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PRAKATA

egala Puji Syukur dipanjatkan ke hadirat Allah SWT sehingga Prosiding Panduan Seminar

Nasional Silvikultur V dan Kongres Masyarakat Silvikultur IV ini dapat diselesaikan.

Kegiatan ini merupakan kerjasama Fakultas Kehutanan Universitas Lambung Mangkurat
dan Masyarakat Silvikultur Indonesia (MASSI) yang dilaksanakan pada tanggal 23 Agustus 2017
bertempat di Hotel Novotel Banjarbaru, Kalimantan Selatan.

Prosiding ini merupakan salah satu luaran Seminar Nasional Silvikultur V yang berisi
kumpulan artikel ilmiah yang telah dipresentasikan dalam seminar. Sebagian artikel juga telah
dipublikasi dalam Jurnal Hutan Tropis. Artikel ilmiah ini mewadahi gagasan, visi, temuan, verifikasi
dan solusi dari berbagai hasil kajian teori dan penelitian empirik yang dilakukan oleh kalangan
akademisi, peneliti, praktisi, dan pegiat silvikultur di Indonesia.

Prosiding ini diharapkan dapat membantu pembaca untuk mendapatkan gambaran menge-
nai isu-isu penting Silvikultur dan bidang keilmuan lain yang mendukung dan saling berkaitan
dengan Silvikultur.

Pada kesempatan ini kami mengucapkan terima kasih kepada Gubernur Provinsi
Kalimantan Selatan, Rektor Universitas Lambung Mangkurat, Kepala Dinas Kehutanan Provinsi
Kalimantan Selatan, Ketua Masyarakat Silvikultur Indonesia, Dekan Fakultas Kehutanan Unlam,
PT Adaro Indonesia, PT Tunas Inti Abadi, PT Jorong Barutama Grestone, PT Fitria Residence
dan parapihak yang telah berkontribusi positif dalam pelaksanaan acara Seminar dan Kongres.
Penghargaan dan apresiasi juga disampaikan kepada panitia pelaksana yang telah bekerja keras
sehingga kegiatan ini dapat terlaksana.

Akhirnya, semoga prosiding ini dapat bermanfaat dan apabila ada kekurangan dengan
senang hati kami menerima masukan dan saran untuk perbaikan di masa mendatang.

Banjarbaru, Juni 2018
Ketua Panitia
Dr. Hamdani Fauzi, S.Hut, M.P, IPM
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TERM OF REFERENCE
SILVIKULTUR UNTUK PRODUKSI HUTAN LESTARI DAN RAKYAT
SEJAHTERA

LATAR BELAKANG

Hutan tropika basah di Indonesia terdiri dari berbagai tipe hutan antara lain hutan dataran
rendah, hutan pegunungan, hutan bakau, hutan rawa, hutan rawa gambut, hutan kerangas dan
hutan pantai. Masing-masing hutan tersebut mempunyai susunan jenis dan struktur yang
berbeda. Demikian pula tanah-tanah tempat tumbuhnya serta ketinggian tempat dari permukaan
laut. Oleh karena itu sistem silvikultur yang dipilih untuk diterapkan pada masing-masing tipe
hutan tersebut tidak perlu dan tidak dapat diseragamkan, jadi harus disesuaikan menurut kondisi
tipe hutannya.

Saat ini hampir semua tipe hutan mengalami kerusakan oleh berbagai macam faktor yang terus
berlangsung yang mengancam keberadaan hasil hutan dan keanekaragaman hayati. Di sisi lain
adanya kebutuhan akan hasil dan jasa hutan dalam rangka mendukung kehidupan umat manusia
Untuk memenuhi kondisi tersebut, perlu diterapkan teknik silvikultur yang mampu meningkatkan
produktivitas hutan. Peningkatan produktivitas hutan dapat dilakukan dengan teknik yang mene-
rapkan prinsip-prinsip penting dalam pengelolaan hutan.

Sesuai dengan asas kelestarian hasil yang mendasari pengelolaan hutan maka pemilihan
sistem silvikultur memerlukan pertimbangan yang seksama mencakup keadaan/tipe hutan, sifat
silvik, struktur, komposisi, tanah, topografi, pengetahuan profesional rimbawan dan keberadaan
masyarakat sekitar hutan. Pemulihan fungsi hutan memerlukan penerapan sistem dan teknik
silvikultur yang tepat dalam rangka mewujudkan kelestarian produksi hutan dan kesejahteraan
masyarakat di dalam dan sekitar hutan.

