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PENDAHULUAN

pemuliaan tanaman telah memberikan kontribusi

nyata dalam peningkatan produksi tanaman selama
lebih dari satu abad. Teknik pemuliaan pun semakin menarik
dan maju, namun untuk sampai pada tahapan pembentukan
suatu varietas baru memerlukan waktu yang relatif lama yaitu
paling sedikit 10 tahun. Selain itu permulia tanaman juga di-
hadapkan pada kenyataan: (1) Penciptaan varietas dengan
karakter spesifik yang memerlukan perubahan praktik pertanian;

S ejalan dengan perkembangan teknologi pertanian,

(2) Kondisi lingkungan yang senantiasa berubah; dan (3)
Perubahan kebutuhan dan pola permintaan konsumen (Brumlop
& Finckh 2011). Dengan demikian pemulia tanaman selalu di-
hadapkan pada tugas yang tak pernah berakhir dalam perakitan
varietas unggul.

Populasi penduduk dunia yang makin bertambah menuntut
peningkatan produksi pangan, sementara produksi hasil pertani-
an cenderung menurun. Salah satu faktor yang mempengaruhi
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penurunan produksi tersebut adalah karena menurunnya areal
pertanian secara umum yang disebabkan oleh alih fungsi lahan
seperti untuk industri dan perumahan. Perubahan iklim global
juga berdampak utama terhadap cekaman biotik dan abiotik
sehingga memacu perakitan varietas baru yang mempunyai daya
adaptasi tinggi (Liu & Zhu 2014). Di negara-negara berkembang,
seperti Indonesia, yang umumnya masih mengalami permasalah-
an lingkungan, pemuliaan tanaman sebaiknya lebih dititik berat-
kan pada perakitan varietas baru yang sesuai di lahan marjinal.
Khususnya peran tanaman-tanaman minor yang memiliki
karakter ketahanan terhadap lingkungan baik cekaman abiotik
maupun biotik yang mampu bertahan dalam jangka waktu yang
relatif lama (durable resistance) lebih diutamakan (Battisti &
Naylor 2009; Ainsworth & Ort 2010).

Kesuksesan yang dicapai pada pemuliaan konvensional perlu
dimaksimalkan dengan bantuan bioteknologi. Genetika mole-
kuler atau pemanfaatan teknik marka yang berfungsi untuk
mendeteksi diferensiasi individu-individu pada level DNA-nya
mempunyai implikasi yang besar dalam usaha perakitan tanam-
an baru. Teknologi marka DNA yang dikembangkan berdasarkan
berbagai motif dan variasi nukelotida di dalam genom, menawar-
kan harapan baru dengan berbagai kelebihannya dalam usaha
memaksimalkan pencapaian pada proses pemuliaan tanaman
konvensional (Eathington et al. 2007). Berbeda dengan pemuliaan
konvensional, pendekatan marka DNA lebih menitikberatkan
pada analisis genotip dari pada fenotip. Marka DNA yang dapat
digunakan untuk seleksi alel yang diinginkan, secara tidak
langsung, dapat terletak dalam gen target atau terkait dengan
sebuah gen yang menentukan karakter yang diinginkan (Poczai
et al. 2013). Penggunaan marka DNA dalam pemuliaan tanaman
biasa disebut marker-assisted selection (MAS) dan menjadi
komponen disiplin keilmuan baru “pemuliaan molekuler”
(Wammanda & Jonah 2006; Collard & Mackill 2008).
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Meminjam ide “smart breeding” (pemuliaan pintar) yang biasa
dipakai pada hewan dengan menggabungkan antara MAS dan
teknologi reproduksi, pemakaian MAS atau pemuliaan pintar ini
mampu menghilangkan beberapa siklus persilangan pada tanam-
an. MAS juga dapat mengontrol variasi alel dari gen yang terkait
dengan karakter yang diinginkan. Intinya, kegiatan seleksi ber-
basis pendekatan MAS sangat menguntungkan program pe-
muliaan terutama dapat mempersingkat waktu, lebih efisien dan
akurat dibandingkan pemuliaan konvensional. Pyramiding
kombinasi gen yang sulit dilakukan dengan cara lain, juga dapat
dicapai lebih mudah dengan bantuan marka (Xu & Crouch 2008).
Namun demikian sebagian ilmuwan kurang optimis terhadap
potensi dan pemanfaatan MAS mengingat sebagian besar karak-
ter penting agronomi merupakan sifat kuantitatif. Meskipun QTL
(quantitative trait loci) untuk berbagai karakter pada berbagai
spesies tanaman telah banyak ditemukan, namun penggunaan
marka masih dianggap kurang berdampak besar terhadap
pengembangan varietas. MAS dengan segala kelebihannya
memang menjanjikan dalam proses seleksi pada program pe-
muliaan, namun di lain pihak keluaran nyata belum terlalu
banyak (Brumlop & Finckh 2011). Kelemahan dalam seleksi
populasi dalam jumlah sangat besar memerlukan pendekatan
high throughput dan keefektifan biaya untuk mendapatkan hasil
program pemuliaan yang tepat sasaran.

