& Warta PPKS, 2014, 19(2): 56 - 63

PEMILIHAN MARKA SSR: STRATEGI

DALAM ANALISIS SIDIK JARI DNA DI PPKS

Sri Wening

ABSTRAK

Analisis sidik jari DNA merupakan salah satu texni»
yang dapat membantu mengatasi kendala-kendala yang
dialami oleh program pemuliaan kelapa sawit yang
dilakukan secara konvensional. Analisis sidik jari DNA di
PPKS menggunakan sistem marka molekuler Simple
Sequence Repeat (SSR) yang telah digunakan secara
luas pada tanaman, yang memiliki beberapa kelebihan
jika dibandingkan dengan sistem marka DNA yang lain.
Tulisan ini mengulas marka SSR yang digunakan dalam
standar analisis sidik jari DNA PPKS pada saat ini.
Pemilihan marka SSR yang digunakan, dengan
mempertimbangkan aspek posisi marka dalam genom
kelapa sawit, karakteristik (motif dan jumlah ulangan)
sertajumlah marka yang digunakan dalam analisis.

Kata kunci: pemuliaan, kelapa sawit, sidik jari DNA,
Simple Sequence Repeat

PENDAHULUAN

Perbaikan genetik kelapa sawit dalam program
pemuliaan secara konvensional mengalami beberapa
kendala yaitu: diperlukannya lahan yang luas, lamanya
siklus hidup atau siklus seleksi, keterbatasan
pengetahuan mengenai keragaman genetik populasi
pemuliaan, interaksi antara genotipe dan fenotipe
serta kesulitan dalam penentuan keabsahan silsilah
individu atau projeni (Grattapaglia and Sederoff, 1994;
Grattapaglia et al., 1996; Nelson, 2000; Rival et al.,
2001). Teknologi DNA berupa analisis sidik jari DNA
menghasilkan data genetik yang dapat menghasilkan
terobosan guna membantu mengatasi kendala-
kendala dalam program pemuliaan kelapa sawit.
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SIMPLE SEQUENCE REPEAT (SSR)

Marka Simple Sesguence Repeat (SSR) telah
digunakan uniuk zanalisis sidik jari DNA pada
beberapa spesies tanaman (Ensslin et al.,, 2011;
Negri and Tiran 2010: Wende et al., 2012;
Zaccarcell et a/. 2012) termasuk kelapa sawit
(Billotte et a/.. 20071: Wening et al., 2012). Marka DNA
ini merupakan teknik dalam analisis sidik jari DNA
yang berbasis 3:,m erase Chain Reaction (PCR),
teknik yang mudzh. murah dan cepat sehingga
sesuai diaplikasikan untuk kepentingan analisis sidik
jari DNA anz! et 2/, 2002). SSR-PCR memiliki
kelebihan dinandingkan marka DNA berbasis PCR
yang lain. yaitu mudan digunakan, reliable, bersifat
kodominan dan sangat polimorfik (Aranzana et al.,
2003; Mayer and Kerth, 2005; Ottewell et al., 2005;
Rakoczy-Trojanowska =”d Bolibok, 2004; Teulat et
al., 2000). Lebih lanjut, Tabel 1 menguraikan
karakteristik beberapa teknik marka DNA.
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Tabel 1. Teknik dan karakteristik beberapa marka DNA (diadopsi dari Vignal et al. (2002)
dan Parker et al. (1998), dengan beberapa modifikasi)

Protokol yang digunakan Karakteristik
Enzim PCR Primer Usaha Usaha Reproduksi  Akurasi
\Marka restriksi spesifik dalam dalam Tipe Data
pembentukan  genotyping
0= N L . Sangat Kodominan
RFLP + - 1+ Tinggi Tinggi Tinggi tinggi
Sangat Sangat Sangat .
RAPD - + - Rendah Dominan
rendah rendah rendah
Dominan,
Sangat
AFLP + + - Rendah Tinggi Medium kadang
rendah
kodominan
SSR - + + Tinggi Rendah Tinggi Tinggi Kodominan
SNP - + + Tinggi Bervariasi Tinggi Sangat tinggi Kodominan

cberapa hal yang perlu diperhatikan saat
enggunakan marka SSR dalam analisis sidik jari
NA:

)

(

Penggunaan marka SSR yang telah dipetakan
dalam peta genetik atau belum dipetakan

~nalisis sidik jari DNA dapat menggunakan marka
SSR vyang telah dipetakan maupun yang belum
Zpetakan. Penggunaan marka SSR vyang telah
Zpetakan pada analisis keragaman genetik akan
menghasilkan informasi variasi genetik pada daerah
Jenom yang berbeda, sehingga hasil analisis dapat
Zpercaya kesahihannya, karena memberikan data
Zarl perwakilan daerah di seluruh genom, hal yang
tcak dapat dijamin untuk diperoleh jika digunakan
marka yang belum dipetakan (Brantestam et al., 2004;
<arp et al., 1996). Kelemahan lain dalam penggunaan
marka SSR yang belum dipetakan adalah inefisiensi,
<arena adanya kemungkinan penggunaan beberapa
marka yang sebenarnya saling berdekatan secara fisik
pada genom. Lokus-lokus yang berdekatan akan
memiliki frekuensi rekombinasi yang kecil sehingga
«emungkinan besar memiliki variabilitas yang serupa.

