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ABSTRAK

Rinda Anggini (144110339) Kekerabatan Genetik Pulasan (Nephelium
ramboutan-ake(Labill.) Leenh) Di Kabupaten Siak dan Bengkalis Berdasarkan
Penanda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Dibawah bimbingan
Bapak Drs. Maizar, MP sebagai pembimbing | dan Ibu Mardaleni, SP., M.Sc
sebagai pembimbing Ll Penelitian ini telah dilakukan pada bulan September
hingga November_2018. Penelitian ini bertujuan-untuk mengetahui kekerabatan
genetic pulasan (Nephelium ramboutan-ake(Labill.) Leenh) dengan menggunakan
lima primer berdasarkan penanda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Penelitian ini melalui beberapa tahap yaitu koleksi sampel, isolasi DNA,
uji kualitas, dan analisis data. Data~dianalisis dengan menggunakan metode
UPGMA' (Unweighted Rair=Group Method " with» Arithmetic Average) dengan
menggunakan software-MVSP 3.22. Hasil penelitian kekerabatan-genetic pulasan
dengan menggunakan lima primer berdasarkan penanda RAPD menghasilkan
ukuran panjang pita DNA, jumlah lokus, jumlah pita dan dendogram genotype
pulasan yang berbeda. Keragaman asal Siak dan Bengkalis dapat dilihat dari hasil
analisis yaitu memiliki hasil penelitian memperoleh ukuran panjang pita DNA
yaitu berkisar dari 150bp - 1500bp. Jumlah lokus sebanyak 26 lokus, total
keseluruhan pita DNA pulasan adalah 120 pita.

Persentase kemiripan (kekerabatan) antara pulasan asal Siak dan Bengkalis
berdasarkan beberapa primer menghasilkan tingkat kekerabatan antar populasi
Siak dan Bengkalis pada primer K — 02 80%, primer K — 08 65%, pada primer
OPJ — 20 65%, primer P — 08 25%, primer Z — 13 78%. Dalam populasi antar Siak
dan Bengkalis'menghasilkan hubungan kekerabatan 70 — 100% pada genotype
Siak, sedangkan pada genotype Bengkalis menghasilkan 80 —~ 100% hubungan
kekerabatan.



ABSTRACT

Rinda Anggini (144110339) Pulasan Genetic Relationship (Nephelium
ramboutan-ake (Labill.) Leenh) In Siak and Bengkalis Regencies Based on
Random Amplified Polymorphic DNA Markers. Under the guidance of
Mr. Drs. Maizar, MP as mentor | and Mrs. Mardaleni, SP., M.Sc as counselor 1.
This research was conducted from September to November 2018. The aim of this
study was to determingsthe outward genetic relationship (Nephelium ramboutan-
ake (Labill.) Leenh) by using.five primers based on' RAPD. (Random Amplified
Polymorphic DNA) markers.

This research went through several stages, namely sample collection, DNA
isolation, quality testing, and data analysis. Data were analyzed using the
UPGMA (Unweighted Pair Group rMethod .with Arithmetic Average) method
using MVSP 3.22 software’The results of ‘theyresearch on ‘genetic outward
relations by.using five primers based on RAPD markers resulted-in the size of the
DNA band length, number of loci, number of bands and dendogram of different
outward genotypes. The diversity of the origin of Siak and Bengkalis can be seen
from the results of the analysis which has the results of the study obtained the size
of the DNA band length which ranges from 150bp - 1500bp. The number of loci
is 26 loci, the total number of outward DNA bands is 120 bands.

The percentage of similarity (kinship) between the origin of Siak and
Bengkalis based on several primers resulted in the level of kinship between the
Siak and Bengkalis populations in primary K - 02 80%, primary K - 08 65%, at
primary OPJ - 20 65%, primer.P.- 08 25 %, primer Z.- 13 78%. In the population
between Siak and Bengkalis produces a kinship relationship of 70 - 100% in the
Siak genotype, whereas in the Bengkalis genotype it produces 80 - 100% kinship.
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KATA PERSEMBAHAN
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“Assalamualaikum warahmatullahi wabarakatuh”

Alhamdulillah... Alhamdulillah... Alhamdulillahirobbil 'alamin, sujud syukurku
persembahkan kepadamu ya Allah yang Maha Agung nan Maha Tinggi, Maha
adil nan Maha Penyayang, atas:takdirmu ‘telah kau jadikan aku manusia yang
senantiasa berfikir, berilmu, beriman dan bersabar:dalam menjalani hidup ini.
Semoga keberhasilan ini menjadi satu langkah awal bagiku untuk meraih cita-cita
besarku.

Detik yang berlalu, jam yang berganti, hari yang berrotasi, bulan dan tahun silih
berganti hari ini 16 April 2019 saya persembahkan sebuah karya tulis buat
kedua orang tua dan keluarga sebagai bukti.perjuangan saya untuk
membanggakan ‘mereka meskipun tidak seimbang dengan perjuangan yang
diberikan mereka, namun saya yakin yang saya lakukan hari ini merupakan
langkah awal untuk saya membuat senyuman bangga kepada keluarga saya
terutama ayah dan ibu.

Lantunan Al-fatihah beriring Shalawat dalam silahku merintih, menadahkan doa
dalam syukur yang tiada terkira, terimakasihku untukmu. Ayahandaku H. Nadir
Ahmad. Spd dan Ibundaku Hj. Farida Hanum. Spd tercinta, yang telah banyak
berjasa dalam perjalanan kehidupanku. Sebagai tanda bakti, hormat dan rasa
terimakasih yang tidak terhingga kupersembahkan karya kecil ini kepada ayah
dan ibu yang telah memberikan kasih sayang, segala dukungan dan cinta kasih
yang tidak terhingga yang tidak -mungkin dapat kubalas hanya dengan selembar
kertas yang bertuliskan kata cinta dan persembahan. Semoga ini menjadi langkah
awal untuk membuat ayah dan ibu bahagia, karena kusadar selama ini belum
bisa berbuat yang lebih untuk ayah dan ibu yang selalu membuat termotivasi dan
selalu menyirami kasih sayang, selalu mendoakanku, selalu menasehatiku
menjadi lebih baik. Terimakasih Ayah... Terimakasih Ibu...

Atas kesabaran, waktu dan ilmu yang telah diberikan untuk itu penulis
persembahkan ungkapan terimakasih Kepada Bapak Dr. Ir. U.P. Ismail, M.Agr
selaku Dekan, Ibu Ir. Ernita, MP selaku Ketua Program studi Agroteknologi dan
Bapak M. Nur, SP, MP selaku Sekretaris Program Studi Agroteknologi, dan
terkhusus kepada bapak Drs. Maizar, MP selaku Pembimbing | yang sudah saya



anggap seperti ayah saya sendiri karena telah banyak membantu, memberi
masukan dan mempermudah saya dalam menyelesaikan skripsi saya dan ibu
Mardaleni, SP., M.Sc selaku dosen pembimbing Il yang juga saya anggap
sebagai ibu saya sendiri terima kasih atas bimbingan, masukan, nasehat dan
selalu ada untuk saya menjadi tempat saya bercerita, tempat saya mengadu
masalah apapun dan membantu dalam penyelesaian tugas akhir penulis selama
ini, dan ribuan terimakasih saya ucapkan untuk kedua pembimbing saya atas
waktu dan ilmu_yang telah diberikan saya.tidak tau apa.jadi nya jika tidak
dibimbing oleh bapak dan ibu, jasa bapak dan ibu tidak akan pernah saya
lupakan dan saya tidak akan pernah bisa membalas atas waktu dan pengorbanan
bapak dan Ibukepada saya sehingga, skripsi ini terselesaikan dengan baik.kepada
ibu Sri Mulyani, SP. M.Siljuga-saya ucapkan/terimakasih yang tak terhingga
karena telah-banyak membantu penelitian saya dilapangan, selalu menyemangati
dan peduli kepada saya.

Dalam setiap langkahku aku berusaha mewujudkan harapan-harapan yang kalian
impikan didiriku, meski belum semua itu kuraih, insyaallah atas dukungan doa
restu semua mimpli itu kan terjawab di masa penuh kehangatan nanti. Untuk itu
saya persembahkan rasa terimakasih kepada Bapak (Syaiful Bahri) dan Ibuku
(Hamida) yang selalu mendo’a kan saya, yang selalu ada untuk saya, selalu
memberi saya semangat dan apapun yang sayalakukan tidak akan pernah cukup
untuk membalas jasa ayah ibu dan saya memohon ampun dan beribu maaf atas
segala kesalahan yang telah saya lakukan yang mungkin tidak sengaja menggoser
luka dihati ayah dan ibu tapi-percaya la bahwa saya sangat menyayangi dan
mencintai ayah ibu dan saya akan 'melakukan apapun untuk membahagiakan ayah
dan ibu, serta abangku tercinta Rezi, kakakku Lisa dan adikku tercinta Dafitra
Hamdani karna kalian adalah alasan saya berjuang untuk menyelesaikan skripsi
selama ini.

Tidak lupa pula saya persembahkan kepada kekasih saya Aditia Indra Prayoga
yang selalu setia, sabar menemani saya selama penelitian maupun bimbingan
skripsi. Sahabat seperjuangan pun tidak akan saya lupa kan kepada kelas |
Agroteknologi 2014: Abdul Rahman (emen, teman tertawa saya dikampus), Ady
Strisno, Aditia Indra Prayoga (teman sekelas yang kini menjadi kekasih saya),
Apri Pratama, Ari Prasetiawan (bancet), Ari Suwandi (teman tertawa dikampus
dan yang selalu setia menjadi orang ketiga antara saya dan bolok), Dedi Aksari
Arif, Fahrien Apriansyah (netizen), Jinjing Ario Silitonga, M.Deny Saputra,
Porinus Giawa (ketua kelas), Poso Alam Nauli, Rangga Agus Tiatama (admin
PJBO), Rahmad Fauzi (pak alang yang selalu berpikir dewasa dan positif), Rijar
Rionaldi, Rino Kardino (karnok), Sefrinaldi (naldi yang selalu sabar walaupun
dibully), Wahyu Adhitama (teman yang setia antar jemput kekampus), Nurul
Asrifah (sahabat yang paling pengertian), Rosmela (mak yang selalu memberi



semangat untuk menyelesaikan skripsi), Ruzikna (sahabat yang selalu membatu
menyelesaikan skripsi), Sri oknova Destari (Nova yang pengertian), Tari Astuti
(sahabat yang selalu ada dalam suasana apapun dan paling setia menemani
bimbingan dan mencari dosen dikampus), Yulia Citra (yang selalu sabar dan
menyayangi teman-temannya), Yurni Sari ALphiani (my partner in nasi uduk nasi
lemak dan yang mengingatkan saya untuk belajar karna besok nya kompre), Wira
Sanita, bg Dedi Irwanto SP (yang telah banyak membantu saya dilapangan),
Aminullah SP (tim penelitian. dilapangan),« Rizki "‘Rahma Yani SP (teman
seperjuangan’ daftar.. wisuda), Jumaidi 'SP (yang selalu.. mengingatkan
menyelesaikan skripsi dan banyak membantu skripsi saya), teman magang, bapak
Pembina serta abang-abang yang_herja di BPPM ARARA ABADI karna telah
membantu saya menyelesaikan-1' SKS mata 'kuliah. dan berbagi pengalaman,
kemudian tidak lupa pula saya ucapkan kepada k-pop-BTS dan-Blackpink karna
lagu-lagu dan MV nya yang selalu menemani saya begadang untuk mengerjakan
skripsi terkhusus nya Jungkook BTS dan Lisa Blackpink. Dan yang terakhir saya
ucapkan terimakasih kepada anak saya civik (kucing) saya sangat menyayangimu.
Terimakasih atas kebersamaan kita selama ini, terimakasih atas ketulusan cinta
dan kasih sayangnya, terimakasih telah memberiku kebahagiaan dan melalui
banyak hal bersama kalian. Kalian adalah saksi perjuanganku selama ini dan
sampai detik ini. Kalian bukan hanya sekedar sahabat tapi kalian adalah
keluarga bagiku. Suatu kehermatan bisa. berjuang bersama kalian, semoga
perjuangan kita dibalas oleh Tuhan Yang Maha Esa dengan sesuatu yang indah.