Seminar Nasional Silvikultur ke-5 ini diselenggarakan sebagai wadah komunikasi ilmiah
tentang perkembangan penelitian dan aplikasi teknik-teknik silvikultur dalam rangka memulihkan
fungsi hutan secara lebih baik dalam segala aspeknya. Seminar ini juga merupakan rangkaian
agenda seminar tahunan yang diselenggarakan oleh Masyarakat Silvikultur Indonesia (MASSI)
yang dibarengi dengan Kongres MASSI dalam rangka meningkatkan peran silvikulturis agar
semakin nyata dalam mendukung kebijakan pengelolaan hutan secara nasional.

TUJUAN SEMINAR
Mempublikasikan hasil penelitian, pemikiran dan pengalaman yang berkaitan dengan
Silvikultur dalam rangka meningkatkan Kesejahteraan Rakyat dan Produksi Hutan Lestari.

TEMA SEMINAR
“SILVIKULTUR UNTUK PRODUKSI HUTAN LESTARI DAN RAKYAT SEJAHTERA”
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TEMA KOMISI

A. SILVIKULTUR DALAM PENGELOLAAN LAHAN BASAH

A. SILVIKULTUR DALAM RESTORASI LAHAN TERDEGRADASI PASCA PENAMBANGAN
DAN REHABILITASI DAS

B. TEKNOLOGI PENGADAAN BAHAN TANAMAN

C. PERLINDUNGAN HUTAN, AGROFORESTRI DAN PERHUTANAN SOSIAL

D. SILVIKULTUR UNTUK ENERGI BIOMASSA

PEMBICARA & TOPIK

Keynote Speaker (tentative)

1. Ir. Bagus Herudoyo Tjiptono, M.P (Direktur Kesatuan Pengelolaan Hutan Lindung,
Kementerian Lingkungan Hidup dan Kehutanan RI):
Kebijakan Rehabilitasi DAS bagi Pemegang ljin Pinjam Pakai Kawasan Hutan (IPPKH)

2. Dr. Hanif Faisol Nurofig, S.Hut, M.P (Kepala Dinas Kehutanan Provinsi Kalimantan
Selatan):
Kebijakan Revolusi Hijau di Kalimantan Selatan dalam Kerangka Kelestarian Hutan dan
Kesejahteraan Masyarakat”

Invited speaker

1. Prof. Dr. Ir. Yudi Firmanul Arifin, M.Sc, IPU (Guru Besar Fakultas Kehutanan
Universitas Lambung Mangkurat) :
Silvikultur dalam Pengelolaan Lahan Basah

2. Dr. Budiadi, M.Agr.Sc (Akademisi Fakultas Kehutanan UGM, Dekan):
Sistem Silvikultur Berbasis Agroforestri

3. Dr. Irdika Mansyur, M.Sc (Akademisi Fakultas Kehutanan IPB, ):
Silvikultur Dalam Restorasi Lahan Terdegradasi Pasca Penambangan

4. Ir. Lamris ,MSc (Badan Kejuruan Teknik Kehutanan-Persatuan Insyinyur Indonesia):
Insinyur Profesional Kehutanan dan Etika Profesi

5. PT Adaro Indonesia : Pengalaman Rehabilitasi DAS Pemegang IPPKH

6. PT Tunas Inti Abadi : Pengalaman Rehabilitasi DAS Pemegang IPPKH

7. PT Jorong Barutama Grestone : Pengalaman Rehabilitasi DAS Pemegang IPPKH

WAKTU & TEMPAT

Seminar Nasional Silvikultur ke-5 dan Kongres Masyarakat Silvikultur Indonesia k-4 tahun 2017
serta acara lainnya diselenggarakan pada hari Rabu, 23 Agustus 2017 di Hotel Novotel Banjar-
baru, Kalimantan Selatan, pada hari Kamis, 24 Agustus 2017 diselenggarakan acara wisata
dengan paket wisata ke Pasar Terapung, Pulau Kembang, Soto Bang Amat dan Pusat Permata
Cahaya Bumi Selamat Martapura.

PESERTA DAN PEMAKALAH KOMISI

Peserta dan Pemakalah Komisi Seminar Nasional sebanyak ( ) orang yang merupakan:
» Akademisi (Dosen dan Mahasiswa),
» Penyuluh, Petani, Praktisi, LSM dan masyarakat umum pegiat Kehutanan
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» Peneliti dan Birokrat di lingkungan Kementerian, dan Lembaga Pemerintah
» Lembaga Swasta Nasional

PUBLIKASI ILMIAH:
Semua makalah yang telah dipresentasikan dan ditelah oleh editor dipublikasikan secara
online dalam Prosiding Seminar Nasional Silvikultur V atau Jurnal Hutan Tropis.