2. Pemilihan karakteristik marka SSR

Jntuk tujuan analisis keragaman genetik setiap lokus
pada populasi yang dianalisis, variabilitas SSR tiap
okus menjadi hal yang sangat penting dalam

pemilihan marka SSR. Variabilitas SSR dipengaruhi
oleh struktur dan panjang sekuen berulang dan mutasi
poin sepanjang daerah genom pengapit SSR (Cho et
al., 2000; Di Gaspero et al., 2000). Penggunaan marka
SSR untuk kajian variabilitas genetik memerlukan
marka SSR yang memiliki motif dan panjang yang
serupa, untuk memastikan bahwa variabilitas data
merupakan variabilitas antar lokus atau populasi yang
diamati (Wening et al., 2010). Semakin panjang motif
sekuen berulang pada SSR, semakin polimorfik sifat
marka SSR tersebut. Hal tersebut telah dilaporkan
oleh Yu et al. (2002) dimana pada bunga matahari,
marka SSR bermotif tetranukleotida biasanya lebih
polimorfik daripada motif dinukleotida dan
trinukleotida.

3. Jumlah marka SSR dalam suatu analisis

Jumlah marka atau lokus pada genom yang dianalisis
mempengaruhi hasil yang diperoleh dalam suatu
kajian. Secara garis besar, semakin banyak jumlah
marka atau lokus yang dianalisis, akan semakin
banyak jumlah data yang diperoleh, sehingga akurasi
hasil akan semakin lebih baik. Tetapi, selain
dipengaruhi oleh jumlah lokus, hasil analisis juga
dipengaruhi oleh posisi lokus dalam genom. Pada
suatu analisis, walaupun jumlah lokus yang digunakan
banyak, tetapi jika lokus yang digunakan tersebut
memiliki jarak fisik yang dekat pada genom, belum
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dan dapat terpenuhi oleh sumber daya yang acz
merupakah suatu hal yang penting untux
dipertimbangkan.

ENAM BELAS MARKA SSR YANG
DIGUNAKAN SEBAGAI STANDAR DALAM
ANALISIS SIDIK JARI DNA DI PPKS

Saat ini, PPKS menggunakan 16 marka SSR
sebagai standar dalam analisis sidik jari DNA
(Tabel 2). Keenam belas marka tersebut diadopsi dari
Billotte et al. (2005), dimana protokol ekstraksi DNA
dan amplifikasi SSR yang digunakan mengacu pada
Wening dan Yenni (2013). Pemilihan 16 marka SSR
tersebut berdasarkan pada pertimbangan bahwa:

1. Kelapa sawit memiliki konstituen kromosom
somatik sejumlah 2n=2x=32 (Rival and Parveez,
2005). Tiap marka yang digunakan pada analisis
mewakili satu kromosom kelapa sawit, sehingga
secara teori, jarak antar lokus yang digunakan
cukup besar (>50cM). Hal ini untuk menghindari
terjadinya penggunaan lokus-lokus yang memiliki
frekuensi rekombinasi yang rendah. Untuk
antisipasi penambahan jumlah lokus dalam
analisis standar, maka keenam belas marka yang
dipilih berada di bagian atas tiap linkage group,
dengan harapan, jika lokus yang digunakan akan
bertambah di waktu yang akan datang, akan tetap
ada jarak yang cukup besar antar lokus yang
digunakan pada tiap kromosom.
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eragaman genetik kelapa sawit. Jumlah
okus yang digunakan tersebut masih lebih sedikit
xa dibandingkan pada penelitian yang dilakukan
oleh Otoo ef 2l (2009) yang menggunakan 21
marka SSR untuk analisis variabilitas tingkat

molekuler dan kekerabatan genetik salah suatu
grup yam, dan pada penelitian yang dilakukan oleh
Kane dan Rieseberg (2007) yang menggunakan
128 lokus SSR untuk mengidentifikasi suatu
daerah genom yang memiliki variabilitas yang
secara signifikan lebih kecil dimiliki oleh suatu
populasi dibandingkan pada populasi yang lain.
Ajambang et al. (2012) menggunakan 16 iokus
SSR untuk menganalisis keragaman genetik
kelapa sawit liar dari Kamerun, tetapi tiap lokus
yang digunakan tidak mewakili tiap kromosom
kelapa sawit.
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Tabel 2. Enam belas marka SSR (Billotte et al., 2005) yang digunakan dalam standar analisis sidik jari DNA
di PPKS, motif, lokasi dan kisaran produknya pada sampel koleksi plasma nutfah PPKS