“Wassalamualaikum warahmatullahi wabarokatuh .



nery wesy sejisidAu) ueeyeisndiag

iy disay yejepe il udwnyo(]

BIOGRAFI PENULIS

Rinda Anggini, dilahirkan di Peranap, 01 Agustus 1996,

merupakan anak pertama dari dua bersaudara dari

Ibu Hamida, kakak dari

asangan Bapak Syaiful Bahri

menyelesa
Kec. Perang
tahun 2014
(SI) Univ
menyelesaikan perkulia S ertahs ! Komprehensif pada

meja hijau dan me leh ge i anian anggal 16 April 2019

Rinda Anggini, SP




nery wesy sejisidAu) ueeyeisndiag

iy disay yejepe il udwnyo(]

I.  PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Plasma nutfah atau sumber daya genetik diartikan sebagai substansi yang
sumber sifat keturunan

terdapat dalam kelo mahluk hidup dan merup

engalami erosi
terjadi akibat
i kemampuan
. FAO (2014)

memperkirakan ‘ i S 3 angan sekitar 75%

potensi genetik plasma nutfah ta asan terjaga kelestariannya dan dapat
dimanfaatkan oleh pemulia tanaman untuk perakitan varietas tanaman kapulasan
yang unggul dimasa yang akan datang (Sukartini, 2008).

Indonesia merupakan daerah tropik yang kaya sumberdaya genetik yang
belum sepenuhnya dieksplorasi secara optimal. Kapulasan menjadi salah satu

kekayaan flora dan tidak ditemukan pada semua wilayah. Menurut Sudarmadi

(2003) kapulasan ditemukan di Jawa Barat dan Sumatera Barat. Kapulasan



merupakan buah tropik yang potensial untuk dikembangkan. Namun kapulasan
termasuk tanaman yang sudah mulai langka sehingga populasinya sangat sedikit
dibanding rambutan. Berkurangnya populasi kapulasan terjadi akibat kerusakan
lingkungan dan secara habitusnya tidak banyak wilayah yang cocok untuk
kapulasan. Konservasi merupakan salah satu upaya untuk menjaga kelestarian dan
keragaman kapulasan di Indonesia.

Selain itu kelangkaan kapulasan diantaranya juga disebabkan oleh alih
fungsi lahan dengan sistem monokultur menjadi lahan tanaman industri dan
perkebunan. Upaya perkembangan budidaya tanaman pulasan secara luas belum
di lakukan. Berdasarkan data BPS Riau 2015 bahwa dilaporkan hasil tanaman
hortikultura seperti buah-buahan lokal seperti manggis, jeruk, rambutan, namun
belum ada laporan hasil produksi khususnya buah pulasan tersebut. Keberadaan
pulasan dapat ditemukan sebagai buah-buahan segar dan diperoleh sebagali
tanaman pekarangan dan tumbuh liar di hutan. Rendahnya kesadaran masyarakat
untuk pengembangan plasma nutfah ini merupakan suatu hal yang menarik untuk
dilakukan nya suatu. penelitian tentang seberapa banyak genetik pulasan yang
tersebar di Riau khususnya kabupaten Siak dan kabupaten Bengkalis.

Variasi genetik merupakan landasan.bagi pemulia untuk memulai kegiatan
pemuliaan tanaman. Besarnya keragaman genetik dapat menjadi dasar untuk
menduga keberhasilan perbaikan genetik didalam program pemuliaan. Keragaman
genetik yang luas merupakan syarat berlangsungnya proses seleksi yang efektif
karena memberikan keleluasaan dalam proses pemilihan suatu genotipe. Selain itu
populasi dengan keragaman genetik yang luas akan memberikan peluang yang

lebih besar diperolehnya karakter-karakter yang diinginkan.



Analisis keanekaragaman genetik tanaman dapat diketahui dengan
identifikasi morfologi, isozom dan molekuler. Identifikasi morfologi merupakan
bentuk penotif tanaman yang dapat dilihat langsung, pada organ vegetatife yang
meliputi bentuk daun, batang, akar. Serta organ generatifnya seperti bunga dan
buah. Kelemahannya pengkerakteran secara  morfologi. dipengaruhi oleh
lingkungannya sehingga hasil tidak konsisten dan membutuhkan waktu lama.
Selain itu penanda molekuler, iniT memitiki, keuntungan dibandingkan dengan
penanda morfologi, yaitu stabil dan dapat dideteksi dalamsemua jaringan
tanaman, serta tidak dipengaruhi oleh lingkungan.

Penanda DNA dalam identifikasi keanekaragaman hayati antara lain
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple sequence Repeats),
AFLP (Amplifieed Fragment Length Polymorphic) dan RFLT (Restriction
Fragmen Length Polymorphich) (Yunus, 2004; Finkeldey, 2000). Dalam
penelitian inl, penanda melekuler yang digunakan adalah RAPD kelebihan
metode ini yaitu lebih cepat dan DNA yang diperlukan cukup sedikit (0,5-50 ng),
tidak memerlukan informasi genom awal tanaman yang akan dianalisis dan tidak
memerlukan radioisotop (Welsh dan McClelland, 1990; Williams et al., 1990).
Teknik ini memiliki keunggulan dari ‘metode lainnya, yaitu kesederhanaan
tekniknya dan cepat pengerjaannya, tidak memerlukan informasi sekuen DNA,
DNA sampel yang diperlukan tidak terlalu murni (Hu & Quiros, 1991).

RAPD ini telah banyak digunakan untuk mengetahui kekerabatan genetic
pada tanaman pasak bumi yang diteliti oleh Zulfahmi (2011), berikutnya
Rosmaina dkk (2003) meneliti tehadap tanaman pisang, kemudian pada tanaman
jeruk sudah diteliti oleh Karsinah dkk (2002), selanjutnya Julisaniah (2008)

meneliti tanaman mentimun dan Pandin (2009) juga meneliti tanaman kelapa.
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Berdasarkan uraian tersebut, peneliti telah melakukan penelitian yang berjudul
Kekerabatan Genetic Pulasan (Nephelium Ramboutan-Ake(Labill.) Leenh) Di
Kabupaten Siak dan Bengkalis Berdasarkan Penanda RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA).

asi dan dalam

an asal kabupaten



1. TINJAUAN PUSTAKA

Indonesia merupakan negara penghasil buah-buahan tropis terbesar di Asia
Tenggara. Buah lokal di Indonesia keberadaannya sangat melimpah, namun
pemanfaatnnya belum.dilakukan secara optimal. Pemerintah masih mengimpor
buah dari luar negeri sehingga buah lokal yang ada di Indonesia kalah bersaing.
Untuk itu, diperlukan peningkatan produksi buah lokal yang lebih besar guna
menambah daya saing,.dj pasaran_internasional.r,Salah satu buah lokal yang
potensial dikembangkan adalah kapulasan (Nephelium ramboutan-ake (Labill.)
Leenh). Kapulasan menjadi salah satu kekayaan flora yang tidak ditemukan di
setiap daerah. Tanaman ini asli dart Indonesia yang tersebar di berbagai daerah
seperti Kalimantan Barat, Jawa Barat dan Sumatra Barat. Kemudian untuk di luar
negeri tanaman pulasan juga tersebar di Malaysia.dan thailan (Aman 1992).

Peran hortikultura, terutama buah-buahan Indonesia dalam meningkatkan
pendapatan petani maupun “devisa pnegara :'masin belum. . berarti, meskipun
permintaan buah tropis segar sampai dengan saat ini _masih sangat tinggi.
Budidaya buah tropis merupakan usaha pertanian yang memiliki prospek usaha
yang menguntungkan, ‘salah satu diantaranya adalah rambutan dan kapulasan.
Rambutan (Nephelium lappaceum L.) merupakan salah satu buah tropis yang
berkerabat dengan kapulasan (Nephelium mutabile Blume) yang tergolong dalam
famili Sapindaceae (Iskandar dkk, 2014).

Menurut Ediwirman (2011), keanekaragaman kapulasan mampu
menjelaskan hubungan kekerabatan secara umum, tetapi belum tentu memberikan
informasi karakternya secara spesifik. Untuk mendapatkan informasi tersebut

diperlukan suatu program karakterisasi dari plasma nutfah pada tingkat morfologi



dan molekuler. Karakterisasi morfologi sering dipengaruhi oleh faktor
lingkungan, sehingga penggunaan marka molekuler diharapkan dapat memberikan
gambaran karakterisasi dengan akurasi yang cukup tinggi dalam melihat
keragaman genetik individu, baik pada tingkat spesies maupun kerabat.

Eksplorasi-merupakan-kegiatan pelacakan atau penjelajahan, mencari,
mengumpulkan dan meneliti jenis plasma nutfah yang dilakukan untuk
mengamankan dari kepunahan, {Kusumo=et sal.. 2002). Kegiatan ini dilakukan
untuk menyelamatkan Kkultivar-kultivar lokal dan kerabat dekatnya yang masih
liar. Pendekatan awal dalam kegiatan ini adalah menginventariskan tanaman dan
diikuti dengan karakterisasi morfologi.
1. Botani Tanaman Kapulasan

Kingdom: Plantae (Tumbuhan), Subkingdom: Tracheobionta (Tumbuhan
berpembuluh), Super Divisi: Spermatophyta (Menghasilkan biji), Divisi:
Magnoliophyta® (Tumbuhan, “berbunga), Kelas: Magnoliopsida (berkeping
dua/dikotil), Sub Kelas: Rosidae, Ordo: Sapindales, Famili: Sapindaceae, Genus:
Nephelium, Spesies: Nephelium lappaceum L. (Anonim, 2017).

kapulasan (Nephelium mutabile Blume) yang tergolong dalam famili
Sapindaceae. Tanaman kapulasan seringkali sulit dibedakan dengan tanaman
rambutan. Buah rambutan dan kapulasan biasanya dimakan segar, rasanya ada
yang masam sampai manis seperti leci. Berbeda dengan rambutan, keberadaan
kapulasan saat ini sudah sangat langka, terutama diwilayah Riau. Nama kapulasan
berasal dari kata pulas dalam bahasa Melayu berarti sentuhan. Cara mengupas
buah ini melalui tindakan memutar buah dengan kedua tangan. Berdasarkan

pengamatan di lapangan, ditemukan beberapa jenis kapulasan dan sampai dengan



saat ini belum ada varietas (kultivar) kapulasan yang dilepas sebagai varietas
kapulasan unggul (Iskandar, 2014).

Rambutan dapat tumbuh baik pada lahan yang subur dan gembur serta
sedikit mengandung pasir, juga dapat tumbuh baik pada tanah yang mengandung
bahan organik atau pada tanah.yang keadaan. liat dan sedikit pasir. Pada dasarnya
tingkat/derajat keasaman tanah (pH) tidak terlalu jauh berbeda dengan tanaman
perkebunan lainnya di Indonesia-yaitu-antara,6, — 6, 7 dan kalau kurang dari 5,5
perlu dilakukan pengapuran terlebih dahulu. Kandungan air dalam tanah yang
diperlukan untuk penanaman pohon rambutan antara 100 - 150 cm dari
permukaan tanah. Pada dasarnya tanaman rambutan tidak tergantung pada letak
dan kondisi tanah, karena keadaan tanah dapat dibentuk sesuai dengan tata cara
penanaman yang benar (dibuatkan bedengan) sesuai dengan petunjuk yang ada.