AGENDA ACARA
Waktu (Wita) | Kegiatan
23 Agustus 2013
07.15-08.15 Registrasi Peserta dan Pemakalah Komisi
08.15-08.30 Pra kondisi
08.30-09.30 Pembukaan
Lagu Indonesia Raya
Lagu Mars Rimbawan
Persembahan Kesenian Daerah Banjar
Laporan Ketua Panitia
Sambutan Ketua MASSI
Sambutan Rektor Unlam
Sambutan Gubernur Provinsi Kalimantan Selatan
Pemberian Award Apresiasi Rimbawan Kepada Gubernur Kalsel
Doa
Penutup
09.30-10.00 Coffee Break
10.00-11.00 Pemaparan oleh Keynote Speaker
11.15-12.30 Pemaparan dan Diskusi bersama Invited Speaker
12.30-13.00 Diskusi
13.00-14.00 Ishoma
14.00-17.30 Pemaparan dan Diskusi Per Komisi
Coffe Break
17.30-18.00 Penutupan
20.00-23.00 Kongres MASSI Ke-4
24 Agustus 2017
05.00-05.30 Persiapan Keberangkatan
05.30-07.00 Shalat Subuh
Perjalanan Menuju Pasar Terapung
07.00-09.00 Wisata di Pasar Terapung
09.00-10.00 Perjalanan Menuju Pulau Kembang
10.00-12.00 Wisata di Pulau Kembang
12.00-14.00 Ishoma (Soto Bang Amat)
14.00-15.30 Perjalanan Ke Pusat Permata Cahaya Bumi Selamat Martapura
Kembali Ke Banjarbaru




X

Prosiding Seminar Nasional Silvikultur V

3. Acara Seminar/Kongres dan
Fieldtrip . Ir. M. Muchtar Effendy, MS (Koord)
1. Hj. Adistina Fitriani, S, Hut, MP
2. Ir. Fonny Rianawati, MP
3. Khairun Nisa, S.Hut, MP
4. Farah Mabhritti

4. Humas, Publikasi & Dokumentasi
: Asysyifa, S.Hut, MP (Koord)
1. Syamani, S.Hut, MP
2. Agus Mulyawan, S Hut
3. Fatriani, S.Hut, MP

5. Transportasi & Akomodasi
: Ir. Budi Sutiya, MP (Koord)
1. Dr. Badaruddin H, S.Hut, MP
2. Nordiansyah, S.Hut
3. Ruslianor, A.md

6. Konsumsi
: Ir. Damaris Payung, MS (Koord)
1. Ir. Hj. Normela Rahmawati, MP
2. Ir. Hj. Noormirad Sari, MP
3. Arfa Agustina Rejekiah, S.Hut, MP
4. Juvita DM, S.Sos
5. Rofiah, S.Hut

7. Perlengkapan & Umum
- Ir. Gt. Seransyah Rudy, MP (Koord)
1. Eva Prihatiningtyas, S.Hut, MP
2. Rusmarliani, S.Hut

Demikian Surat Penunjukan ini dikeluarkan dan disampaikan kepada yang bersangkutan
untuk dilaksanakan sebagaimana mestinya

'\
£, W) Sunardi, MS
95701121982031001
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C-39

ANALISIS KERAGAMAN GENETIK BITTI (Vites cofassus REINW) DI
BULUKUMBA SULAWESI SELATAN DENGAN MIKROSATELIT

Andis, Asrul, Asmawati, Asti Mayang Pratiwi, Ramlah dan Gusmiaty
Fakultas Kehutanan Universitas Hasanuddin
e-mail: andispratama921@agmail.com.

ABSTRACT

Bitti ( Vitex cofassus Reinw) is an endemic tree to Sulawesi having high wood quality and
produces many useful products. Bitti stand located in Sulawesi, particularly South Sulawesi, has
been decreased since it is only propagated through seedling harvested under adult tree stand in
natural forest thus causing low genetic quality in its progenies. Information regarding genetic
diversity of a species becomes crucial factor in conservation and tree breeding strategies.
Utilization of molecular markers can distinguish homozygous and heterozygous genotypes at
level of individual. The objective of this study was to determine genetic diversity of Bitti from
Bulukumba, South Sulawesi, Indonesia. Data were analyzed using GenAlex 6.5, Darwin 6.0 and
online Polymorphism Information Content Calculator programs. Results showed that the genetic
diversity of Bitti was high. In addition, mean of expected He was > 0,50. Microsatellite primers
that could be wused in the analysis were CIRAD1TeakF05, CIRAD1TeakB03 dan
CIRAD3TeakEO6 primers. Genomic and molecular information may be beneficial for producing
superior seeds in order to support conservation and breeding programs of Bitti in South
Sulawesi.

Keywords: Bitti, genetic diversity, mikrosatelit marker.