Kemajuan teknologi telah memfasilitasi ketersediaan sikuen
total genom berbagai tanaman pertanian penting seperti tanaman
pangan (misal padi, kedelai, jagung, sorgum, ubi kayu, dan
gandum), buah-buahan (misal pepaya dan anggur) dan sayuran
(misal tomat, mentimun, dan lotus) dengan kemudahan aksesnya
untuk publik. Jumlah sikuen total genom dari berbagai spesies
tanaman akan semakin bertambah kedepannya terutama dengan
adanya proyek 1000 genom tanaman sejak 2008 (Bevan dan Uauy
2013). Informasi database genom total tersebut merupakan modal
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potensial dalam membantu penelusuran marka-marka fungsional
untuk gen-gen penting. Perkembangan yang pesat dalam tek-
nologi next generation sequencing (NGS) mempermudah penemu-
an marka berbasis variasi nukleotida dalam genom seperti simple
sequence repeat (SSR) dan single nucleotide polymorphism (SNP)
(Gupta dan Rustgi 2004; Gupta et al. 2008; Appleby et al. 2009;
Bornet et al. 2012). Beberapa perusahaan bioteknologi seperti
[llumina, Roche, Life Technologies Solid, Biosicences ikut ber-
peranan penting dengan memproduksi berbagai instrumen
dengan aplikasi teknologinya terhadap genomik. Hal tersebut
semakin memberi harapan untuk dapat mengoptimalkan
program perakitan varietas baru melalui pemuliaan genomik
untuk mendukung aplikasi MAS. Untuk itu hal ini tidak hanya
menjadi tantangan para pemulia, dan ilmuwan seperti agronomi,
fisiologi, dan patologi namun juga genetik (Heffner et al. 2009;
Vogel 2009). Dengan demikian, kajian ilimiah terkait teknologi
marka DNA dan prospeknya sangat diperlukan, baik sebagai
MAS dalam pemuliaan tanaman, strategi pemuliaan molekuler
dan aktivitasnya maupun aplikasi MAS untuk perakitan varietas
tanaman baru.

TEKNOLOGI MARKA DNA

Sejak ditemukannya marka untuk sidik jari DNA dengan
tujuan forensik, pemanfaatan marka molekuler telah berkembang
pesat sampai dengan status terbaru yang serba atomatis dalam
analisis genom. Penemuan PCR (polymerase DNA reaction) juga
telah menjadi tonggak sejarah bukti kemunculan sebuah kelas
baru dari marka DNA yang ikut memfasilitasi munculnya ber-
bagai aspek studi, seperti genetika, pemetaan fisik dan genetik
maupun berbasis kloning dan marka sebagai agen seleksi dalam
pemuliaan dan masih banyak lagi. Marka DNA yang tersedia
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makin bervariasi dengan masing-masing kelebihan dan ke-
kurangannya (Farooq & Azam 2002; Collard et al. 2005).