Rambutan dapat tumbuh subur pada dataran rendah dengan ketinggian
antara 30- 500 - mdpl. Pada ketinggian dibawah 30 mdpl rambutan dapat tumbuh
namun tidak begitu baik hasilnya. Dalam budidaya rambutan angin berperan
dalam penyerbukan bunga. Intensitas curah hujan yang dikehendaki oleh pohon
rambutan berkisar antara 1.500-2.500 mm/tahun & merata sepanjang tahun. Sinar
matahari harus dapat mengenai seluruh areal penanaman sejak dia terbit sampai
tenggelam, intensitas pancaran sinar matahari erat kaitannya dengan suhu
lingkungan.

Tanaman rambutan akan dapat tumbuh dan berkembang serta berbuah
dengan optimal pada suhu sekitar 25°C yg diukur pada siang hari. Kekurangan
sinar matahari dapat menyebabkan penurunan hasil atau kurang sempurna
(kempes). Kelembaban udara yang dikehendaki cenderung rendah Kkarena

kebanyakan tumbuh di dataran rendah & sedang. Apabila udara mempunyai



kelembaban yang rendah, berarti udara kering karena miskin uap air. Kondisi
demikian cocok utk pertumbuhan tanaman rambutan (Anonim, 2017).

Perbedaan karakter antara rambutan dengan kapulasan seperti dapat dilihat
pada gambar 2:1. antara lain daun rambutan umumnya berbentuk elliptic,
sedangkan kapulasan lanceolate. Kerapatan malai bunga rambutan sedang sampai
rapat, sedangkan kapulasan sangat rapat. Buah rambutan ditutupi rambut
(spintern), sedangkan buah kapulasan tidak mempunyai rambut. Kerapatan tandan
rambutan rapat sampai sangat rapat, sedangkan kapulasan sangat jarang.

Kapulasan adalah kerabat terdekat rambutan (N. lappaceum L.). Keduanya
masuk dalam  suku lerak-lerakan (Sapindaceae). Tanaman ini memiliki
percabangan dan daun mirip dengan tanaman rambutan tetapi ukuran daun
kapulasan lebih-kecil dari pada daun rambutan. Buah kapulasan memiliki kulit
buah tebal dengan warna merah hingga merah tua. Bentuk buah kapulasan juga
mirip dengan buah rambutan-yaitu bundar telur dengan cita rasa manis dan sedikit
asam namun tidak - memiliki rambut. Kapulasan memiliki banyak manfaat. Batang
cukup keras sehingga sering digunakan untuk pembuatan peralatan rumah tangga.
Bijinya mengandung minyak nabati yang dapat digunakan untuk pembuatan lilin
dan sabun (BK-Kehati 2013).

Selain itu, bijinya dapat dimakan jika sebelumnya dipanggang dan rasanya
seperti kacang serta dapat dibuat menjadi bubuk dan dapat dimanfaatkan seperti
bubuk kakao. Buah kapulasan dapat dimakan langsung seperti pada rambutan,
digunakan sebagai bahan tambahan dalam es krim, puding, selai, sirup dan

dicampur dalam minuman seperti cocktails (Lim 2013).


https://id.wikipedia.org/wiki/Rambutan
https://id.wikipedia.org/wiki/Familia
https://id.wikipedia.org/wiki/Sapindaceae
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seperti buah rambutan, tetapi biji buah pulasan lebih keras, dan isinya agak kering
dan kasar dibanding rambutan. Berdasarkan pendekatan secara kemotaksonomi,
pulasan diduga memiliki efek farmakologis yang mirip dengan rambutan. Daging
buah (Aril) dengan warna berkilauan putih atau putih kekuningan setebal lebih

kurang 1 cm, testa menempel tipis dengan cokelat keabu-abuan yang memisahkan

dari benih. Rasa umumnya lebih manis daripada rambutan. Bentuk benih bulat
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telur, lonjong atau ellipsoid, warna biji coklat muda, agak gepeng di satu sisi,
dengan ukuran panjang 2 — 3,5 cm (Ling dkk, 2010).

Kapulasan tumbuh liar di hutan dengan ketinggian tempat antara 200 —
350 mdpl dan curah hujan 3000 mm per tahun. Kapulasan tersebar di India
(Assam), Burma (Myanmar), Semenanjung Malaysia, Singapura, Sumatera, Jawa,
Kalimantan, dan Filipina (Seibert 1992). Kapulasan dikatakan sebagai jenis
tanaman asli Jawa, Borneo, dan.Filipina (Clyde et al. 2005).

Kapulasan merupakan spesies tanaman yang  tumbuh ‘subur di daerah
tropis dengan kelembaban tinggi, 80% atau lebih, suhu udara 25 — 34°C dan curah
hujan 2000 — 5000 mm per tahun, namun musim panas juga penting untuk
mempercepat pembungaan. Habitat kapulasan biasanya terdapat di hutan dengan
tanah alluvial, dan tanah berpasir. Tanaman ini tersebar di India (Assam), Burma,
Indonesia, Malaysia, dan Filipina (Lim 2013).

2. Penanda Molekuler

Menurut Zulfahmi (2013), Keragaman tingkat genetik merupakan tingkat
keragaman yang paling rendah dalam organisasi biologi. Keragaman genetik
sangat penting bagi tanaman untuk beradaptasi terhadap perubahan lingkungan
yang terjadi disekitarnya. Informasi keragaman genetic tanaman pada tingkat,
individu, spesies maupun populasi juga perlu diketahui, sebagai dasar
pertimbangan dalam menyusun strategi konservasi, pemuliaan, pengelolaan dan
pemanfaatan sumberdaya genetik tanaman secara berkelanjutan. Penilaian
keragaman genetik tanaman juga dapat dilakukan dengan menggunakan penanda
morfologi, biokimia dan molekuler DNA.

Penilaian keragaman genetik tanaman secara morfologi dilakukan melalui

uji progeni, uji provenan dan pengujian lainnya dengan mengamati penampilan
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fenotipik tanaman. Pengujian ini dilakukan pada lingkungan yang berbeda dengan
fokus utama adalah ciri kualitatif dan kuantitatif yang bernilai ekonomi serta ciri
yang secara biologi penting seperti kemampuan hidup (survive), sifat toleran
terhadap stres lingkungan, sifat produksi dan resistensi terhadap hama dan
penyakit. Sebagian diantara eiri-ciri tersebut bersifat poligenik dan ekspresinya
dipengaruhi oleh lingkungan. Studi secara tradisional dengan metode genetika
kuantitatif, penilaian keragaman: idan=distribusi. keragaman dikelompokkan ke
dalam beberapa kelas,” seperti pengaruh fenotifik, ‘genotipe, lingkungan dan
interaksi antara lingkungan dan genotipe. Penentuan keragaman genetic tanaman
secara konvensional ini membutuhkan waktu yang lama, biaya yang digunakan
juga relatif mahal, dipengaruhi oleh keadaan lingkungan dan keragaman yang
diperoleh terbatas dan tidak konsisten.

Keterbatasan penanda morfologi ini mendorong perkembangan penanda
lain yang dapat langsung mengakses ke bagian, material yang mengendalikan
karakter atau ciri.suatu individu, yaitu yang dikenal dengan penanda molekuler
DNA. Penanda molekuler didefinisikan sebagai segmen DNA tertentu yang
mewakili perbedaan pada tingkat genom. DNA “merupakan sumber informasi
genetic yang potensial dan akurat. DNA. ditemukan dalam hampir semua sel
semua organisme, baik pada jaringan hidup maupun yang mati. Ditambah lagi,
jaringan tersebut dapat secara mudah disimpan di bawah kondisi lapangan.
Penanda molekuler ini memiliki keuntungan dibandingkan dengan penanda
morfologi, yaitu stabil dan dapat dideteksi dalam semua jaringan tanaman, serta
tidak dipengaruhi oleh lingkungan.

Penanda molekuler DNA yang ideal memiliki kriteria sebagai berikut: a)

memiliki tingkat polimorfisme yang sedang sampai tinggi, b) terdistribusi merata
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diseluruh genom, c) memberikan resolusi perbedaan genetic yang cukup, d)
pewarisan bersifat kodominan (dapat membedakan kondisi homozigot dan
heterozigot dalam organisme diploid), e) berprilaku netral, f) secara teknik
sederhana, cepat dan murah, g) butuh sedikit jaringan dan DNA sampel, h)
berkaitan erat dengan fenotipe,.i) tidak memerlukan informasi tentang genom
organisme. J) data mudah dipertukarkan antar laboratorium (Mondini et al., 2009;
Agarwal et al.; 2008; Weising etal; 2005).

Karakterisasi. morfologi tanaman adalah identifikasi terhadap tinggi
tanaman, bentuk daun, jumlah daun, jumlah buah, jumlah cabang, dan lain-lain.
Identifikasi secara morfologi memiliki kelemahan yaitu penampilan sering rancu
karena dipengaruhi oleh beberapa factor seperti faktor lingkungan, subjektivitas
peneliti (Hadiati' & Sukmadjaya, 2002).

Karakterisasi morfologi sering kali dipengaruhi oleh perubahan
lingkungan. Pengamatan merfologi juga harus memperhatikan umur tanaman,
karena perubahan umur mempengaruhi perubahan morfologi. Sifat genetik
cenderung stabil terhadap perubahan lingkungan, dan tidak dipengaruhi oleh
umur, sehingga penanda genetik dapat memberikan informasi yang relatif lebih
akurat (Pratamaningtyas, 1997);.Sukartini; 2001). Oleh karena itu harus diikuti
dengan identifikasi Molekuler (Dwiatmini dkk., 2003).

Penanda isozim juga dapat digunakan dalam analisis keragaman genetik
karena dikendalikan oleh gen tunggal dan bersifat kodominan dalam
pewarisannya. Kemudahannya yaitu mudah dilakukan dan membutuhkan bahan
dalam jumlah yang sedikit. Kemudian metode isozim juga telah banyak
dimanfaatkan oleh pemulia tanaman untuk mengidentifikasi varietas. Wardani

(1999) melakukan analisis isozim esterase dan peroksidae untuk memilih tetua
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tanaman tebu yang berpotensi produksi tinggi, di Indonesia, Rahayu & Hartana
(2002) meneliti kekerabtan marga Cucurbitaceae di Jawa menggunakan pewarna
isozim aspartat amino transferase (AAT), endopeptidase (END), asam fosfatose
(ACP), dan peroksidase (PRX).

Tabel 2.1. Perbandingan Antara. Penanda DNA RAPD, RELP, AFLP dan SSR
dalam Analisis Genetik Tanaman.