PENDAHULUAN

Salah satu jenis pohon terpenting di Sulawesi adalah jenis Bitti (Vitex cofassus Reinw.) atau
dibeberapa daerah dikenal pula dengan nama gofasa. Kayu Bitti telah lama dimanfaatkan oleh
masyarakan Sulawesi Selatan sebagai bahan pemuat pinisi. Kayu Bitti juga banyak di
manfaatkan untuk kegunaan lain, seperti kayu bangunan (tiang, kusen, pintu, jendela, atap,
lantai, dan dinding), kayu pertukangan (furniture) di tingkat Internasional, kayu Bitti bayak di
ekspor dari Papua Nugini dan beberapa negara di kepulauan Pasifik lain ke negara pengimpor
besar contoh Jepang. Menurut Suhartati (2000), potensi tegakan Bitti khusnya di Sulaweis
Selatan semakin rendah. Bitti merupakan jenis pionir yang sangat banyak di temukan pada
areal hutan sekunder. Pernayakan tanaman umumnya menggunakan anaka alam yang dicabut
dari bawah tegakan sehingga kualitasnya kurang terjamin. Kondisi ini menyebabkan penurunan
kualitas dan produksi kayu Bitti.

Pemuliaan pohon merupakan suatu upaya yang dapat dilakukan untuk menghasilkan
perbaikan genetik dalam arti peningkatan hasil, baik secara kualitas maupun kuantitas dari
generasi ke generasi. Agar program pemuliaan Bitti dapat terarah dengan baik, sehigga tujuan
dapat tercapai, diperlukan strategi pemuliaan yang tepat. Stretgi pemuliaan pohon Bitti disusun
berdasarkan parameter tujuan pengusahaan, keragaman secara morfologi dan genetis serta

potensi hibrida.
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Keragaman genetic merupakan factor yang sangat berpengaruh dalam menyusun strategi
pemuliaan pohon. Karakter genetic suatu jenis pohon baik yang terdapat dalam satu tempat
tumbuh maupun yang berbeda propenansi dapat berbeda, hal ini disebabkan karena perbedaan
genetik. Hal ini akan menunjukkan sifat dan kekhasan suatu tegakan. Sehingga tegakan atau
propenansi yang memiliki karakter genetik yang baik dapat menjadi sumber yang tepat untuk
kegiatan pemuliaan pohon.

Pengamatan karakter morfologi hanya mengamati sifat yang tampak sehingga sangat
berpengaruh pada kondisi lingkungan. Sedangkan pada pengamatan karakter genetik, sifat
yang di amati adalah DNA yang sulit dipengaruhi lingkungan. Oleh karena itu, untuk mengetahui
tingkat varisi bitti antar propenansi dan dalam propenansi dapat dilakukan dengan melihat
karakter genetik. Selain itu, karagaman genetik sangat penting dalam upaya menyediakan
informasi bagi kegiatan pengembangan dan peningkatan hasil produksi serta upaya konservasi.
Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk mempersingkat waktu pemuliaan adalah
menganalisis secara molekuler. Berdasarkan hal tersebut maka penelitian tentang keragaman
genetik tegakan Bitti dengan menggunakan penanda molekuler perlu dilakukann.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan dalam pengambilan sampel di lapangan yaitu cutter, pita ukur, GPS,
tallysheet, kamera digital, gunting, alat tulis menulis, coolerbox, spidol permanen, kertas label
dan kantong klip plastik. Bahan yang dibutuhkan adalah es batu dan sampel daun bitti yang
diambil dari populasi pohon sebanyak 10 sampel di Hutan Sumber Benih Desa Mallelleng,
Kecamatan Kajang, Kabupaten Bulukmba, Sulawesi Selatan

Alat dan bahan yang digunakan untuk teknis analisis molekuler dengan penanda mikrosatelit
terbagi dalam tahap pekerjaan, yaitu tahap ekstraksi DNA, PCR, elektoforesis dan visualisasi
DNA. Alat dan bahan yang digunakan pada teknin analisis molekuler dapat dilihat pada Tabel
3.1.

