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ABSTRACT

Genetic diversity value of offspring might indicate a reproductive success in a forest. Aim
in this study was to access genetic diversity values of offspring of Shorea leprosula from
different forest types. Leaf samples were collected from six population i.e. a plantation from
Carita, and five natural forests from Gunung Bunga A and B, SBK, ITCI and Gunung Lumut.
Using four microsatellite markers, the results showed that SBK population maintained high
value of genetic diversity. Values of expected heterozygosity (H,) ranged between 0.717
(Carita) and 0.836 (SBK). Values of coefficient inbreeding (F) were insignificant deviated
from Hardy-Weinberg Equilibrium, but the value was significant in SBK population. PCA
analysis demonstrated a cluster among Gunung Bunga A, SBK, ITCI, and Gunung Lumut.
Amova showed that different province significantly contributed 1% to the value of genetic
diversity of S. leprosula.
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ABSTRAK

Nilai keragaman genetik keturunan suatu jenis tanaman merupakan salah satu faktor
keberhasilan reproduksi dalam hutan. Tujuan dalam penelitian ini adalah untuk mengetahui
keragaman genetik keturunan/anakan Shorea leprosula dari populasi hutan alam dan tanaman.
Sampel daun dikumpulkan dari enam populasi yaitu 1 populasi dari hutan tanaman (Carita),
dan lima hutan alam di Kalimantan (Gunung Bunga A dan B, SBK, ITCI dan Gunung Lumut).
Menggunakan empat penanda mikrosatelit, hasil penelitian menunjukkan bahwa populasi
SBK mempunyai nilai keanekaragaman genetik tertinggi dibandingkan populasi lainnya.
Nilai heterozigositas yang diharapkan (He) berkisar antara 0,717 (Carita) dan 0,836 (SBK).
Nilai koefisien perkawinan kerabat (F) tidak signifikan menyimpang dari Hardy-Weinberg
Equilibrium, tetapi signifikan dalam populasi SBK. Analisis PCA menunjukkan klaster
antara Gunung Bunga A, SBK, ITCI, dan Gunung Lumut. Hasil Amova menunjukkan bahwa
provinsi yang berbeda memberikan kontribusi 1% terhadap nilai keragaman genetik anakan
S. leprosula.

Kata kunci: Shorea leprosula, anakan, keragaman genetik, microsatellite
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I. PENDAHULUAN

Keragaman genetik merupakan salah
satu faktor penting dalam mempertahankan
keberadaan suatu jenis. Suatu populasi dengan
keragaman genetik tinggi, mempunyai
kemampuan untuk mempertahankan diri
dari serangan penyakit dan perubahan iklim
ekstrim, sehingga mampu hidup dalam
kondisi lestari pada beberapa generasi.
Tingkat keragaman genetik merupakan
salah satu faktor penentu dalam keberhasilan
strategi pemuliaan maupun konservasi. Nilai
keragaman genetik suatu populasi tergantung
juga pada keberhasilan sistem reproduksi
pada populasi tersebut. Keragaman genetik
dapat dipertahankan apabila tidak terjadi
kawin sendiri (selfing) atau kawin kerabat
(inbreeding) (Tani dkk., 2009). Laju sistem
reproduksi bergantung juga pada sinkronisasi
fenologi pembungaan dan faktor lingkungan
seperti kerapatan dan tinggi pohon (Tani
dkk., 2009). Sinkronisasi pembungaan sering
tidak terjadi pada individu-individu pohon
baik di hutan alam maupun hutan tanaman
apabila tahun tanamnya berbeda atau berasal
dari provenan atau populasi yang berbeda.