No. Parameter RAPD RFLP AFLP SSR
1. Prinsip Amplifikasi Retriksi Retriksis Amplifikasi
DNA; Primer dengan dengan DNA dan
acar endonuklease, ' endonuklease perlu
hybridisasi DNA, perlu pasangan
pasangan primer
primer spesifik  spesifik
dan adaptor
2. Tipe polimorfism Perubahan basa Perubahan basa Perubahan Perbedaan
terdeteksi basa panjang
pengulangan
basa
3. Perlu = informasi Tidak Tidak Tidak Perlu
sekuens
4.  Metode deteksi Tidak Ya/tidak Yaltidak Ya/tidak
radioisotop
5. Reproducible Rendah Tinggi Tinggi Tinggi
6 Kebutuhan: DNA  0.02 10 0.5-1.0 0.05
(ng)
7.  Lokus amplified Dominan Kodominan Dominan Kodominan
terdeteksi
8.  Tingkat kesulitan =~ Rendah Sedang Sedang-Tinggi  Sedang-tinggi
9.  Kemampuan Sedang Rendah Sedang Tinggi
otomatisasi
10. Biaya per analisis ~ Rendah Ttinggi Tinggi Rendah

Sumber: Azrai, 2005 dan Pandin, 2010

2.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Penanda yang paling akurat adalah pada DNA (Rusnanda, 2003) karena
dapat mendeteksi variasi pada setiap fase perkembangan dan tidak dipengaruhi
lingkungan serta musim (Made & Marsum, 2004). Penanda DNA menganalisis
hubungan pada tingkat DNA, sehingga perubahan yang tidak terlihat dengan

penanda lainnya dapat diketahui dengan penanda DNA (Pandin, 2010).
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Saat ini telah berkembang teknologi DNA molekuler untuk analisis
genetik tanaman, yaitu Random amplified polymorphic DNA-Polymerase Chain
Rection (RAPD-PCR), Restriction Fragment Length Polymorphic (RFLP),
amplified Fragment length polymorphic (AFLP) dan simple sequence repeat
(SSR). Perbandingan antara penanda DNA tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Menurut Anggreini (2008) penggunaan Random Amplified Polymorphic
DNA adalah tekhnik analisis. BNA! yang menjadi sangat populer akhir-akhir ini.
Pendekatan metoda. ini ‘berkenan dengan analisis buta “DNA. Hal ini berdasarkan
kenyataan bahwa metoda ini tepat digunakan pada tingkat DNA. Disamping itu
pekerjaan ini dapat dilakukan dapat dilakukan dengan pengetahuan yang sedikit
tentang urutan DNA tertentu atau gen dari organisme yang diteliti. Khusus untuk
genetik serangga , hal ini merupakan perkembangan yang menggembirakan
karena metoda ini dapat memulai dilakukannya analisis genetik pada spesies baru
tanpa menunggu dana yang besar, waktu yang lama dan usaha yang lama. Metoda
RAPD itu sendiri- melibatkan penggunaan teknik polimerisasi DNA (Polymerase
Chain Reaction,PCR).

Metoda RAPD merupakan metoda baru untuk -mengidentifikasi sejumlah
besar polimorfisme DNA" pada genom.. .dengan cepat dan efisien. Tipe
polimorfisme ini membuat RAPD cocok untuk studi keanekaragaman genetik,
hubungan kekerabatan, peta genetik, sidik jari DNA.Sidik jari DNA banyak
digunakan untuk kasus paternity dan forensik. Metoda RAPD menggunakan
oligonukleotida pendek (biasanya 10 bp) sebagai primer yang akan berikatan
dengan bagian (sites) komplemennya . Metoda RAPD digunakan untuk

mendeteksi polimorfisme DNA yang digunakan sebagai genetik marker dan
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menentukan hubungan kekerabatan pada bermacam-macam tanaman dan serangga
hama (Anggraini, 2008).

Metode RAPD mampu menampilkan hasil dalam waktu yang relatif
singkat. Hasil dapat segera divisualisasi setelah proses amplifikasi DNA. karakter
yang muncul sangat banyak tergantung pada. primer yang digunakan. Kelemahan
metode ini adalah reproducibility yang rendah, namun kelemahan ini dapat diatasi
dengan konsistensi kondisi PCR (Prana & Hartati, 2003).

Maka RAPD bersifat lebih sederhana dibandingkan marka lainnya seperti
mikrosatelit atau Simple Sequence Repeat (SSR), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) ataupun Amplified Fragmen Length Polymorphic (AFLP)
(Bardakci, 2001). Hal ini dikarenakan teknik RAPD tidak memerlukan informasi
awal mengenai-urutan DNA genom organism yang diuji- maupun tiak memerlukan
probe DNA yang spesifik (Williams et al., 1990). Walaupun metode RAPD relatif
cepat, murah dan gampang dilaksanakan dibandingkan metode marka DNA lain,
konsistensi  atau- reproducibility hbhasil. PCR menjadi perhatian sejak
dipublikasikannya teknik ini. Primer RAPD dapat tidak cocok secara sempurna
pada urutan penempelan primer, akibatnya amplifikasi pada beberapa siklus
mungkin tidak terjadi, sehingga band tetap samar atau bahkan amplifikasi tidak
terjadi jika primer tidak berhasil menempel pada DNA cetakan (Lamboy, 1994).

Teknik RAPD didasarkan pada penggunaan primer sekuens Nukleotida
yang berubah-ubah untuk mengamplifikasi segmen genomik DNA acak melalui
pemanfaatan PCR (Polymerase Chain Reaction) sehingga menunjukan
polimorfisme. Polimorfisme yang teramati dengan menggunakan RAPD diyakini
karena adanya peruahan basa tunggal yang mencegah perpasangan primer dan

sekuens target, delesi sisi utama, insersi atau delesi yang modifikasi ukuran DNA.
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Keuntungan metode ini adalah set oligonukleotida yang sama dapat digunakan
untuk berbagai spesies organisme dan setelah amplifikasi selama 2 — 4 jam
polimorfisme dapat diamati secara langsung dengan agarose normal gel
elektroforesis (Nasir, 2002).

2.2. DNA (Deoxyribonucleic'Nucleic Acid)

Deoxyribonucleic Acid (DNA) merupakan material yang diturunkan dari
generasi ke generasi berikutnya«Gen disasun oleh suatu substansi yang disebut
dengan DNA (Deoxyribonucleic Acid). DNA bersama_protein dan molekul
Ribonucleic Acid (RNA) terdapat dalam inti sel. Ketiganya saling terkait untuk
membentuk kromosom yang merupakan komponen penting pada semua makhluk
hidup (Muladno, 2002).

DNA _tersusun oleh tiga komponen, ' yaitu. molekul gula pentosa
(deoxyribose), gugus fosfat dan basa nitrogen. Gula pentosa dan gugus fosfat
bersifat identik sedangkan basa nitrogen mempunyai susunan dan bentuk yang
berbeda dalam satu nukleotida dengan nukleotida lainnya (Muladno, 2002).
Menurut Noor (2008), terdapat empat macam basa nitrogen yaitu Adenin, Guanin,
Timin dan Sitosin. ‘Basa adenin dan guanin digelongkan sebagai basa purin,
sedangkan basa timin dan sitosin_sebagai basa pirimidin. Struktur molekul DNA
terdiri atas dua rangkaian nukleotida yang tersusun secara linier. Kedua rangkaian
yang saling berikatan terbentuk seperti tali berpilin sehingga molekul DNA
dikatakan double helix (heliks ganda).

Sel DNA berperan dengan cara mengendaliakan proses pembentukan
rantai protein. Dalam sel eukariot pembentukan protein berlangsung didalam
sitoplasma, sedangkan kromosom terdapat didalam inti, yang dikelilingi membran

inti. Antara DNA kromosom yang ada di dalam anti protein yang dibentuk di
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dalam sitoplasma diperlukan penghubung dan peranan ini dipenuhi oleh molekul
RNA. RNA dapat ditemukan baik di dalam inti maupun sitoplasma. Proses ini
berlaku bagi semua organisme, mulai virus, prokariot, dan eukariot (Yusuf, 2001).
Thenawijaya (1982) dalam Elfianis (2010) menyatakan, DNA berfungsi
untuk menyimpan informasi-.genetik secara-lengkap yang diperlukan untuk
mencirikan struktur semua protein dan RNA tiap-tiap spesies organisme dan
menempatkan  biosintesis sel.dan 'kemponen _jaringan secara teratur, untuk
menentukan aktivitas ~ organisme sepanjang siklus _hidupnya dan untuk
menentukan kekhususan organisme tertentu.. DNA berperan dengan cara
mengendalikan proses pembentukan rantai protein. Protein merupakan salah satu
senyawa penting dalam kehidupan organisasi, protein terdapat diberbagai bentuk
seperti enzim, protein pengangkut, protein cadangan antibody dan hormon.
Informasi genetik yang ada dalam DNA akan ditranskip menjadi RNA
messenger (MRNA) yang ada _di dalam inti sel dibantu oleh-enzim transkiptase,
selanjutnya mRNA akan keluar dari inti sel menuju ke sitoplasma untuk
membawa informasi dari DNA tersebut ke ribosom kemudian ditranlasikan
sehingga membentuk protein. Protein yang terbentuk sangat dibutuhkan bagi
metabolisme organisme untuk. perkembangannya dan akan mempengaruhi
karakter organisme tersebut. DNA sebagai unit keturunan terkecil, terdapat di
semua makhluk hidup mulai dari mikroorganisme sampai organisme tingkat
tinggi seperti manusia, hewan dan tanaman, tidak semua DNA memiliki fungsi
genetik dan banyak dari DNA organisme tingkat tinggi yang memiliki DNA non
genetik lebih banyak dari pada organisme tingkat rendah. DNA yang terdapat
dalam sel berupa DNA mitokondria, DNA kloroplas atau DNA penyusun

kromosom, sedangkan DNA yang terdapat dalam inti sel disebut DNA inti. DNA
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dapat diperoleh atau diekstrak dari berbagai macam organ seperti daging, darah,
sperma, ginjal, jantung, hati dan lomfah karena sel terdapat disemua organ
tersebut (Muladno, 2002).

Penggunaan DNA untuk analisis atau rekayasa genetik mengharuskan
DNA untuk diisolasi dan dimurnikan. Tahapan umum yang dilakukan dalam
isolasi DNA adalah lisis sel, pemisahan debris sel, dan penghilangan protein
(deproteinasi). Dinding sel (pada:-sel tanaman) dirusak secara fisik dan enzimatis,
sedangkan membran sel dirusak dengan penambahan detergen. Perusakan secara
fisik dapat dilakukan pada suhu 40 C untuk menjaga DNA agar tetap utuh.
Detergen yang digunakan dapat berupa sodium dodecyl sulfate (SDS) atau
cethyltrimethylammonium bromide (CTAB) (Deshmukh ‘et al. 2007, Harini et al.
2008). Proses. isolasi DNA juga dapat menggunakan ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) yang berfungsi mengkelat Mg 2+ , senyawa ionik yang dibutuhkan
oleh enzim deoksiribonuklease (DNase) (Wilson & Walker 2000).

Dalam ekstraksi DNA terdapat dua tahapan penting yaitu: pertama melisis
atau mendegrasi dinding sel, tahapan ini bertujuan untuk mengeluarkan DNA dari
dalam sel tanaman; kedua, mengekstraksi DNA, yaitu kegiatan memisahkan DNA
dari kontaminan yang ada. Teknik pemecahan dinding sel dapat dilakukan secara
fisik yaitu sel dipecahhkan secara mekanik dengan cara penggerusan jaringan
tanaman sehingga isi sel dipecahkan secara mekanik dengan cara penggerusan
jaringan tanaman sehingga isi sel dapat dikeluarkan. Pada tahap ini ditambahkan
ke dalamnya N, cair atau es kering untuk membuat jaringan tanaman menjadi
beku sehingga memudahkan dalam proses penggerusan (Taylor dkk., 1993).
Disamping itu menurut Rogers & Bendich (1994) menghancurkan dinding sel

dapat juga menggunakan buffer panas. Perusakan dinding dilakukan secara
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kimiawi dengan menggunakan senyawa-senyawa tersebut seperti Natrium Dodesil
Sulfat (Ethylene Diamnetetra Acetic Acid) dan lain-lain.