Tabel 3.1. Alat dan bahan yang digunakan pada analisis molekuler

Tahapan Pekerjaan (Analisis DNA/Mikrosatelit)

Ekstraksi DNA PCR Elektroforesis Visualisasi DNA
Alat: Alat: Alat: Alat:
1) Sarung tangan karet 1) Sarung 1) Sarung tangan karet 1) Sarung tangan karet
2) Gunting tangan karet 2) Cetakan agar 2) UV Transiluminator
3) Lumpang porseline 2) Mikropipet 3) Gelas erlenmeyer (Gel Doc)
4) Spatula dan tip (500 ply 3) Kamera digital
5) Timbangan analitik 3) Centrifuge 4) Microwave
6) Mikropipet dan tip 4) Tube PCR 5) Mesin elektroforesis
7) Tube eppendorf (0,3 ml)
(1,5 ml)

8) Centrifuge

9) Waterbath

10) Vortex mixer

11) Freezer

12) Tube Eppendorf 2 ml
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Bahan: Bahan: Bahan: Bahan:
A. Kit Isolasi DNA Geneaid 1) DNA working 1) Agar Super Fine Cetakan agar yang berisi
terdiri atas: 2 ul Resolution (SFR) 3% DNA dari hasil
1) Larutan GP 1 Buffer 400 2) Primer SSR 6 gr elektroforesis
pl 1,25 ul 2) Buffer Tris Acetate
2) Larutan GP 2 Buffer 750 (primer F EDTA (TAE) 200 pl
pl 0,625 pl dan 3) DNA hasil PCR 3 pl
3) Larutan GP 3 Buffer 750 primer R 4) DNA ladder 3 pl
pl 0,625 pl) 5) Gelred 1,5l
4) Larutan 600ul wash 3) PCR mix
buffer kappa 2G fast
5) Larutan 400ul W1 6,25 ul
6) Larutan Elut 200 pl 4) ddH20 3 pl
B. Sampel daun bitti 0,02
gram

Keterangan: Jumlah takaran larutan di atas hanya untuk satu kali reaksi

METODE PENELITIAN
Pengambilan Sampel
Sampel yang digunakan adalah daun muda dari 10 tanaman bitti di Hutan Sumber Benih
Desa Mallelleng, Kecamatan Kajang, Kabupaten Bulukumba, Sulawesi Selatan. Sampel yang
diambil kemudian dimasukkan kedalam kotak box es, tujuannya agar daun yang di ambil tetap

segar.

Isolasi DNA

Sampel daun bitti ditimbang 200 mg tanpa tulang daun kemudian digerus hingga menjadi
halus (tepung) dengan menambahkan 500 pl buffer ekstraksi CTAB (Cetyl Trimentyl Ammonium
Bromide) (100mM TrisHcl pH 8,0 ; 20 Nm EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetat), 2% CTAB; 0,2 %
B (mercaptoetanol) dan divortex selama 15 detik, proses selanjutnya adalah proses lisis dinding
sel pada sampel yang dilakukan dengan menginkubasi tabung berisi sampel daun ke dalam
waterbath suhu 65° C selama 90 menit, sampel yang telah diinkubasi ditambahkan chloroform
isomalilalkohol 100ul dan dicampur secara perlahan-lahan disentrifugasi pada 10.000 rpm
selama 15 menit.

Supernatan atau cairan bening yang berada di atas sampel hasil sentrifugasi dipindahkan ke
dalam tabung baru dan ditambahkan 800 ul isopropanol kemudian isentrifugasi pada
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit dan endapan DNA dikeringkan selama semalam.,
endapan DNA yang diperoleh difurifikasi dengan menambahkan 500 pl buffer TE 1x (10mM
Tris-Hcl pH 7,5 Mm EDTA) dan 100 pl fenol, lalu dibolak-balik secara perlahan dan
disentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 10.000 rpm, supernatan dipindahkan ke dalam
tabung eppendorf baru dan ditambahkan ke dalam tabung 100 p1 kloroform, kemudian dibolak-
balik, selanjutnya disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan
diambil lalu ditambahkan 100 pl natrium asetat 3 M dan 800 pl isopropananol, lalu
disentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 10.000 rpm kemudian endapan diambil dan
dikeringkan selama semalam lalu ditambahkan 100 pl ddH.O dan disimpan dalam lemari

pendingan.
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Seleksi Primer

Seleksi primer menggunakan crossamplification yaitu dengan mencari primer di National
Centerfor Biotechnology Information (NCBI). Primer yang menghasilkan pita, baik dari jelasnya
pita maupun kemudahan dalam melakukan skoring menjadi pertimbangan untuk dijadikan
primer spesifik (Larekeng, 2015).