Shorea leprosula adalah salah satu
anggota Dipterocarpaceae yang bernilai

ekonomi dan ekologi tinggi, merupakan
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tanaman dominan hutan tropis di Asia
Tenggara termasuk Indonesia. Di Indonesia,
sebaran alam jenis ini cukup luas, meliputi
Sumatera dan Kalimantan. S. leprosula
mempunyai gamet jantan dan betina pada
bunga yang sama (hermaprodite) dengan
sistem perkawinan dominan outcrossing yang
dibantu oleh serangga. Jenis ini memiliki
karakter pembungaan yang tidak teratur,
bahkan hingga empat tahun sekali berbunga.
Usaha konservasi in-situ, eks- situ (Glaubitz
dan Moran, 2000; Siregar, 2001; Soekotjo,
2001; Suseno, 2001) maupun strategi
pemuliaan pada jenis ini sudah banyak
dilakukan (Lemmens dan Soerianagara,
1994; Rudjiman, 1997; Sastrapradja dkk.,
1997; Lee, 2000; Rudjiman dan Adriyanti,
2002; Adriyanti dkk., 2005; Lestyaningsih
dkk., 2005; Nai’em dkk., 2005; Fukue dkk.,
2007; Sayektiningsih, 2010).

Mikrosatelit atau simple sequence
repeat (SSR) merupakan salah satu penanda
DNA yang mempunyai sekuen sederhana,
terdiri dari satu hingga enam basa yang
diulang, dan banyak dijumpai pada genom
tanaman (Tauntz, 1989; Chase dkk., 1996;
Butcher dkk., 1999; Tani dkk., 2009). Sekuen
mikrosatelit tidak diterjemahkan sebagai asam

amino pada sintesa protein (non-coding),
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bersifat ko-dominan dan diturunkan. Tingkat
polimorfisme yang tinggi menyebabkan
penanda mikrosatelit mampu membedakan
populasi, jenis dan individu yang berkerabat
secara genetik (Butcher dkk., 1999).

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui tingkat keragaman genetik anakan
dari enam populasi S. leprosula menggunakan
penanda mikrosatelit. Hasil penelitian ini
diharapkan dapat mengetahui keragaman
genetik anakan dari masing-masing populasi
untuk memilih dan menentukan jumlah
anakan yang akan digunakan untuk materi

genetik uji klon S. leprosula.

II. BAHAN DAN METODE

A. Deskripsi lokasi pengambilan sampel

Sampel daun anakan S. /eprosula
umur 1 tahun dikumpulkan dari persemaian
Balai Besar Penelitian Dipterokarpa,
Samarinda (Kalimantan Timur). Anakan
tersebut berasal dari 6 populasi yaitu
Carita (Jawa Barat), Gunung Bunga A
(GBA, Kalimantan Barat), Gunung Bunga
B (GBB, Kalimantan Barat), Sari Bumi
Kusuma (SBK, Kalimantan Tengah), PT.
ITCI Kenangan (ITCI, Kalimantan Timur)
dan Gunung Lumut (GL, Kalimantan Timur)

(Gambar 1). Populasi Carita merupakan
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hutan tanaman yang terletak di kawasan
hutan dengan tujuan khusus (KHDTK),
sedangkan lima populasi dari Kalimantan
merupakan hutan alam (Rayan dan
Cahyono, 2012). Populasi Gunung Bunga
merupakan hutan alam di areal izin usaha
pemanfaatan hasil hutan kayu (IUPHHK)
PT. Suka Jaya Makmur (PT. SJM), Tanjung
Bunga (Kalbar). Populasi SBK merupakan
hutan alam di areal [IUPHHK di PT. Sari
Bumi Kusuma (Kalteng). Populasi ITCI
merupakan hutan alam di areal [IUPHHK
PT. ITCIKU, Kenangan (Kaltim). Populasi
Gunung Lumut merupakan kawasan hutan
di Kabupaten Pasir (Kaltim).

Jumlah pohon induk dari masing-
masing populasi yang dikoleksi disajikan
pada Tabel 1, sedangkan jumlah sampel
per populasi yang digunakan untuk analisis
DNA sebanyak 48 individu yang berasal dari

4-6 pohon induk yang dipilih secara acak.
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Tabel 1. Jumlah pohon induk dari masing-masing . : :
populasi S. leprosula yang dikoleksi ' 1
(Rayan dan Cahyono, 2012)

Populasi  Tipe hutan Jumiigflg hon |
Carita Tanaman 18 ) I i
GB Alam 9 , f

SBK Alam 12 .- 'JF.GBB L |
ITCI Alam 20 : e ® I‘Tél

GL Alam 24 ' GBA SBK

B. Ekstraksi DNA dan analisis ®
mikrosatelit Carita |

a
Ay
]!