Enzim polifenol oksidase termasuk enzim nuklease yang dapat
mendegradasi rantai DNA dan dapat menyebabkan teroksidasinya senyawa
polifenol. Senyawa polifenol. . ditandai dengan warna cokelat pada jaringan
tanaman yang akan diekstak. Penambahan senyawa seperti 3- merkaptoetanol dan
polivinilpirolidon (PVP) perly, dilakukan: luntuk ,menghambat enzim polifenol
oksidase karena PP termasuk antioksidan yang dapat mencegah terjadinya reaksi
oksidasi dan - merkaptoetanol dapat mereduksi ikatan sulfida dari enzim
tersebut (Jonesy1995).

EDTA yang ada di dalam buffer ekstraksi berfungsi sebagai pengkelat ion
divalen Mg dan Ca** yang dapat menjadi kofaktor bagi enzim nuklease. Adanya
EDTA menyebabkan enzim nuklease menjadi tidak aktif (Rogers & Bendich,
1994). Sedangkan menurut, Faylor dkk., 1993;.Biofeedback, 1991, buffer CTAB
termasuk detergen kationik yang berfungsi untuk melisis-dinding sel jaringan
tanaman sehingga dapat menyebabkan isi sel dapat keluar. Selain itu buffer CTAB
dapat mendenaturasi protein dan melepaskan sebagian besar polisakarida dari
DNA, kedua kontaminan™ tersebut. dapat dihilangkan dengan ekstraksi
menggunakan pelarut kloroform.

DNA dapat dipisahkan dari senyawa-senyawa pengotor tersebut melalui
ekstaksi kloroform : isoamialkohol (24:1). Ekstraksi dengan pelarut organik
tersebut akan menyebabkan terbentuknya dua fase yaitu fase organik yang
mengandung pelarut organik dan fase air mengandung asam nukleat. Senyawa-

senyawa kontaminan berada diantara dua fase tersebut(Sambrook dkk., 1989).
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Penambahan kloroform : isoamialkohol sebaiknya dilakukan pada suhu
dibawah titik didih kloroform untuk mencegah terjadinya penguapan kloroform.
Titik didih kloroform adalah 61°C (Taylor dkk., 1993). Isoamialkohol berfungsi
untuk mengurangi banyaknya busa kloroform yang terjadi pada saat pengocokan
berlangsung (Davis dkk., 1994).

Pemisahan kedua fase tersebut akan menentukan ukuran panjang rantai
DNA vyang diperoleh. Ekstraksi-dengan] pengocokan yang kuat atau sentrifuge
berkecepatan tinggi akan menghasilkan DNA yang berukuran kurang dari 10 kb.
Seedangkan eksraksi dengan pengocokan secara perlahan atau sentrifuge
berkecepatan rendah akan diperoleh rantai DNA yang berukuran 10-30 kb. Sisa
pengotor yang masih ada seperti polisakarida dapat dihilangkan dengan
mengendapkan DNA dan membiarkan polisakarida tetap larut. Pengendapan DNA
dapat dilakukan dalam beberapa cara yaitu mengurangi konsentrasi garam dalam
buffer ekstraksi menjadi ~dibawah 0,5 M pada suhu +50°C atau dengan
menambahkan isopropanol sebanyak 2/3-1 volume atau penambahan etanol
sebesar dua volume (Rogers & Bendich, 1994).

Keberhasilan" ekstaksi DNA dapat dilihat dari jumlah DNA vyang
diperoleh, berat molekul dan kemampuan.DNA dalam reaksi enzimatik seperti
reaksi retriksi, polimerase ataupun ligase lain-lain. Tujuan dari ekstraksi DNA
adalah membuang dan memisahkan DNA dari komponen sel lainnya (polisakarida
dan metabolit sekunder) sehingga DNA vyang diperolen dapat dianalisis.
Keberadaan polisakarida dan metabolit sekunder dalam sel tanaman sering
menyulitkan dalam isolasi asam nukleat (Wilkins & Smarts, 1996).

Struktur polisakarida yang mirip dengan asam nukleat akan menyebabkan

polisakarida tersebut akan mengendap bersama dengan asam nukleat. Metabolit
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sekunder dan polisakarida juga dapat menghambat kerja enzim. Adanya
polisakarida dalam tannaman ditandai dengan kekentalan pada hasil isolasi DNA
yang menyebabkan kesulitan dalam reaksi PCR karena adanya penghambatan
aktivitas Tag Polymerase (Fang dkk., 1992 cit Porebski dkk., 1997).

2.3. Reaksi Berantal polimerase (PCR)

PCR merupakan suatu reaksi in-vitro untuk menggandakan sejumlah
molekul DNA target tertentu. dengan, €ara mensintesis molekul DNA baru yang
berkomplomen dengan molekul DNA target tersebut dengan bantuan enzim Taq
DNA Polimerase dan oligonukleotida sebagai primer dalam suatu mesin
thermocyler. Komponen-komponen yang dibutuhkan dalam PCR adalah: a)
Template DNA adalah molekul DNA untai ganda yang mengandung sekuen target
yang akan diamplifikasi. b) Primer, susunan primer merupakan salah satu kunci
keberhasilan PCR, pasangan primer terdiri dari 2 oligonukleotida yang
mengandung 18-28 nukleotida dan mempunyai 40-60% GC-content. ¢) Enzim
Polymerase adalah enzim yang mengkatalisis polimerisasi DNA. d)
Deoxynucleotide Triphosphate (dNTP) adalah bahan yang digunakan untuk
mensistesis untai DNA komplementer. e) konsentrasi-Mg>* merupakan hal yang
sangat penting. Konsentrasi ion_ini ‘mempengaruhi beberapa hal antara lain:
annealing primer, suhu pemisahan untai template dan produk PCR, spesifiktas
produk, pembbentuk primerprimer serta aktivitas dan ketetapan enzim
(Sulistyaningsih, 2007). Ada tiga tahapan dalam proses PCR vyaitu:

a. Denaturasi
Tahap denaturasi merupakan tahap awal reaksi yang berlangsung pada suhu
tinggi, yaitu 94°C hingga 96°C. Umumnya tahap ini dilakukan sampai 5 menit

untuk memastikan semua utas DNA terpisah. Tahap denaturasi bertujuan
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memisahkan utas ganda DNA menjadi utas tunggal dengan memutuskan ikatan
hidrogen antar pasang basa. Chakrabarti (2004) menyebutkan bahwa peran energi
panas dapat menggantikan fungsi enzim helikase, girase, dan protein pelindung
utas tunggal (PPUT) sekaligus pada proses replikasi DNA di dalam sel (in vivo)
b. Penempelan primer (annealing)

penempelan primer atau annealing pada suhu sekitar 42°C-65°C. Suhu
penempelan ini bersifat spesifik yang-merupakan rata-rata dari nilai Tm (melting
temperature) yang dimiliki masing-masing primer, yaitu forward (5’-end) dan
reverse (3°-end). Primer menempel pada bagian DNA cetakan yang memiliki
urutan basa komplementer dengan urutan basa primer. Tahap ini di dalam
replikasi sel berfungsi sebagai inisiasi sintesis DNA oleh primase untuk
membentuk RNA primer pada situs ori (Chakrabarti 2004).

c. Pemanjangan Primer (Extension)

Pemanjangan primer atau primer extension yang bertujuan memberikan
kondisi optimum bagi kerja enzim Tag polimerase dalam memanjangkan primer
guna membentuk utas DNA baru. Chakrabarti (2004) menyebutkan bahwa peran
Tag polimerase dapat menggantikan fungsi enzim. DNA polimerase 11, DNA
polimerase I, dan ligase di dalam replikasi sel. Amplifikasi DNA dilakukan
dengan pengulangan tahapan PCR sebanyak 30 — 40 siklus.

Produk PCR dari individu tanaman yang berbeda akan menghasilkan sekuen
yang berbeda pula. Perbedaan ini akan dapat dideteksi dengan gel agarose.
Konsentrasi gel agarose akan menentukan kemampuan pemisahan molekul-
molekul DNA. Semakin tinggi konsentrasi gel agarose, pori-pori gel akan menjadi
semakin rapat sehingga pemisahan molekul menjadi semakin selektif. Buffer

elektroforesis berfungsi untuk memberikan konduksi elektrik sehingga terjadi
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pemisahan molekul-molekul DNA. semakin besar kekuatan ionik dalam buffer
elektroforesis, akan menyebabkan konduksi elektrik yang terjadi semakin besar
sehingga pemisahan DNA semakin baik, akan tetapi menimbulkan panas yang
dapat mendenaturasi DNA.

Pada penelitian Julisaniah.et al (2008).dan Pandin (2009) agarose yang
digunakan pada konsentrasi 1%. Molekul agarose adalah polimer linier dari unit
disakarida berulang yang tersusumiatas D-galaktopiranosa dan 3,6 anhidro L —
galaktosa yang dihubungkan dengan ikatan 1,3 — glikosidik.“Menurut Brown
2003, Gel agarose dengan tebal 0,5 cm akan memaksa DNA dengan ukuran 5
sampai 60 kb bergerak melewati celah kerangka agarose ke arah anoda (karena
muatan positif pada gugus phosphatnya). Kecepatan migrasi DNA ditentukan oleh
beberapa faktor diantaranya ukuran molekul DNA, konsentrasi agarose,
konformasi molekul DNA, voltase yang digunakan, adanya etium bromide dan
komposisi larutan buffer.

3. Kabupaten Siak

Kabupaten Siak terdiri dari satuan dataran rendah dan satuan perbukitan.
Kabupaten Siak sebagian besar terdiri dari dataran rendah, dengan ketinggian 0-50
m dari permukaaan laut, meliputi_dataran banjir sungai dan rawa serta terbentuk
endapan permukaan. Kemiringan lereng sekitar 0°- 3° atau bisa dikatakan hampir
datar. Sedangkan satuan perbukitan mempunyai ketinggian antara 50 — 150 m dari
daerah sekitarnya, dengan kemiringan 3°-15°

Wilayah Kabupaten Siak merupakan bagian dari daerah yang tersusun dari
batuan sedimen tufa yang berombak sampai bergelombang. Batuan induk
didominasi batuan lempung (clay), silika, batu pasir dan batu lapis. Formasi ini

terdapat di daerah Minas. Jenis tanah yang dominan adalah tanah tropodulit atau
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setara dengan tanah pedzolik merah kuning pada perbukitan dan tropaquepst atau
setara dengan tanah alluvial yang sudah mulai berkembang pada bagian daratan
rendah, terutama di pinggiran sungai.

Tekstur tanah galuh lempung pasiran (sandy clay loam) dan galuh
lempung yang makin ke dalam.makin tinggi-kadar lempungnya. Struktur tanah
gembur_sampai gumpal menyudut untuk horison A dan gumpal menyudut untuk
horison B yang umumnya memiliki ‘Sifat' fermeabilitas yang rendah. Wilayah
alluvium 'merupakan daerah rawa-rawa yang terjadi karena gambut yang
mengalami proses sedimentasi dari sungai- sungai didekatnya.

Berdasarkan letak astronomis, seluruh Kabupaten Siak bila dilihat dari
iklim matahart, seluruhnya terletak di daerah trapis, sehingga iklim yang berlaku
di daerah ini juga iklim tropis dengan suhu udara berkisar antara 25°C sampai
dengan 37°C dan kelembaban udara 88,9% per bulan. Menurut klasifikasi iklim
Koppen, Kabupaten Siak dengan curah hujan yang hampir-merata di sepanjang
tahun. Jumlah hari hujan pada tahun 2013 mencapai 1.449 hari dan curah hujan
sebesar 35.108 mm. Pada tahun 2013 rata-rata curah hujan tertinggi terjadi di
Kecamatan Minas yakni 403 mm per bulan per tahun. Sementara jumlah hari
hujan paling banyak di Kecamatan Lubuk Dalam sejumlah 177 hari.