Seleksi primer dengan membuat beberapa reaksi PCR terhadap beberapa primer yang
berbeda pada kondisi yang sama dan menggunakan 5 sampel DNA yang sama, sehingga dapat
diketahui kondisi optimum serta tingkat variasi pita yang dihasilkan dari setiap primer. Primer
SSR yang diseleksi dari 10 primer yang berasal dari pohon jati (Tectona grandis Linn f.)
(Verhaegen et al., 2010) dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 3.2. Nama Primer dan Sekuen Primer SSR jati yang diseleksi

Motif . s o ™m Urutan
No. Nama Lokus Pengulangan Urutan Primer (5’ - 3’) (C) Alel (bp)

CIRADITeakF05 F-.CTTCTGCAACCCTTTTTCAC

1 AJ968931 (92)20 gt (g2)3 R:AGCCATATCTTCCTTTCTCT 51,3 | 589bp
CIRAD4TeakH09 F:GCAAACCAACCTTACT

2 AJ968943 (ga)14 R.CCGTTAGCACTCCATT 474 | 421bp
CIRAD2TeakC03 F:AGGTGGGATGTGGTTAGAAGC

3 AJ968935 (@17 R:AAATGGTCATCAGTGTCAGAA 54,35 | 805bp
CIRAD1TeakH10 F-CGATACCTGCGATGCGAAGC

4 AJ968933 (tc)16 R:CGTTGAATACCCGATGGAGA 56,5 | 643Dbp

. CIRAD4TeakD12 (92)4 tgaag (ga)11 | F.-CGCACACCAGTAGCAGTAGCC c6.45 | 3740
AJ968941 a (ga)d R:GCCGGAAAAAGAAAAACCAAA * P

. CIRAD1TeakBO03 (tc)5 tg (t0)8 (ac)5 | F-AACAACCCCTCCTCTCTTCACTA o505 | 3420
AJ968930 (n)65 (ac)14 R:CACTACCACTCATCATCAACACA : P
CIRAD3TeakA1l F: AAACCATGACAGAAACGAATC

7 AJ968936 (g2)16 R: TTGGGAATGGGAGGAGAAGT 53,4 | 598bp
CIRAD3TeakEOB F-GCGTCAACCACTTCAACCACCAG

° AJ968939 (9a)10ca(@a)2 | g CCTATTTTCTTCCCCTCCCTTCT 58,35 | 518 bp

o CIRAD3TeakBO02 (11 gc (i0)4 | FATGAAGACAAGCCTGGTAGCC 62 | 4380
AJ968937 ()62 (ac)7 R:GGAAGACTGGGGAATAACACG * P
CIRAD2TeakB07 F-GGGTGCTGATGATTTTGAGTT

10| Aj968934 (tc)14 R.CTAAGGAGTGAGTGGAGTTTT 52,6 | 709bp

Tm : Time malting
Sumber : (Verhaegen et al., 2010)

Analisis Keragaman Genetik menggunakan Mikrosatelit

Tahapan PCR dimulai dengan denaturasi awal 95 °C selama 3 menit, tahap denaturasi 95 °C
selama 30 detik, penempelan primer spesifik (suhu disesuaikan dengan masing-masing
pasangan primer) selama 50 detik, tahap elongasi 72 °C selama 1 menit, dan dilakukan
pengulangan siklus-siklus tersebut sebanyak 35 kali. Tahap elongasi terakhir pada suhu 72 °C
selama 5 menit. Hasil PCR bisa disimpan pada suhu 4 °C atau -21 °C untuk pemakaian dalam
jangka waktu yang lama.

Proses elektroforesis menggunakan metode (Seng et al., 2013). Cara kerja produk
amplifikasi PCR dipisahkan menggunakan gel SFR (Super Fine Resolution) 3% menggunakan
Buffer TAE 1x pada tegangan 100V selama 90 menit. Elektroforegram divisualisasi

menggunakan UV transiluminator dan didokumentasikan menggunakan kamera digital.
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Analisis Data

Penilaian hasil amplifikasi (scoring) setiap pita yang muncul pada gel merepresentasikan alel
diberi angka 1, diberikan apabila terdapat pita dan bila tidak terdapat pita diberi angka O.
Penilaian muncul atau tidaknya pita genetik dilakukan secara manual. Setiap pita DNA yang
terbentuk pada marka SSR menunjukkan posisi alel pada lokus. Satu marka SSR merupakan
satu lokus (Mulsanti, 2011; Fariza, 2014).

Data tersebut ditabulasi kemudian dianalisis dengan GENALEX 6 dan software Darwin 6.0.
Parameter keragaman genetik jumlah allel yang terdeteksi (Na), nilai heterozigositas harapan
(HE) dan koefisien inbreeding (FIS) dihitung menggunakan program GENALEX 6 (Peakall and
Smouse, 2006).Pengelompokan individu (klastering) dilakukan dengan menggunakan metode
Unweighted Pair-Group Methode Arithmetic (UPGMA) pada program Darwin 6.0. Hasil analisis
klaster tersebut ditampilkan dalam bentuk dendogram yang menunjukkan hubungan
kekerabatan suatu individu (Widyatmoko, 2011).