Marka molekuler merupakan sikuen DNA dalam genom dan
berasosiasi dengan sifat yang diturunkan atau terkait gen.
Penelitian biologi molekuler dan genomik telah menjadikan
marka DNA berhasil diaplikasikan dalam pemuliaan. Gen target
dalam suatu populasi segregasi dapat diidentifikasi dengan
bantuan marka DNA, dengan polimorfisme yang terdeteksi pada
level morfologi, biokimia dan molekuler. Deteksi profil DNA
yang terbaru juga mewakili kombinasi beberapa lokus sekaligus
dan menjadi alat untuk meneliti berbagai aspek genom tanaman.
Kriteriamarka DNA yang ideal untuk membantu efisiensi ke-
giatan pemuliaan antara lain adalah: (1) Polimorfismenya tinggi;
(2) Frekuensinya tinggi dalam genom; (3) Bersifat kodominan
sehingga dapat membedakan homozygot dan heterozygot; (4)
Mempunyai alel yang jelas dibedakan dan tidak terpengaruh
lingkungan; (5) Single copy dan tidak punya efek pleiotropic; (6)
Akses dan aplikasinya mudah; 7) Reprodusibilitasnya tinggi dan
(8) Bersifat spefisik genom di alam. Namun demikian, marka
molekuler yang memiliki semua kelebihan tersebut di atas sangat
sulit diidentifikasi karena tergantung dari tipe marka (Xu 2010;
Jiang 2013).

Beberapa marka potensial berbasis PCR yang umum di-
aplikasikan dalam pemuliaan tanaman adalah randomly amplified
polymorphic DNA marker (RAPD), amplified fragment length
polymorphism (AFLP), simple sequence repeat (SSR), single nucleotide
polymorphism (SNP) dan sebagian kecil marka lainnya (STS:
sequence tagged site, SCAR: sequence characterized amplified region,
ISSR: inter-simple sequence repeat) (Semagn et al. 2006; Jonah et al.
2011). Deskripsi tipe marka DNA ditampilkan pada Tabel 3.1.
Kelebihan dan kelemahan masing-masing marka perlu disesuai-
kan dengan tujuan penelitian, ketersedian database dan sumber
daya genetik, alat dan fasilitas, dana dan sumber daya manusia
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Tabel 3.1. Perbandingan sistem marka berbasis PCR*

Deskripsi RAPD AFLP SSR SNP

Jumlah di genom Tinggi Tinggi Sedang-tinggi Sangat tinggi

Coverage genom genome total ~ genome total genome total genome total

Ekspresi/diturunkan ~ dominan Dominan/ co-dominan co-dominan

co-dominan

Jumlah lokus kecil (<1000)  moderat (1000) tinggi (1000- sangat tinggi
10000) (>100000)

Level polimorpism Tinggi Tinggi tinggi tinggi

Tipe polimorpisme 1 bp, indel 1 bp, indel panjang SSR 1 bp.indel

Tipe primer nukleotida sikuen spesifik sikuen spesifik ~ primer PCR

random 10 bp

spesifik alele

Kloning/sikuensing Tidak Tidak ya ya

Basis PCR Ya Ya ya ya

Deteksi radioaktif Tidak Ya atau tidak Umumnya tidak  tidak

Reprodusibilitas rendah tinggi tinggi tinggi

Rasio mulitplek rendah tinggi tinggi tinggi

Indek marka sedang sedang-tinggi tinggi sedang

Genotyng throughput rendah tinggi tinggi tinggi

Jumlah DNA sedikit (0.01-  sedang (0.5-1.0ug) sedikit (0.05- sedikit (>0.05ug)
0.1ug) 0.1ug)

Kualitas DNA sedang tinggi sedang-tinggi tinggi

Teknik rendah sedang rendah tinggi

Waktu analisis rendah Sedang rendah rendah

Kemudahan aplikasi ~ mudah sedang mudah mudah

Otomatisasi sedang sedang-tinggi tinggi tinggi

Biaya pembuatan rendah sedang sedang-tinggi tinggi

Biaya per analisis rendah sedang rendah rendah

Jumlah lokus 1.5-5.0 20-100 1.0-3.0 1.0

polymorpik/analisis

Aplikasi utama diversitas diversitas dan berbagai tujuan  berbagai tujuan

genetik

*Disitir dari Jiang 2013

dan lainnya. Oleh sebab itu, pemilihan marka molekuler dalam
penelitian dan pemuliaan masih menjadi tantangan para pemulia
tanaman. Pemulia harus menentukan pilihan yang tepat sesuai
keperluan berdasarkan kondisi dan sumber daya yang ada untuk
program pemuliaan.
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Prospek Marker-Assisted Selection (MAS) dalam Pemuliaan
Tanaman

Performa varietas merupakan hasil akhir dari aksi ribuan gen
dan interaksinya dengan lingkungan dan praktik kultural. Seleksi
varietas dengan karakter yang diinginkan sesuai kondisi
lingkungan dan kultur budaya merupakan dasar fundamental
pemuliaan tanaman. Pengembangan marka molekuler jaman
sekarang memungkinkan langsung pada sasaran daerah genom
target yang terlibat dengan ekspresi karakter yang diinginkan.
Dengan demikian MAS lebih menguntungkan daripada seleksi
fenotipe secara konvensional, dan tergantung pada spesies
tanaman dan karakter yang dinginkan (Jonah et al. 2011). Secara
umum MAS lebih efisien, efektif, singkat dari pemuliaan
konvensional, dan dalam beberapa kasus lebih murah.