4. Kabupaten Bengkalis

Fisiografi wilayah Kabupaten Bengkalis diklasifikasikan sebagai berikut :
Cekungan Rawa, daerah ini dijumpai dibagian tengah, berupa cekungan tertutup
yang terdiri dari rawa gambut yang berasal dari bahan endapan aluvial. Bentuk
wilayah datar sampai cekung (0-3%) dengan drainase tidak bagus.

Bentuk ini mencakup 71% luas kabupaten yang tersebar di Kecamatan

Rupat, Rupat Utara, Bengkalis, Bantan, Bukit Batu dan Siak Kecil. Kemudian
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dataran, Fisiografi ini berasal dari endapan aluvial mencapai 21% dari luas
kabupaten. Bentuk wilayah pada unit fisiografi ini adalah bergelombang sampai
berombak (3-18%). Drainase sedang sampai baik. Disamping yang terbentuk dari

endapan aluvial, bentuk dataran ini juga berasal dari sabuk meander dan teras laut

tua. Unit ini terdap
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I11.  BAHAN DAN METODE

A. Tempat dan Waktu
Penelitian ini dilaksanakan di lokasi pengambilan daun segar (Kab. Siak
dan Kab. Bengkalis

erikutnya di  Laboratorium&Genetika dan Pemuliaan,

bahan yan an ul ola -adal: CTAB, Buffer
Tris-HCL, ED
dingin, Kloroform myl-alkohol, Bahan resis dan PCR
adalah Hot ¢ 2, K06, OPJ-20,

P08, 713, co i i Lcle rose, Buffer TAE 1x,

sentrifuge, mikropipet berbagai u aker glass, pemanas elektrik, mortal,
pestle, mikrotube, dan camera digital, timbangan.
C. Metode Penelitian

Secara umum gambaran prosedur penelitian dapat dilihat pada bagan

penelitian. Penelitian ini melalui beberapa tahap yaitu: a) koleksi sampel, b)

isolasi DNA, c) uji kualitas, d) seleksi primer, dan e) analisis data.
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D. Bagan Penelitian

Koleksi sampel

A 4

Isolasi DNA

&
&
[

L AN

E.1. Pengambilan Sampel

Sampel daun diambil dari dua Kabupaten yang ada di Provinsi Riau yaitu
Kabupaten Siak dan Bengkalis. 5 sampel di Kabupaten Siak dan 5 sampel di
Kabupaten Bengkalis (Tabel 3.1.), Sample daun muda segar kemudian
dimasukkan kedalam plastik yang berisi silica gel, sampel kemudian disimpan

sampai isolasi DNA dilakukan.
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Tabel 3.1. Genotype Pulasan

No Nama Sampel Pulasan Singkatan
1 Siak satu S1

2 Siak dua S2

3. Siak tiga S3

4 Siak empat

5 -

AN

ettt

o

Ekstrak:

Ambil sa

mikrotube uk

24 jam. Setelah ‘ edalam mortar dan
tambahkan 500 pl e' VP lalu digerus sampai
menjadi bubur. Kemudia an sampel ) elah menjadi bubur kedalam

£

mikrotubes 1,5 ml dan tambahkan lagi buffer sebanyak 500 pl.
2. Inkubasi

Selanjutnya pada tahapan inkubasi siapkan waterbath dengan suhu 65°C,
sambil menunggu waterbath panas, siapkan sterofom lalu bolongkan sterofom
dengan ukuran mikrotube kemudian letakan mikrotubes yang berisi sampel pada
bolongan di sterofom tersebut, hal ini dilakukan supaya sampel bisa mengambang

didalam waterbath, setelah waterbath panas baru masukan sampel nya selama 45
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menit. Kemudian setiap 15 menit sekali sampel nya di goyang-goyang agar tidak
menggumpal dan dan panas sampel nya merata. Setelah itu diamkan sampel pada

suhu ruangan selama = 15 menit.

3. Isolasi

kecepatan
Setelah dapat hasil pe ""' yang '1;'_ edalam mikrotube
yang baru dan tambahkan 500 ' nol ingin da aCl lalu simpan

dalam freezer se a1l , S dari freezer dan

Selanjutnya buang fase cair dan ambil pellet nya dan cuci kembali dengan
menggunakan etanol 70% lalu disentrifuse kembali dengan kecepatan dan waktu
yang sama. Kemudian buang fase cair dan pellet pada mikrotube di keringkan
selama + jam dengan cara menelungkup kan mikrotube yang beralaskan tissue.

Setelah + 1 jam tambahkan TE 50 ul dan simpan didalam freezer minimal 1 jam

sampai sampel akan digunakan ke tahap elektroforesis.
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4. Elektroforesis
Masuk pada tahapan elektroforesis siapkan agarose, cara membuat agarose
yaitu timbang agarose 0,50 g dan siapkan TAE 1x sebanyak 50 ml lalu masukkan

kedalam erlemeyer dan panaskan pada hotplate pada suhu 255°C dan kecepatan 7,

tergenangi, entri "" an 70 '1" alama Setelah itu gel

diletakkan pada‘Ge Rio-rad) untuk di dok asi dan melihat hasil DNA

sebanyak 2 ul. Lalu susun kedalam mesin PCR dan atur nama dan tempat
penyimpanan pada mesin PCR kemudian proses PCR akan berjalan selama 3 jam.

Selama menunggu proses PCR selesai buat agar dengan menggunakan
agarose 0,50 g dan siapkan TAE 1x sebanyak 50 ml, Masukkan kedalam
erlemeyer dan panaskan pada hotplate dengan suhu 255°C dan kecepatan 7,

tunggu sampai bening, Tambahkan 2,5 ul etidium bromide, matikan suhu dan
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kurangi kecepatan menjadi 4, Setelah homogen masukan kedalam setakan agar
dan simpan dalam freezer sampai beku.
Setelah proses PCR selesai dan agar sudah jadi masukkan leader sebanyak 2ul

pada lubangan sumur agar yang pertama kemudian masukkan sampel hasil PCR

ektrofoesis selama 60

menggunakan.g '
E.3. Analisis Dg * ‘
Data ya ap3 lah el resi 3lah ¢ q pa pita — pita
= £
diskrit den
genom dila

ladder menggunak are ) : Profil pita DNA
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Lokus

Individu




IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan metode CTAB (Cetyl
Trimetil Amonium Bromida). Metode ini memiliki, kelebihan dibandingkan
metode lain- yaitu. _mudah pelaksanaannya,  kemungkinan. adanya enzim
pendegradasi DNA lebih kecil dibandingkan metote lain (Rogers & Bendich,
1994) dalam Elfianis (2010), metode CTAB Iini dapatydiapilkasikan pada berbagai
jenis jaringan tanaman, seperti daun, benih dan lain-lain. Keberhasilan ekstraksi
DNA dipengaruhi oleh jenis tanaman, materil yang digunakan serta kandungan
kimia yang terdapat pada jaringan tanaman tersebut (Pharwati, 2009).

Dalam penelitian ini sampel pulasan yang digunakan adalah daun muda
segar yang helum terkontaminasi oleh serangga..Menurut Karsinah (1999) dalam
Elfianis (2010) daun muda segar menghasilkan DNA lebih banyak dibandingkan
dengan sampel dari daun tua. Hakini karena'daun muda tersusun dari sel-sel yang
tumbuh aktif, belum banyak mengandung polifenol dan senyawa metabolit
sekunder lainnya. Hasil isolasi DNA pulasan dengan metode CTAB dapat dilihat
pada gambar 4.1.

Produk amplifikasi yang-terlihat pada Gambar 4.1. menunjukan bahwa
produk ekstraksi DNA pulasan yang murni, dimana pita terlihat jelas pada gel
agarose saat divisualisasikan dan didokumentasikan, meskipun pada beberapa
sampel masih terlihat DNA yang dihasilkan belum murni yaitu diciri kan dengan
adanya pita-pita smear yang mengindikasiakn adanya kontaminan. senyawa
pengkontaminasi kemurnian DNA antara lain karbohidrat, protein dan senyawa

metabolic sekunder. Meskipun demikian kualitas DNA yang dihasilkan tersebut
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dapat digunakan untuk analisis RAPD karena analisis RAPD tidak memerlukan
tingkat kemurnian DNA sampel yang tinggi (toleran terhadap kemurnian DNA)

(Sobir et al. , 2005).

Nama o
genotype

PitaDNA —=>

Smear —>

Gambar 4.1. Hasil ekstraksi Pita DNA 10 sampel pulasan asal Siak dan
Bengkalis menggunakan metode CTAB.

Hasil ekstraksi daun. muda pulasan dengan metode Doyle dan Doyle
(1990) tidak langsung dapat memperoleh. pita DNAnya. Kemudian dilakukan
modifikasi dalam teknik ekstraksi. Dari beberapa kali optimasi teknik ekstraksi,
maka pita-pita  DNA pulasan berhasil divisualisasi. Teknik visualisasi
menggunakan gel doc yang sebelumya di. sentrifuse pada kecepatan 6000 rpm
selam 10 menit. Jika hasil visualisasi pada mesin Gel doc, pada sampel ekstraksi
yang menggunakan media agarose, terlihat berupa pita — pita, maka dapat
diindikasi bahwa proses ekstraksi yang dilakukan berhasil (ditemukan DNA
sampel yang diamati).

B. Variabilitas Genetic Pulasan
Primer RAPD memiliki panjang primer 10 bp yang dapat menempel secara

acak pada sekuen target homolognya dalam genom. Primer RAPD dapat
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mengamplifikasi DNA genom secara acak, tidak spesifik pada gen tertentu
sehingga mampu menggambarkan kondisi genom antar sampel secara
menyeluruh. Selain itu, pemilihan teknik RAPD karena mudah dilakukan, relative

cepat, serta secara ekonomi hanya menggunakan bahan dalam jumlah mikro

dari 150 bp
— 1500 mlah lokus
tertinggi ¢ 28"} itu masing —
masing ny ‘” primer K — 02

yaitu 2 lo . pita ) Jalan ini yaitu 120
pita. Jumlah pita pali ar "‘.; ysilkan '1‘_ 1€ yaitu sebanyak

42 pita, sed: an | i jikit di : er K — 06 yaitu

Tabel 4.1. Analisis pe an menggunakan sampel
p. Bengkalis.

Jumlah

Primer L okus Jumlah Pita
K -02 5’-GTCTCCGCAA-3 255 - 675 2 14
K - 06 5’-CACCTTTCCC-3 450 — 1000 4 12
OPJ-20 5’-AAGCGGCCTC-3 300 - 1500 9 42
P-08 5’-ACATCGCCCA-3 150 — 1000 9 35
Z-13 5’-GACTAAGCCC-3 300 -900 4 20
Total - - 26 120

Dilihat dari jumlah pita, primer OPJ — 20 menghasilkan jumlah pita yang

lebih panjang diikuti oleh primer P — 08 dibandingkan dengan panjang pita yang
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dihasilkan oleh primer K — 02 dan primer K — 06. Panjang pita untuk setiap

genotype pulasan pada masing — masing primer dapat dilihat pada Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Ukuran Pita (bp) Hasil Amplifikasi masing — masing primer terhadap
10 genotipe pulasan Kab. Siak dan Kab. Bengkalis.