Total DNA sampel daun S.

leprosula diekstraksi menggunakan

=15
Gi-

metode modifikasi CTAB (Shiraishi dan
Watanabe, 1995). Total volume PCR

adalah 10 pl yang tersusun dari 10 x EDTA
buffer 25 mM MgCl,, 25 mM dNTP, 10 Gambar I. Lokasi dari enam populasi S. leprosula

uM masing-masing pasangan primer mikrosatelit, 5 U Amplitaq Gold Polymerase (Applied
Biosystem) dan 10 ng larutan DNA. Amplifikasi dilakukan menggunakan thermocycler
GeneAmp 9700 (Applied Biosystems). Penelitian ini menggunakan empat penanda mikrosatelit

yang dikembangkan dari Shorea curtisii (Ujino dkk., 1998) yang ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2. Sekuen primer dan motif ulangan mikrosatelit pada S. curtisii (Ujino dkk., 1998)

Lokus Sekuen basa (5'- 3’) Motif ulangan T'(? (gn N, H,

Shc-1 GCTAT TGGCA AGGAT GTTCA (CT),(CA),,CT(CA), 56 20 0,922
CTTAT GAGAT CAATT TGACA G CTCA

Shc-2 CACGC TTTCC CAATC TG (CT),CA(CT), 54 2 0,180
TCAAGA GCAGA ATCCA G

Shc-7 ATGTC CATGT TTGAG TG (CT),CA(CT),CACCC 54 11 0,810
CATGG ACATA AGTGG ATG (CTCA),CT(CA),,

Shc-9 TTTCT GTATC CGTGT GTTG (cn),, 54 9 0,818
GCGATT AAGCG GACCT CAG

Keterangan: T. ann: suhu penempelan primer, N: jumlah allele yang terdeteksi, H : Heterozigositas harapan
per lokus
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Proses PCR dilakukan menggunakan
thermocycler GeneAmp9700 (Applied
Biosystem). Suhu pemanasan awal 94°C
selama 10 menit, diikuti dengan 10 siklus
reaksi yang masing-masing terdiri dari
denaturasi DNA (suhu 94°C selama 30
detik), penempelan primer (annealing)
mengikuti protokol touchdown pada suhu
60°-50 °C selama 30 detik dan pemanjangan
DNA pada suhu 72°C selama 60 detik.
Kemudian diikuti 20 siklus yang terdiri
dari denaturasi dan pemanjangan DNA
seperti yang disebutkan diatas dan reaksi
penempelan primer pada suhu 50°C selama
30 detik. Siklus PCR diakhiri pada suhu
72°C selama 1 menit untuk melengkapi
proses pemanjangan. Elektroforesis hasil
PCR menggunakan mesin gene analyzer
ABI 3100 Avant (Applied Biosystem).
Fragment DNA dianalisis menggunakan

software Genemapper .
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C. Analisis Data

Parameter keragaman genetik di
dalam populasi yaitu jumlah allele yang
terdeteksi (N, ), nilai heterozygositas yang
teramati (H,)), nilai heterozygositas harapan
(H}) dan koefisien inbreeding (F), dianalisis
menggunakan program GenAlex 6.4 (Peakall
dan Smouse, 2006).

Analisis prinsip kordinat (PCA)
menggambarkan kedekatan secara genetik
yang dihubungkan dengan posisi geografis.
Selain itu, untuk mengetahui pengaruh
propinsi (wilayah), antar populasi dalam
propinsi dan di dalam populasi yang
berkontribusi terhadap perbedaan keragaman
genetik menggunakan Analisis Molekuler
Varians (AMOVA). Sumber keragaman
genetik pada analisis AMOVA menguji
pengaruh empat propinsi yaitu Jawa (Carita),
Kalbar (GBA dan GBB), Kalteng (SBK)) dan

Kaltim (ITCI dan GL), terhadap nilai

Tabel 3. Parameter keragaman genetik (+ standar deviasi) di dalam enam populasi anakan S. /leprosula