Kemampuan sebuah lokus dalam membedakan genotipe diukur berdasarkan nilai
Polymorphism Information Contect (PIC) dihitung menggunakan program online Polymorphism
Information Contect Calculator (Nagy et. al, 2012).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi Primer

Seleksi primer dilakukan untuk mencari primer yang dapat menghasilkan pita polimorfik,
tegas dan terang. Keberhasilan amplifikasi DNA sampel dengan primer menggunakan mesin
PCR berdasarkan pada kesesuaian primer yang digunakan. Seleksi primer dilakukan pada 10
primer yang dikembangkan oleh (Verhaegen et al., 2010). Sebanyak 3 primer dari 10 primer
yang diseleksi memperlihatkan pola pita polimorfik. Hasil seleksi primer dapat dilihat pada
Gambar 5.1, Gambar 5.2, dan Gambar 5.3. Gambar 5.1 merupakan elektroforegram hasil
amplifikasi PCR primer 1, Pitanya terlihat jelas, terang dan polimorpik. Gambar 5.2 merupakan
elektroforegram hasil amplifikasi PCR primer 6, Pitanya terlihat jelas, terang dan polimorpik.
ambar 5.3 merupakan elektroforegram hasil amplifikasi PCR primer 8, Pitanya terlihat jelas,

terang dan polimorpik.
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Primer 1

Gambar 5.1 Elektroforegram Hasil Amplifikasi PCR.
Keterangan:1-10=pita sampel Bitti.

Gambar 5.2 Elektroforegram hasil amplifikasi PCR
Keterangan=1-10 sampel bitti.

Primer 8

Gambar 5.3 Elektroforegram Hasil Amplifikasi PCR.
Keterangan=1-10 sampel bitti.
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Tabel 5.1. Primer-Primer Mikrosatelit yang telah diseleksi

Locus
name/genban . AI_IeIe
No K A Repeat Motif Primer Sequence (5°-3’) Tm (°C) size
accession (b )
no. p
Bp
CIRAD1TeakF F:CTTCTGCAACCCTTTTTCAC
L oos ()20t ()3 | g AGCCATATCTTCCTTTCTCT 513 200
, | CIRADITeakB gg)f’s ‘9 (S)ng F:AACAACCCCTCCTCTCTTCACTA cros | oo
03 R:CACTACCACTCATCATCAACACA ’
(ac)14 300
Bp
CIRAD3TeakE F:GCGTCAACCACTTCAACCACCAG
3 |os (@)10¢a(9a)2 | g.cCTATTTTCTTCCCCTCCCTTCT 58,35 200

Tm : Time malting

Primer yang diseleksi tidak menghasilkan pita yaitu CIRAD4TeakH09, CIRAD2TeakCO03,
CIRAD1TeakH10,CIRAD4TeakD12,CIRAD3TeakAll, CIRAD3TeakB02 dan IRAD2TeakBO07.
Keberhasilan amplifikasi DNA menggunakan primer tertentu salah satunya berdasarkan
kesamaan sequens antara genom dan primer. Seleksi primer pada setiap primer dapat berhasil
dengan kedekatan genetik setiap jenis secara taksonomi yakni dengan lintas subgenus, genus,
sub-famili dan famili (Chandra, dkk, 2011). Seleksi primer jenis Shorea menunjukkan
keberhasilan yang tinggi pada genus Shorea dan menurun apabila dilakukan terhadap jenis lain
meskipun dalam taksa yang sama yaitu Dipterocarpaceae. Hasil penelitian ini berbeda dengan
penelitian sebelumnya, seleksi primer yang dilakukan menghasilkan primer yang rendah
meskipun dilakukan pada famili yang sama (Nurtjahjaningsih, dkk., 2013).

Penyebab tidak terbacanya pita disebabkan oleh tidak sesuainya DNA template bitti dengan
primer yang digunakan dan primer yang digunakan berasal dari tanaman satu family (bukan

primer yang berasal dari bitti melainkan dari Pohon Jati).

Analisis Keragaman Genetik

Parameter keragaman genetik berupa jumlah allel yang terdeteksi (Na), nilai heterozigositas
harapan (He) dan nilai heterozigositas observasi (Ho) dihitung menggunakan program GenAlEx
6.5 (Peakall and Smouse, 2012). Parameter tersebut diperoleh dari hasil skoring keseluruhan
amplifikasi PCR secara manual dan ditabulasi kedalam program GenAlEx 6.5 dan program
online Polymorphism Information Contect Calculator (PIC) yang menghasilkan data informasi
pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Parameter yang mencirikan Keragaman Genetik Populasi Anakan Bitti