Sampel
pulasan

Ukuran pita pada masing-masing primer (bp)

300 500 1000 950 550
780 500 500
740 300 300
350 250
300
B3 995
740
B4 650 995 500
740
B5 650 600 1000 995 750
255 500 900 950 500
780 500
740 300
350 250
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Pita DNA merupakan hasil berpasangnya nukleotida primer dengan
nukleotida genom tanaman. Oleh karena itu, semakin banyak primer yang
digunakan akan semakin terwakili bagian — bagian genom tanaman. Jumlah pita
yang dihasilkan setelah amplifikasi DNA dengan PCR sangat tergantung pada
primer mengenal homolognya pada cetakan DNA yang akan.digunakan (Tingey et
al., 1994) dalam (Karsinah dkk., 2001).

Genotype pulasan Siak-S1 dapat/ disimpulkan bahwa jumlah lokus yang
paling panjang terdapat pada primer OPJ — 20 yaitu 1100 bp. Sedangkan pada
primer P — 08 pada sampel pulasan Siak S1 tidak dapat mendeteksi pita DNA
pulasan tersebut. Akan tetapi keempat primer lainnya masih bisa mendeteksi pita
DNA pulasan sampel Siak S1. Hasil analisis pada primer K —02 di sampel Siak
S1 menghasilkan dua lokus dengan panjang pita 300 bp dan 675 bp. Kemudian
pada primer K — 06 hanya menghasilkan satu lokus dengan panjang pita 600 bp.
Dan pada primer Z — 13 menghasilkan empat lokus dengan-panjang pita mulai
dari 400 bp, 555 bp, 560 bp sampai 900 bp.

Hasil analisis pada genotype pulasan siak S2 dapat disimpulkan bahwa
lokus yang paling panjang masih terdapat pada primer OPJ — 20 dengan panjang
pita 1050 bp dan menghasilkan tujuh ‘lokus, selain primer OPJ — 20 yang
menghasilkan tujuh lokus pada primer P — 08 juga menghasilkan tujuh lokus
dengan panjang pita tertinggi yaitu 760 bp. Primer K — 02 menghasilkan dua lokus
dengan panjang pita mulai dari 300 bp sampai 675 bp, pada primer K — 06 hanya
menghasilkan satu lokus dengan panjang pita 600 bp. Primer Z — 13 menghasilkan
sebanyak tiga lokus dengan panjang pita mulai dari 350 bp, 555 bp dan 895 bp.

Lima primer tersebut dapat digunakan untuk mengukur panjang pita DNA
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genotype pulasan Siak S2 karena dapat mendeteksi panjang pita DNA genotype
pulasan Siak S2.

Analisis pada genotype pulasan Siak S3 dapat disimpulkan bahwa panjang
pita DNA yang tertinggi masih pada primer OPJ — 20 dengan panjang pita 1075
bp dan menghasilkan tiga lokus..Empat primerdainya (K —02, K — 06, P — 08 dan
Z — 13) tidak dapat mendeteksi panjang pita DNA pulasan sampel Siak S3.

Genotype pulasan siak .S4 menghasilkan panjang pita DNA yang tertinggi
tetap dihasilkan oleh primer OPJ — 20 dengan panjang pita tertinggi yaitu 1075 bp.
Pada primer K — 02 menghaslkan dua lokus dengan panjang pita mulai dari 300
bp dan 675 bp. Pada primer P — 08 menghasilkan satu lokus dengan panjang pita
400 bp, sedangkan pada primer K — 06 dan primer Z — 13 tidak dapat mendeteksi
panjang pita DNA pulasan genotype Siak S4.

Panjang pita DNA Pada genotype pulasan Siak S5 menghasilkan pita
tertinggi terdapat pada primer K — 06 dan primer P.— 08-yang sama — sama
memiliki panjang pita dengan panjang pita yaitu sepanjang 1000 bp, tetapi
memiliki jumlah lokus yang berbeda yaitu pada primer P — 08 memilik 7 lokus
dan primer K — 06 ‘hanya memiliki 3 lokus. Primer.K — 06 menghasilkan tiga
lokus sedangkan pada primer P - 08 menghasilkan tujuh lokus. Kemudian primer
K — 02 menghasilkan dua lokus dengan panjang pita 300 bp dan 675 bp, pada
primer P — 08 dan Z — 13 menghasilkan masing — masing tiga lokus dengan
panjang pita mulai dari 550 bp, 555 bp sampai 800 bp. Sedangkan pada primer
OPJ — 20 yang sebelum nya dapat mendeteksi panjang pita DNA sampel Siak S1,
S2, S3 dan S4 dan menghasilkan panjang pita DNA tertinggi sangat berbeda pada
sampel pulasan Siak S5 karna primer OPJ — 20 tidak dapat mendeteksi panjang

pita DNA pulasan Siak S5.
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Hasil analisis genotype pulasan asal Bengkalis B1 dapat disimpulkan
bahwa panjang pita DNA yang panjang dihasilkan oleh primer OPJ — 20 dengan
panjang pita DNA yaitu 1500 bp, pada primer K — 02 menghasilkan panjang pita
DNA yaitu 650 bp. Primer K — 06 menghasilkan panjang pita DNA tertinggi yaitu
625 bp, kemudian.pada primer-P.— 08 menghasilkan panjang.pita DNA yaitu 995
bp, sedangkan primer Z — 13 menghasilkan panjang pita DNA yaitu 750 bp.
Analisis kelima primer tersebut dapat-digunakan untuk mendeteksi panjang pita
DNA pulasan sampel Bengkalis B1.

Genotype pulasan asal Bengkalis B2 menghasilkan panjang pita DNA
tertinggi yaitu masih dihasilkan oleh primer OPJ — 20 dengan panjang pita 1500
bp, pada primer K — 02 menghasilkan panjang pita DNA yaitu 650 bp, kemudian
pada primer K= 06 menghasilkan panjang pita DNA yaitu 625 bp. Primer P — 08
menghasilkan panjang pita DNA yaitu 995 bp, pada primer Z — 13 menghasilkan
panjang pita yaitu 760 bp. /Kelima primer tersebut juga dapat digunakan untuk
mendeteksi panjang pita DNA genotype pulasan asal Bengkalis B2.

Analisis genotype pulasan asal Bengkalis B3 dapat disimpulkan bahwa
panjang pita DNA yang tertinggi terdapat pada primer OPJ — 20 dengan panjang
pita DNA 995 bp dan hanya primer OPJ —20.yang dapat mendeteksi panjang pita
DNA pulasan asal Bengkalis B3. Primer K — 02, K — 06, P — 08 dan Z — 13 tidak
dapat mendeteksi panjang pita DNA pulasan asal Bengkalis B3, jadi hanya primer
OPJ — 20 yang dapat digunakan untuk mengukur panjang pita DNA genotype
pulasan asal Bengkalis B3.

Panjang pita pada genotype pulasan asal Bengkalis B4 menghasilkan
panjang pita DNA tertinggi masih pada primer OPJ — 20 dengan panjang pita

DNA 995 bp. Primer K — 02 menghasilkan panjang pita DNA 650 bp. Analisis
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pada primer P — 08 menghasilkan panjang pita DNA yang tertinggi yaitu 500 bp,
sedangkan pada primer K — 06 dan primer P — 08 tidak dapat mendeteksi panjang

pita DNA pulasan Bengkalis B4. Hasil analisis ini dapat menyimpulkan bahwa

hanya primer K — 02, OPJ — 20, dan P — 08 yang dapat digunakan untuk mengukur

Gambar 4.2. Pola pita 10 genotipe pulasan asal Siak (S1, S2, S3, S4, S5) dan
Bengkalis (B1, B2, B3, B4, B5) pada primer K-02.
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Pada primer K — 02 dapat dilihat bahwa rata-rata panjang pita DNA
berkisar antara 250 bp — 750 bp dan menghasilkan pita DNA sebanyak 14 lokus.
Pada primer K — 02 sampel siak S1 menghasilkan dua lokus dengan panjang pita
300 bp - 750 bp. Pulasan asal Siak S2 juga menghasilkan dua lokus dengan
panjang pita 300 bp = 750 bp, kemudian pada genotype pulasan asal Siak S3 tidak
ada menghasilkan pita DNA sama sekali dapat disimpulkan bahwa primer K — 02
tidak dapat mendeteksi sampel-tersehut; selanjutnya pada genotype Siak S4 hanya
menghasilkan satu lokus dengan panjang pita 300 bp, dan ‘pada sampel S5
menghasilkan dua lokus tetapi lokus dengan panjang pita 300 bp — 750 bp.
Panjang pita masing-masing sampel dapat dapat dilihat pada tabel 4.2.

Kemudian pada genotype Bengkalis B1 menghasilkan dua lokus dengan
panjang pita 300 bp — 750 bp, lalu pada genotype B2 juga menghasilkan dua lokus
dengan panjang pita 300 bp — 750 bp, untuk genotype S3 tidak menghasilkan pita
DNA sama sekali, selanjut nya pada genotype B4+hanya menghasilkan satu lokus
dengan panjang pita 650 bp, dan pada genotype B5 menghasilkan dua lokus
dengan panjang pita 255 bp — 650 bp. Jadi secara keseluruhan dapat disimpulkan
bahwa penggunaan™ primer K — 02 pada genotype Siak dan Bengkalis
menghasilkan jumlah lokus yang tidak jauh berbeda antara sampel Siak dan
Bengkalis. Hasil pengamatan menunjukan bahwa primer K — 02 dapat
memvisualisasi delapan genotype pulasan asal Siak dan Bengkalis dengan panjang
pita relatif sama. Namun ada dua genotype satu genotype asal Siak S3 dan satu

genotype asal Bengkalis B3 tidak dapat divisualisasi oleh oleh primer K — 02 .
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S1 S2 S3 S4 S5 Bl B3 B3 B4 BS

AR

600 bp, kemua : ' silkan lokus sama
sekali, pada genoti | ga lokus ¢ , otype Siak S5

memiliki panjang pits diantz DNA asal Siak

lokus DNA dengan panjang pita & 00 bp. Jadi secara keseluruhan dapat
disimpulkan bahwa penggunaan primer K — 06 pada sampel Siak dan Bengkalis
ada sedikit perbedaan pada jumlah lokus yang dihasilkan oleh setiap genotype.
Hasil pengamatan menunjukan bahwa primer K — 06 dapat memvisualisasi enak
karakter genotype pulasan asal Siak (S1,52,S5) dan Bengkalis (B1,B2,B5).
Namun primer K — 06 juga tidak dapat mendeteksi empat karakter genotype

pulasan asal Siak dan Bengkalis.
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S1 S2 S3 S4 S5 B1 B2 B3 B4 BS

AT .1

antara 300 42 lokus. Pada
genotype lokus dengan
panjang pit ; dan S4 hanya
menghasilka ‘ pada sampel S5

kemudian pada genotype B5 me Silke am lokus dengan panjang pita mulai
dari 300 bp — 1000 bp.

Jadi pada penggunaan primer OPJ — 20 pada genotype pulasan Siak dan
Bengkalis dapat disimpulkan bahwa hampir semua sampel pulasan dapat
menghasilkan pita DNA dan primer OPJ — 20 juga dapat menghasilkan banyak
lokus di setiap sampel dan menghasilkan panjang pita tertinggi. Hasil pengamatan

menunjukkan bahwa primer OPJ — 20 dapat memvisiualisasi sembilan genotype
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pulasan asal Siak (S1, S2, S3, S4) dan Bengkalis (B1,B2,B3,B4,B5). Dan tidak

dapat memvisualisasi genotype asal Siak Sb5.
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Gambar 4.5. Pola pita pulasan genotype Siak (S1, S2, S3, S4,:S5) dan Bengkalis
(B1, B2, B3, B4, B5) pada primer P-08.