Populasi N N, H, H, F
Carita 48 8+2 0,724+0,06 0,717+0,09 -0,039+0,09ns
GBA 48 11+2 0,760+0,06 0,783+0,04 0,030£0,04ns
GBB 48 10+1 0,724+0,07 0,724+0,04 0,004+0,05ns
SBK 48 13+3 0,733+0,05 0,836+0,03 0,123+0,04*
ITCI 48 12+3 0,739+0,08 0,755+0,06 0,026+0,04ns
GL 48 10 +1 0,719+0,10 0,780+0,05 0,078+0,12ns

Ket: N: Jumlah sampel, N : Jumlah allele yang terdeteksi, /,: Heterozygositas teramati, H: Heterozygositas
harapan, F: Koefisien inbreeding ns: nilai F tidak nyata, *: nilai F nyata pada P value < 0,05
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keragaman genetik. PCA dan AMOVA
dianalisis menggunakan program GenAlex

6.4.

I1I. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil

Parameter keragaman genetik pada
masing-masing populasi S. leprosula
ditunjukkan pada Tabel 3. Jumlah allele
yang terdeteksi pada masing-masing
populasi berkisar antara 8 (Carita) sampai
dengan 13 (SBK). Nilai keragaman genetik
yang teramati cukup tinggi dengan rata-
rata 0,733 dan berkisar antara 0,719 (GL)
sampai dengan 0,760 (GBA). Keragaman
genetik yang diamati sedikit berbeda atau
sama dibandingkan nilai keragaman genetik
harapan dari masing-masing populasi,

kecuali pada populasi Carita. Hal ini

menyebabkan nilai koefisien perkawinan
kerabat (inbreeding) tidak nyata menyimpang
dari hukum kesimbangan Hardy-Weinberg,
kecuali pada populasi SBK.

Analisis PCA menunjukkan hubungan
antara kedekatan letak geografis populasi
dan jarak genetik. Analisis PCA pada ordinat
1 menunjukkan nilai kepercayaan yang
tinggi (hampir 40%) dan mengelompokkan
populasi anakan GBA, SBK, ITCI dan GL,
sedangkan populasi Carita dan GBB terpisah

dari kelompok tersebut (Gambar 2).

AMOVA menunjukan bahwa semua
sumber variasi memberikan nilai yang
nyata berpengaruh terhadap nilai keragaman
genetik populasi anakan S. leprosula, bahkan
sumber variasi antar propinsi memberikan
hanya 1% terhadap nilai keragaman genetik

namun nilainya signifikan (Tabel 4).

@ Carita

& GBB

Coord. 2

g

SBK o
& GBA

¥ 1T

Coord. 1

Gambar 2. Analisis PCA enam populasi anakan S. leprosula menggunakan empat penanda mikrosatelit
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Tabel 4. Analisis Molekular Varian (AMOVA) enam populasi anakan S. leprosula

Sumber variasi D];ers; 2t Ii:llgl(;?:t I?ue ;3;2 ¢ % varian P -value
Antar propinsi 3 86,913 28,971 1 *
Antar populasi di dalam propinsi 2 54,677 27,339 13 ok

Di dalam populasi 282 927,688 3,290 86 *
Total 287 1069,278 100

Ket. * p-value < 0.05; ** p-value <0.01

Berdasarkan pada 4 (empat) penanda

mikrosatelit yang digunakan, diketahui

bahwa jarak genetik antar populasi tertinggi

adalah antara populasi Gunung Bunga B

(GBB) dan populasi Carita sebesar 0,591,

dan yang terendah adalah antara populasi

Gunung Lumut dan populasi ITCI sebesar

0,178 (Tabel 5). Rata-rata jarak genetik dari

6 populasi adalah 0,327.

Jarak genetik antara populasi anakan S.
leprosula disusun dalam dendogram dengan
metode UPGMA seperti yang digambarkan

pada Gambar 3.