Terobosan utama pemanfaatan marka adalah seleksi genotip
yang memungkinkan tidak hanya pada sifat kualitatif (gen
tunggal) tetapi juga karakter komplek yang melibatkan banyak
gen. Sebagian besar karakter agronomi penting yang bersifat
kuantitatif bersifat komplek dan diatur oleh banyak gen, seperti
hasil panen, ketahanan terhadap cekaman abiotik, kualitas, dan
ketahanan terhadap penyakit. Daerah dalam genom yang
mengandung gen yang berasosiasi dengan sifat kuantitatif atau
disebut QTL, mendorong aplikasi marka molekuler untuk seleksi
QTL (Vogel 2009).

Mengingat gen yang diinginkan biasanya secara alami sudah
ada dalam tanaman sehingga dalam seleksi tidak ada gen asing
yang diintroduksikan, MAS menjadikan pemuliaan untuk karak-
ter komplek lebih menjanjikan dibandingkan dengan pemuliaan
konvensional. Selain itu, penelitian genomik juga berhasil
memberikan informasi berharga tentang fungsi dan struktur gen,
yang sangat membantu proses penciptaan varietas baru melalui
pemuliaan molekuler (Bevan & Yauy 2013). Meskipun kegiatan
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rekayasa genetik lebih mendapat perhatian publik, namun MAS
terus bergerak maju walau kurang gaungnya. MAS mendorong
pembuatan varietas baru lebih realistis dan dapat menjadi
metode alternatif selain pendekatan rekayasa genetika.

Optimisme MAS membuktikan potensinya untuk meningkat-
kan level pemuliaan lebih baik di masa depan. Perkembangan
teknologi pembuatan marka, pemetaan, seleksi genomik dan
pemuliaan dibantu meatabolomik ikut berkontribusi terhadap
optimisme ini. Berbagai modifikasi marka untuk meningkatkan
manfaat dan otomatisasi melalui analisis genom untuk tujuan
seleksi juga berjalan seiring. Pendekatan genomik juga menjadi
penting karena mampu lebih menitikberatkan pada pembuatan
marka fungsional yang dapat membantu identifikasi gen yang
tarkait dengan karakter target yang penting dalam program pem-
buatan varietas baru. Para pemulia segera dapat mendisain geno-
tipe dan mengaplikasikan seleksi berbasis total genom. Artinya,
pemuliaan dengan bantuan marka (marker-assisted breeding) ber-
angsur berubah menjadi pemuliaan dengan bantuan genomik
(genomics-assisted breeding) (Varsney et al. 2005). MAS diarahkan
menjadi lebih murah dan mudah pada skala populasi besar
berdasarkan pendekatan genomik dan menjadi program rutin pe-
muliaan pada dekade selanjutnya. Jangka pendek, MAS meng-
gantikan metode fenotipe pada karakter kualitatif dan jangka
menengah, dititikberatkan dari karakter kualitatif ke kuantitatif
(Xu & Crouch 2008). Dengan demikian kesuksesan teknologi
marka DNA untuk perbaikan genetik tanaman memerlukan
interaksi sinergis antara pemulia dan ahli bioteknologi, dan
interaksi antara ketersediaan tenaga kerja yang ahli dan dana
finansial yang diinvestasikan untuk penelitian.
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Strategi pemuliaan molekuler

Strategi pemuliaan tanaman dengan bantuan marka selama ini
sering dilakukan dalam perakitan varietas baru dapat diringkas
sebagai berikut:

Seleksi galur atau populasi

Langkah pertama dalam kegiatan pemuliaan tanaman adalah
memilih galur sebagai tetua untuk pembentukan populasi. Secara
konvensional, seleksi tetua didasarkan pada kombinasi antara
karakter fenotipe, informasi pedigree dan data persilangan.
Namun saat sekarang, marka molekuler dapat dijadikan sebagai
alat bantu dalam evaluasi plasma nutfah, sehingga seleksi men-
jadi lebih efisien, dan dapat memperluas gene pool kultivar
modern (Xu & Crouch 2008). Kemudahan pada proses persilang-
an, seleksi awal generasi berdasar fenotipe secara konvensional
dapat dipercepat dengan bantuan marka molekuler. MAS juga
relatif efisien diaplikasikan pada populasi berskala besar untuk
karakter yang memiliki heritibiltas yang rendah, namun keter-
batasan dana, penentuan marka molekuler yang cocok dan
sumber daya manusia merupakanfaktor yang perlu dipertim-
bangkan.

Introgresi silang balik dengan bantuan marka (MABC)

Silang balik dalam pemuliaan tanaman ditujukanuntuk men-
transfer (introgresi) karakter yang diinginkan dari tetua donor ke
dalam suatu kultivar elit (recurrent). Dalam silang balik, gen
donor diharapkan tereliminasi pada recurrent, namun kenyataan-
nya segmen donor masih relatif banyak terpaut dengan alel tar-
get sampai beberapa generasi. Evaluasiindividu tanaman dalam
suatu populasi bersegregasi menggunakan marka molekuler
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dapat meminimalkan fenomena pautan tersebut, karena melalui
pendekatan ini gen atau QTL target (seleksi foreground) dapat
dipantau dan pengembalian genom background pada recipient
(seleksi background) dapat dipercepat (Ribaut et al. 2010). Melalui
pendekatan MAS rekonstruksi genotip tetua recurrent dapat
dilakukan hanya sampai BCs, sementara melalui pendekatan
secara konvensional membutuhkan waktu sampai BC».

Marka molekuler lebih efektif untuk mengkonfirmasi intogresi
gen atau QTL yang yang berasaldari landrace dan karabat liar
karena dapat mempersingkat waktu dalam menghasilkan
kultivar baru dan memutus hubungan dari karakter yang tidak
diinginkan pada landrace atau spesies liarnya (Dwivedi et al.
2007). Namun demikian, silang balik dengan bantuan marka
(MABC) akan efektif bila alel tunggal yang ditransfer. Sedang-
kan, untuk genotip dengan kompleksitas tinggi tidak cukup
hanya melalui pendekatan silang balik berbasis marka molekuler
(MABC) saja, tetapi juga membutuhkan seleksi recurrent dengan
bantuan marka molekuler (MARS) (Hospital 2003).

Seleksi recurrent dengan bantuan marka (MARS)

Secara umum, peningkatan karakter komplek melalui seleksi
recurrent berdasarkan fenotipe memungkinkan untuk dilakukan,
akan tetapi memerlukan siklus seleksi yang panjang. Dengan
bantuan marka molekuler, seleksi recurrent dapat dipercepat, dan
mungkin hanya perlu satu tahun seleksi dengan MARS pada
genotipe sebelum pembungaan. Genotip ideal dengan semua
QTL yang membawa alel yang menguntungkan dari semua tetua
juga memungkinkan untuk diperoleh dalam beberapa generasi
persilangan (Johnson 2004; Jiang et al. 2007).
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Pyramiding dengan Bantuan Marka

Pyramiding adalah proses penggabungan beberapa gen atau
QTLsecara bersamaan ke dalam suatu varietas tanaman. Proses
ini sangat sulit dilakukan dan kadang tidak mungkin apabila
dilakukan melalui seleksi fenotipe, terutama untuk karakter ke-
tahanan tanaman terhadap suatu penyakit dalam jangka panjang.
Efek akumulasi dari pyramiding QTL multiple telah banyak di-
aplikasikan pada tanaman seperti gandum, barley dan kedelai (Li
et al. 2010; Wang et al. 2012). Varietas yang memiliki satu gen
katahanan mayor dalam merespons suatu penyakit sangat sulit
diintrogresikan dengan gen ketahanan tambahan karena mempu-
nyai fenotipe sama. Namun, apabila suatu gen ketahanan telah
ditandai dengan marka molekuler, sejumlah gen ketahanan dapat
ditentukan padatanaman apapun (Collard & Mackill 2008).