Pada primer P-08 dapat dilihat bahwa panjang pita DNA berkisar antara
150 bp — 1000 bp, dan menghasilkan pita DNA sebanyak 31 lokus. Pada genotype
Siak S1 tidak dapat menghasilkan, pitasDNA.'sama sekali, pada genotype S2
menghasilkan ‘tujuh lokus dengan panjang pita mulai dari 150bp-760bp,
kemuadian pada genotype S3 tidak dapat menghasilkan pita DNA sama sekali,
lalu pada genotype S4 hanya menghasilkan satu-lokus dengan panjang pita yaitu
400bp, dan genotype S5 menghasilkan tujuh lokus pita DNA dengan panjang pita
mulai dari 150bp-1000bp.

Pada genotype Bengkalis B1 dan B2 menghasilkan masing-masing lima
lokus dengan panjang pita mulai dari 250bp-995bp, pada genotype B3 tidak dapat
menghasilkan pita DNA sama sekali, selanjutnya pada genotype B4 hanya
menghasilkan satu lokus dengan panjang pita 500bp, dan pada genotype B5

menghasilkan lima lokus pita DNA dengan panjang pita mulai dari 250bp-995bp.
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Jadi secara keseluruhan dapat disimpulkan bahwa penggunaan primer P-08 pada
sampel pulasan Siak dan Bengkalis menghasilkan cukup banyak lokus pita DNA

meski pun ada tiga sampel pulasan yang tidak dapat di deteksi oleh primer P-08.

S1 S2 83 S4 S5 BI

B | L4 |

Gambar 4.6. Pola pita pulasan genotype Siak (S1, S2, S3, S4, S5) dan Bengkalis
(B1, B2, B3, B4, B5) pada primer Z-13.

Pada primer Z-13 dapat dilihat bahwa panjang pita DNA berkisar antara
300 bp — 900 bp,.dan menghasilkan,pita. DNA-sebanyak 19 lokus. Pada genotype
pulasan Siak S1 menghasilkan empat lokus pita DNA dengan panjang pita mulai
dari 400bp-900bp, kemudian pada genotype S2 menghasilkan tiga lokus dengan
panjang pita mulai dari 350bp-895bp, pada genotype S3 dan S4 tidak dapat
menghasilkan pita DNA sama sekali; dan pada genotype S5 menghasilkan tiga
lokus pita DNA dengan panjang pita mulai dari 550bp-800bp.

Pada genotype pulasan Bengkalis B1 menghasilkan tiga lokus pita DNA
dengan panjang pita mulai dari 350bp-750bp, pada genotype B2 menghasilkan
empat lokus dengan panjang pita 300bp-760bp, kemudian pada genotype B3 dan
B4 tidak dapat menghasilkan pita DNA sama sekali, dan pada genotype B5
menghasilkan dua lokus pita DNA dengan panjang pita 500bp-750bp. Jadi dapat

disimpulkan bahwa primer Z-13 pada sampel pulasan Siak dan Bengkalis
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menghasilkan jumlah lokus yang hampir sama banyak disetiap sampel pulasan,
tetapi ada juga beberapa sampel pulasan yang tidak terdeteksi oleh primer Z-13.
Hasil pengamatan menunjukkan bahwa primer Z-13 dapat memvisualisasi enam

genotype pulasan Siak (S1,S2,S5) dan Bengkalis (B1, B2, B5).

Gambar 4.7. ' S : (S1, S2, S3, S4,
‘ unakan primer K-

pertama terdiri dari dua genotope yaitu genotype Bengkalis B3 dan genotype Siak
S3, dimana keduanya tidak dapat divisualisasi oleh primer K-02. Kelompok kedua
dispisahkan pada dua kelompok besar, kelompok pertamanya terdapat satu
genotype saja yaitu genotype Bengkalis B4. Kelompok kedua terdiri dari genotype
Bengkalis (B2, B1) dan genotype Siak ( S5, S4, S2, S1).

Genotype Bengkalis B4 memiliki kemiripan hanya 80% dengan genotype

lainnya yang berada pad kelompok kedua. Genotype-genotipe pada kelompok dua
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memiliki kemiripan genetic sebesar 98%. Empat genotype diantaranya berasal
dari Siak (S5, S4, S2, S1) memiliki tingkat kemiripan hingga 100%. Begitu juga

dengan genotype Bengkalis (B5 dan B2) yang memiliki kemiripan hingga 100%.

UPGMA
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ne ari sa gkalis B4, B3 dan

B2, B1 yang memiliki hingga 98%, dimana genotype Bengkalis B2 dan Bl
memiliki kemiripan hingga 100%.

Kelompok kedua terdapat genotype pulasan asal Siak yaitu S5 yang
memiliki kemiripan hingga 72% dengan kelompok genotype Bengkalis B5, B2,
dan B1. Pada kelompok ketiga terdapat genotype Siak S2 dan S1 yang memiliki

kemiripan hingga 65% dengan kelompok genotype asal Bengkalis (B5, B2, B1)
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dan kelompok genotype Siak S5. Dimana genotype Siak S1 dan S2 yang memiliki

kemiripan hingga 100%.

UPGMA

bar 4.9. yang
menggunaka ok terpisah yaitu
genotype Siak mer OPJ-20 dapat
dilihat pada gambeg *-” atas terdapat pita DNA yang

ana. te
¥

%. Kelompok pertama memiliki

dapat divisualisai ole Q @‘ Japat dua kelompok besar,
semua genotype memiliki ke ‘
kemiripan hingga 75% yang terdiri dari dua kelompok genotype yaitu genotype
Bengkalis yaitu B4, B3 dan genotype Siak S4, S3. Dimana pada kelompok
genotype Bengkalis yaitu B4 dan B3 memiliki kemiripan hingga 100%, begitu
juga pada kelompok genotype S4 dan S3 yang memiliki kemiripan 100%. Dan

perbedaan pada kedua kelompok ini hanya 25%.
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Kelompok kedua memiliki kemiripan hingga 90%, yang dipisahkan oleh
kelompok genotype asal Bengkalis yaitu B5 yang memiliki kemiripan hingga 95%
dengan genotype Bengkalis B2 dan B1 dengan kelompok genotype asal Siak yaitu

S2 dan S1, dimana genotype asal Siak S2 dan S1 memiliki kemiripan hingga 99%.

N

fa”
o
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s
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o
e
e

hasil kekerabatan genotype pulasan asal Siak dan genotype Bengkalis hanya
mencapai 25%. Kelompok pertama terdiri dari genotype asal Bengkalis B4 dan
genotype Siak S4 yang memiliki kemiripan hingga 89%.

Kemudian kelompok kedua yaitu terdiri dari genotype asal bengkalis B5,
B2 dan B1 dengan genotype asal Siak S5 dan S2 yang memiliki kemiripan hingga

80%. Dimana kelompok genotype asal Bengkalis B5, B2 dan Bl memiliki
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kemiripan hingga 100%. Dan kelompok genotype asal Siak yaitu S5 dan S2

memiliki kemiripan hingga 91%.

UPGMA

yang pertama terdiri dari geno Bengkalis yaitu B5 yang memiliki
kemiripan hingga 79% dengan kelompok kedua.

Kelompok kedua terdiri dari genotype asal Siak S5 yang memiliki
kemiripan hingga 91% dengan genotype asal Bengkalis B1 dan genotype asal
Siak S2, dimana genotype Bengkalis B1 memiliki kemiripan hingga 93%. Ketiga

genotype tersebut memiliki kemiripan hingga 88% dengan kelompok genotype

yang terdiri dari genotype asal Bengkalis yaitu B2 dan genotype asal Siak yaitu



N ueeyesndidg

iy disay yejepe il udwnyo(]

ISJIAIU

nery we[sy sej

51

S1. Dimana genotype asal Bengkalis B2 memiliki kemiripan hingga 92% dengan
genotype asal Siak S1.
Adanya primer yang tidak menghasilkan pita mengindikasikan bahwa

primer-primer tersebut tidak mempunyai homologi dengan DNA cetakan, karena

DNA te

‘A &

At
@
>
=]
&
O
Z
>

sekunder

menggamb:z

merupakan

3

tanaman,
genom, seh

Sebaran situ
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Tabel 4.3. deskripsi 10 genotype pulasan di Kab. Siak dan Kab. Bengkalis

Nama Lokasi Karakter Pohon
) Tinggi pohon Bentuk Pola
sampel Asal Jenis tanah (m) Kanopi percabangan
Siak 1 SZT)??' Gambut 8 Lingkaran Jarang
Siak 2 Sunga| Gambut 3 S_etengah Jarang
apit Lingkaran
Siak 3 Sungal Sl 10 Oval Padat
apit bergambut
Siak 4 Sungal (g e Lingkaran~| Padat terkulai
apit bergambut
: Sabak Mineral
Siak 5 bih bergambut 10 Oblong Jarang
Bengkalis | Simpang | Mineral .
1 ayam bergambut 6 Oblong | Jarang terkulai
Bengkalis | «Ketam Gambut .
> outih berpasir 2 Oblong | Jarang terkulai
Bengkalis | Ketam Mineral .
3 outih bergambut 5 Oval Jarang terkulai
Bengkalis | Simpang Setengah
4 Ayam Gambut 4 lingkarar Menyebar
Bengkalis e Gambut 5 Oval Padat
5 putih

Genotype pulasan Kab. Siak'dan-Bengkalis terdapat dipekarangan rumah

penduduk, ada yang tumbuh sendiri nya da nada yang ditanam oleh masyarakat

setempat. Jenis tanah di Kab. Siak dan Bengkalis umum nya adalah tanah gambut,

akan tetapi pada bagian atas.terdapat tanah.mineral melapisi dan gambut ini

dikategorikan mineral bergambut.

Bentuk kanopi tanaman pulasan sangat beragam, hal ini terjadi karena

dipengaruhi oleh lingkungan. Tanaman yang mendapat pencahayaan penuh yaitu

terdapat pada genotype Siak 3, Siak 4 dan Bengkalis 5. Kebanyakan diantara nya

ternaungi atau tumbuh bersama — sama dengan tanaman lainnya yang berukuran

sama atau bahkan lebih tinggi dari pulasan. Cabang kanopi tumbuh dengan

percabangan yang tidak beraturan.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa secara
0. primer OPJ — 20 karena

keseluruhan, penanda.RAPD yang paling baik ada

dan Bengkalis
menghasil — 1500 bp.
Jumlah lo 3engkalis juga
menghasilk total 26 lokus.
Hasil analis 2. menghasilkan

dalam populasi

pulasan asal K - 02
menghasilkan | r K — 08 hanya
menghasilkan 65¢ asan asal kabupaten
Siak dan Bengkalis. 0 juga menghasilkan 65%

hubungan kekerabatan antar gena di kabupaten Siak dan Bengkalis.
Analisis pada primer P — 08 genotipe pulasan asal kabupaten Siak dan kabupaten
Bengkalis hanya memiliki hubungan kekerabatan 25%. Primer Z — 13
menghasilkan hubungan kekerabatan sebesar 78% pada genotype asal kabupaten
Siak dengan genotype asal Bengkalis. Dalam populasi antar Siak dan Bengkalis

menghasilkan hubungan kekerabatan 70 — 100% pada genotype Siak, sedangkan

pada genotype Bengkalis menghasilkan 80 — 100% hubungan kekerabatan.
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B. Saran
Perlu menggunakan jumlah sampel yang lebih banyak lagi. Memerlukan
analisis RAPD pada tanaman pulasan dengan menggunakan lebih banyak primer

yang berbeda. Analisis dilakukan dengan kualitas DNA yang lebih murni.
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