Tabel 5. Jarak genetik antar populasi anakan S. leprosula menggunakan penanda mikrosatelit (SSR)

Gunung

Gunung Gunung

Populasi Carita Bunga A Bunga B ITCI Lumut SBK
Carita -
Gunung Bunga A 0,334 -
Gunung Bunga B 0,591 0,460 -
ITCI 0,373 0,263 0,343 -
Gunung Lumut 0,324 0,291 0,368 0,178 -
SBK 0,335 0,179 0,373 0,290 0,208 -
Carita
Gunung Bunga A
SBE

ITCI

Gunung Lumut

Gunung Bunga B

Gambar 3. Dendrogram jarak genetik antar populasi anakan S. leprosula berdasarkan perhitungan Nei’s
(1978) dengan metode UPGMA
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B. Pembahasan

Nilai keragaman genetik populasi
anakan S. /eprosula pada penelitian ini
termasuk dalam kategori tinggi (rata-rata
H_=0,733), lebih tinggi apabila dibandingkan
dengan jenis Dipterocarpaceae lainnya
(Murawski dan Bawa, 1994; Lee dkk., 2000;
Cao, 2006; Cao dkk., 2009). Nilai keragaman
genetik anakan ini juga lebih tinggi bila
dibandingkan dengan penelitian keragaman
genetik S. leprosula yang berasal dari
Jambi dan Kaltim yang juga menggunakan
metode mikrosatelit (Isoda dkk., 2001;
Rimbawanto dan Isoda, 2001); metode
RAPD (Rimbawanto dan Suharyanto, 2005;
Prihatini dkk., 2001); metode isoenzim (Lee,
2000) dan metode AFLP (Cao dkk., 2009).

Nilai keragaman genetik anakan yang
berbeda-beda menunjukkan keragaman
pohon induk dan sistem perkawinan yang
terjadi pada masing-masing populasi.
Nilai heterosigositas harapan (He) anakan
paling rendah berasal dari populasi Carita,
sebaliknya nilainya tinggi pada populasi
SBK. Carita merupakan hutan tanaman
sedangkan SBK merupakan hutan alam,
dengan jumlah pohon induk yang berimbang,
masing-masing sebanyak 18 di Carita dan 12

di SBK (Tabel 1). Tabel 3 memperlihatkan
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bahwa potensi genetik di populasi SBK lebih
baik dibandingkan Carita. Tingginya jumlah
alel yang terdeteksi juga menunjukkan
potensi genetik dimiliki oleh populasi SBK.

Namun demikian, nilai koefisien
inbreeding anakan dari populasi SBK
secara signifikan menunjukkan kelebihan
homozigositas atau menyimpang dari
hukum keseimbangan Hardy-Weinberg.
Hasil ini menunjukkan keberhasilan
proses reproduksi di populasi SBK tidak
terjadi secara acak seperti pada populasi
lainnya. Banyak faktor yang mempengaruhi
keberhasilan proses reproduksi di hutan
alam, diantaranya fenologi pembungaan
antar individu, sinkronisasi pembungaan
antar individu seringkali sulit terjadi karena
tingkat umur masing-masing individu
berbeda (Law dkk., 2000; Torimaru dan
Tomaru, 2006; Brearley dkk., 2007; Setsuko
dkk., 2008). Selain itu, keberhasilan proses
reproduksi dipengaruhi juga oleh distribusi
pohon. Pada populasi yang terfragmentasi,
aliran gene melalui serbuk sari terhambat
(Lian dkk., 2001; Fuchs dkk., 2003; Ozawa
dkk., 2012). Sebagai contoh, di hutan alam
yang terfragmentasi pada Pinus densiflora,
anakan-anakan yang dihasilkan merupakan
hasil perkawinan dengan satu tetua jantan

(Lian dkk., 2001; Ozawa dkk., 2012).
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Analisis PCA dan dendogram
menggunakan UPGMA menunjukkan
pengelompokkan yang sama antara 6 populasi
S. leprosula. Pengelompokkan berdasarkan
jarak genetik ini berhubungan erat dengan
jarak/ posisi geografis. Hasil analisis PCA
dan dendogram sama-sama menunjukkan
bahwa empat populasi yaitu GBA, SBK,
ITCI dan GL saling berdekatan sedangkan
populasi Carita dan GBB terpisah. Apabila
analisis PCA dan dendogram dihubungkan
dengan jarak geografisnya (Gambar 1),
keempat populasi tersebut secara geografis
juga berdekatan. Hasil AMOVA juga
menunjukkan masing-masing populasi
berbeda secara genetik. Populasi Carita yang
merupakan hutan tanaman secara geografis
terpisah dengan populasi dari Kalimantan.
Hal ini kemungkinan karena sumber materi
genetik tanaman S./eprosula yang di Carita
tidak berasal dari 5 populasi Kalimantan
yang digunakan dalam penelitian ini atau
berasal dari populasi yang berbeda.