Primer Na He PIC Rata-rata He Rata-rata PIC
CIRAD1TeakF05 3 0,46 0,41 0,57 0,54
CIRAD1TeakB03 4 0,61 0,67
CIRAD3TeakE06 3 0,64 0,56

Keterangan : Na = Jumlah Alel
He = Nilai Heterozigozitas Harapan
PI1C= Polymorphism Information Contect Calculator

Tabel 5.2 menunjukkan bahwa anakan bitti yang diuji memiliki jumlah alel paling banyak alel
yaitu (Na= 4). Primer yang digunakan untuk menguji keragaman genetik anakan bitti
menghasilkan 3-4 pita pada setiap individu. Primer CIRAD1TeakFO5 menghasilkan pita
sebanyak 3 alel. Primer CIRAD1TeakB03 menghasilkan pita paling banyak sebanyak 4 alel dan
primer CIRAD3TeakEO6 menghasilkan pita sebanyak 3 alel. Primer-primer lainnya
menunjukkan pita yang dihasilkan monomorfik sehingga primer ini tidak dapat digunakan lagi.

Nilai heterozigositas pada tanaman bitti per lokus pada Primer CIRAD1TeakF05 yaitu (He=
0,46), nilai He pada Primer CIRAD1TeakB03 (He= 0,61) dan nilai He yang relatif paling tinngi
dibandingkan dengan primer yang lainnya pada primer CIRAD3TeakEO6 (He= 0,64), dengan
rata-rata nilai He dari setiap masing-masing primer (He= 0,57)).

Nilai Polymorphism Information Contect (PIC) yang dihasilkan dari ke 3 primer yang
digunakan adalah sebagai berikut: Primer CIRAD1TeakF05 sebesar 0,41, primer
CIRAD1TeakB03 sebesar 0,67, dan primer CIRAD3TeakEO6 sebesar 0,56. Nilai PIC yang
diperoleh berkisar antara 0,41-0,67, hal ini menunjukkan primer yang digunakan cukup
informatif untuk menganalisis keragaman genetik tanaman bitti. Penetapan nilai informatifnya
primer merujuk pada Botstein et. al. dalam Zulfiana, 2017 mengatakan bahwa, yang
menyatakan bahwa primer tergolong sangat informatif apabila memiliki nilai (PIC > 0,5), cukup
informatif (0,5 > PIC > 0,25) dan kurang informatif (PIC < 0,25).

Hubungan Kekerabatan Keseluruhan Individu pada Populasi

Berdasarkan Gambar 5.5 dendrogram kekerabatan genetik pada 10 sampel bitti yang diuji
terbagi menjadi 3 kelas kluster besar. Kluster 1, 2 dan 3 terdiri atas individu-individu yang
berasal dari provenansi sama yang memiliki hubungan kekerabatan genetik yang dekat. Kluster
1 merupakan kluster yang memiliki sub kluster yang terbanyak dibandingkan pada kluster 2 dan
kluster 3, kluster 1 terbagi menjadi 2 sub kluster. Sub kluster pada kluster 1 memiliki keragaman
genetic cenderung mirip dapat dilihat pada individu 7 dan 3.

Kluster 2 memiliki sub kluster mengelompokkan individu-individu yang memiliki hubungan
kekerabatan genetik dekat yang terdiri dari individu 9, 5 dan 6. Kluster 3 cenderung
mengelompok sendiri yang hanya terdiri dari individu 10, sehingga pada kluster ini tidak memiliki

kemiripan dengan individu lainnya.
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Upaya pemuliaan pohon di masa datang memerlukan variasi genetik di dalam dan antar
populasi. Upaya tersebut dilakukan dengan pembangunan kebun benih dengan bahan tanaman
berasal dari populasi yang berbeda dengan anak-anakan berasal dari pohon plus yang telah
dipilih. Hal ini bertujuan meningkatkan variasi genetik dalam populasi sehingga akan
menghasilkan benih yang berkualitas dan unggul secara genetik. Variasi genetik yang tinggi
akan mendukung suatu populasi untuk beradaptasi terhadap perubahan yang terjadi di

lingkungan sekitarnya serta keanekaragaman hayati akan terjaga (Mulyadiana, 2010).

Klaster 1

L Klaster 2

o 02 Klaster 3

Gambar 5.5 Dendogram Kekerabatan Genetiki bitti

KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan beberapa hal, sebagai berikut:
1. Primer yang dapat digunakan untuk analisis keragaman genetik bitti adalah
CIRAD1TeakF05, CIRAD1TeakB03 dan CIRAD1TeakEO06
2. Keragaman genetik bitti cenderung tinggi dilihat dari hubungan kekerabatan pada

keseluruhan sampel dan nilai Heterozigositas harapan rata-rata diatas 0,50.
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