelitian
Inl, diperoleh hasil bahwa tingkat homozigositas
sampel yang dianalisis dengan delapan marka (dari
linkage group 1 hingga 8) berkorelasi cukup kuat
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Gambar 3. Korelasi antara tingkat homozigositas individu kelapa
sawit yang ditentukan oleh 8 lokus SSR dengan 16 lokus SSR.

(r’=0,7) dan signifikan (taraf 5%) dengan tingkat
homozigositas yang diperoleh dengan menggunakan
enam belas marka SSR (Gambar 3). Hal tersebut
menunjukkan bahwa penapisan dapat dilakukan
secara bertahap, dengan penggunaan 8 marka SSR
pada tiap tahapnya.

KESIMPULAN

Sidik jari DNA pada koleksi plasma nutfah kelapa
sawit PPKS yang menggunakan 16 marka SSR dapat
digunakan sebagai sistem dalam identifikasi kandidat
individu kelapa sawit yang memiliki tingkat
homozigositas yang tinggi. Pada analisis 68 koleksi
plasma nutfah PPKS, ditemukan satu individu yang
homozigot pada keenam belas lokus yang digunakan.
Sistem tersebut masih dapat disempurnakan, dengan
pemilihan marka SSR yang lebih memiliki kemampuan
dalam melakukan penapisan, serta dua tahap
penapisan dengan penggunaan delapan marka pada

tiap tahapnya.
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