Rata-rata jarak genetik dari 6 populasi
S. leprosula adalah 0,327. Untuk 5 populasi
alam, populasi GBA dan GBB mempunyai
jarak genetik yang terjauh yaitu 0,460,
walaupun secara geografis cenderung dekat

dibandingkan GBA dengan populasi alam
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yang lain. Tetapi populasi GBA, SBK, ITCI
dan GL berada pada sisi selatan dari Pulau
Kalimantan, sedangkan populasi GBB lebih
ke sisi utara (Gambar 1). Kemungkinan
populasi di sisi selatan pada awalnya
berasal dari populasi yang sama. Walaupun
demikian, jarak genetik antar populasi
termasuk sedang sampai tinggi karena jarak
genetik yang terendah adalah 0,178 yang

berarti terdapat perbedaan genetik sebesar

17,8%.

Hasil dari penelitian ini, seperti yang
disampaikan pada pendahuluan, diharapkan
dapat digunakan untuk materi genetik uji
klon S. leprosula. Beberapa hasil penting
dari penelitian ini adalah keragaman genetik
dari masing-masing populasi cukup tinggi,
terjadinya pengelompokkan dari 6 populasi
menjadi 3 kelompok besar, dan jarak
genetik yang relatif cukup besar antara 6
populasi S. leprosula. Informasi lain yang
juga bermanfaat adalah kekayaan alel dari
masing-masing populasi dan signifikansi
terjadinya inbreeding pada populasi SBK.
Dengan hasil dan informasi tersebut di atas,
beberapa pertimbangan yang dapat diberikan

untuk kegiatan uji klon S. leprosula adalah

sebagai berikut:
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1. Jumlah populasi yang digunakan minimal
adalah 3 berdasarkan dendrogram
atau PCA. Tetapi bila memungkinkan,
sampel juga diambil dari 4 populasi
yang tergabung menjadi 1 kelompok
dikarenakan jarak genetik antar populasi
cukup tinggi.

2. Jumlah individu/anakan dapat merata
untuk masing-masing populasi.
Untuk populasi dengan jumlah alel
dan kekayaan alel yang lebih tinggi,
jumlah individunya dapat lebih banyak.
Untuk populasi SBK dengan kekayaan
lalel yang tertinggi, heterosigositas
dari masing-masing individu perlu
diperhatikan mengingat signifikannya
inbreeding pada populasi tersebut.

Hasil dari penelitian ini, tidak hanya
bermanfaat untuk mendukung kegiatan
pemuliaan dari S. /eprosula, tetapi juga
dapat dimanfaatkan untuk menyusun strategi

konservasi, baik itu eks-situ maupun in-situ.

IV. KESIMPULAN

Studi keragaman genetik populasi S.
leprosula menggunakan materi genetik dari
anakan tidak hanya memberikan informasi
mengenai keragaman genetik pohon induk

penyusun populasi, tetapi juga dapat

180

menggambarkan sistem perkawinan yang
terjadi di dalam populasi tersebut. Informasi
mengenaijarak genetik antar populasi maupun
pengelompokkan populasi berdasarkan jarak
genetik dapat juga diberikan. Rata-rata
nilai keragaman genetik yang cukup tinggi
dari masing-masing populasi dan jarak
genetik yang cukup besar antara populasi
memberikan kesempatan yang cukup besar
untuk melakukan pemuliaan terhadap jenis
S. leprosula.

Pemilihan jumlah anakan per populasi
maupun populasi yang dipilih dapat
dilakukan menggunakan hasil penelitian
ini. Pertimbangan untuk penentuan tersebut
harus berdasarkan pada jumlah alel yang
terdapat dalam masing-masing populasi dan
kekayaan alel yang dimilikinya, keragaman
genetik dalam populasi dan pengelompokkan
populasi. Populasi yang mempunyai
keragaman yang tinggi seperti SBK dapat
menjadi prioritas untuk jumlah individu
anakan yang lebih banyak daripada populasi
lainnya, tetapi heterosigositas anakan perlu
diperhatikan karena tingkat inbreeding yang

signifikan pada populasi tersebut.
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