(Wening et al., 2013b)

No Lokus SSR (MOtif) |, uaneen  OKESI Linkage group Kisaran produk/alel(bp)
1. mEgQCIR0257 (GA),, 1 288-321
2. mEgCIR2149 (GA),, 2 113-137
3. mEgCIR2347 (GA),, 3 163-175
4.  mEgCIR3775 (GA),, 4 187-211
5. mEgGCIR3691 (GA),, 5 193-210
6.  mMEgCIR0783 (GA),, 6 311-334
7. mEgCIR0894 (GA),, 7 163-220
8.  mEQCIR2887 (GA),, 8 94-178
9. mEgCIR2224 (GA),, 9 106-131

10. mEgCIR3213 (GA),, 10 108-116

1. mEgCIR3400 (GA), 11 154-172

12.  mEgCIR3311 (GA),, 12 188-211

Keenam belas lokus SSR tersebut telah
diaplikasikan dalam analisis sidik jari DNA di
Laboratorium Biologi Molekuler PPKS, untuk tujuan
analisis keragaman genetika koleksi plasma nutfah
PPKS (contoh pada Gambar 1) dan uiji legitimasi projeni
kelapa sawit (Faizah et al., 2013; Wening et al., 2013a;
Wening et al, 2013c). Proses pengerjaan analisis
tersebut meliputi ekstraksi DNA dan Polymerase Chain

Reaction atau PCR (diilustrasikan pada Gambar 2 dan
3). Jumlah tersebut dianggap telah mencukupi untuk
analisis keragaman genetik plasma nutfah dan uji
legitimasi projeni kelapa sawit, walaupun, peninjauan
jumlah lokus diperlukan jika akan digunakan untuk tujuan
analisis yang lain, misalnya untuk identifikasi selective
sweep dan identifikasi doubled haploid (Casa et al.,
2005; Dunwell etal., 2010).

A
A # Dosin 533
A e _©®
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©
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Gambar 1. Hasil analisis kekerabatan genetik 6 populasi pemuliaan kelapa sawit yang digunakan sebagai
populasi A pada program RRS di PPKS, menggunakan 16 marka SSR (Billotte et al., 2005).
Gambar merupakan hasil adaptasi dari dua dimensi PCO hasil dari Genalex version 6.4
(Peakall and Smouse, 2006), yang dikutip dari Wening et al. (2013a).
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Gambar 2. Proses ekstraksi DNA di Laboratorium Biologi Molekuler PPKS (Foto: FAL)

Gambar 3. Proses pengerjaan Polymerase Chain Reaction (PCR)
di Laboratorium Biologi Molekuler PPKS (Foto: FAL dan DAN)

Pengembangan dan perbaikan sistem
standar analisis sidik jari DNA masih terus dilakukan
untuk memperoleh sistem yang lebih baik dan optimal.
Selain aspek jumlah lokus yang diperlukan dalam
analisis, masih terdapat beberapa aspek lain yang
masih bisa dikembangkan. Misalnya: penggunaan
sistem marka DNA lain yang lebih sesuai dengan
tujuan analisis dan sumber daya yang dimiliki untuk
pelaksanaan analisis, optimasi protokol, sistem
database data koleksi DNA dan hasil genotyping, serta
analisis data.

KESIMPULAN

Sistem standar analisis sidik jari DNA di
PPKS menggunakan enam belas marka SSR yang
ditentukan dengan pertimbangan bahwa marka SSR
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tersebut telah dipetakan dalam kromosom kelapa
sawit dan tidak dalam posisi terpaut antara satu
dengan yang lainnya, memiliki motif dan jumlah
ulangan yang tertentu serta jumlah tersebut telah
mencukupi untuk sebagian besar analisis sidik jari
DNA kelapa sawit. Pengembangan dan perbaikan
sistem standar analisis sidik jari DNA masih terus
dilakukan untuk memperoleh sistem yang lebih baik
dan optimal.

UCAPAN TERIMA KASIH

Tim Kelompok Peneliti Pemuliaan dan Bioteknologi
Tanaman PPKS atas bantuannya selama pengerjaan
tulisan ini.
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