Strategi pyramiding umumnya menggabungkan beberapa gen
seperti ketahanan terhadap penyakit dan serangga, ketahanan
secara kualitatif dan kuantitatif yang dikontrol oleh QTL. Dalam
hal ini, MAS dapat diaplikasikan ketika pemulia merakit
pyramiding gen katahanan penyakit atau serangga dengan ke-
miripan fenotipe, terutama bila ada gen yang bersifat menutupi
efek gen lainnya (Richardson et al. 2006), seperti,yellow mosaic
virus barley (BaYMV) yang disebabkan oleh berbagai strain
BaYMV dan BaMMV (mild mosaic virus barley) dan blas pada
tanamanpadi (Luo et al. 2012). Meskipun MAS menjanjikan
dalam memonitor pyramiding, namun demikian pada praktek
pemuliaan, pyramiding harus diulang pada tiap persilangan
karena gen keatahanan yang dipiramidakan ikut bersegregasi
pada progeninya (Werner et al. 2005).
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Aktivitas pemuliaan dengan bantuan markadna

Pemuliaan molekuler dengan bantuan marka diharapkan
dapat saling melengkapi dengan teknik rekayasa genetika dalam
perakitan varietas baru. Dalam beberapa hal bahkan MAS me-
nawarkan beberapa kemudahan yang dapat menjadi pertimbang-
an sebelum diaplikasikan. Mengingat gen yang diintrogresikan
dengan MAS adalah gene pool alami maka aplikasinya dapat di-
terapkan pada semua species tanaman (Ribaut et al. 2010).
Aktivitas persilangan berbasis MAS terutama yang melibatkan
introgresi dan silang balik merupakan pendekatan yang sangat
menjanjikan karena varietas yang diperoleh secara genetik ter-
golong aman, dapat diterapkan pada pertanian organik dan
mungkin lebih mudah diterima oleh publik.

Secara sederhana aktivitas pemuliaan dengan MAS dapat di-
gambarkan sebagai berikut (Jiang 2013): (1) Penanaman populasi
dengan segregasi petensial untuk karakter yang diinginkan; (2)
Pengambilan sampel jaringan misalnya daun saat pertumbuhan
awal tanaman; (3) Isolasi DNA genom; (4) Analisis PCR atau
amplifikasi dengan teknik lain dengan marka yang berasosiasi
dengan karakter target; (5) Visualisasi dan skoring amplikon
dengan teknik sesuai sumber daya; (6) Identifikasi galur yang
membawa alel target; (7) Seleksi galur terbaik dengan alel marka
dan fenotipe yang diinginkan berdasarkan gabungan hasil
molekuler dengan marka dan kriteria lain; dan (8) Pengulangan
aktivitas di atas dilakukan sampai beberapa generasi tergantung
hasil asosiasi marka dan karakter yang diinginkan dan status alel
marka (homozygote atau heterozygot) sampai diperoleh galur
harapan yang stabil.

Prosedur pemuliaan molekuler secara ringkas dapat digam-
barkan sebagai berikut: (a) Pemilihan tetua dan pembentukan
persilangan dengan salah satu tetua atau keduanya membawa
alel untuk karakter yang diinginkan; (b) Identifikasi alel pada
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populasi Fi; (c) Skrining individu F2 dengan marka panen galur
yang membawa alel marka yang diinginkan; (d) Skrining
individu tanaman dari bulk F23 dengan marka yang mungkin
diperlukan untuk penelusuran tanaman F2 homozygot, dan panen
individu dengan alel dan karakter yang diinginkan; (e) Skrining
generasi lanjut seperti F+ dan Fs dengan marka dan seleksi
individu/kelompok superior yang homozygot; (f) Pada generasi
Fss atau Fas, dilakukan BSA untuk galur terbaik berdasarkan
fenotipe; dan (g) Uji secara komprehensif terhadap komponen
hasil dan karakter terkait lainnya.

Seleksi dengan bantuan marka molekuler seperti tergambar di
atas, secara teori dapat melibatkan berbagai QTL yang berkontri-
busi dengan karakter yang diinginkan, namun dalam praktik te-
tap cukup komplek. MAS kurang efektif untuk karakter komplek
yang dikontrol banyak gen dibandingkan dengan karakter yang
dikontrol oleh lebih sedikit gen. Jumlah gen/QTL berdampak
tidak hanya pada efisiensi MAS tetapi juga disain pemuliaan dan
implementasinya. Secara khusus, tidak lebih dari 3 QTL yang
dapat dilibatkan dalam MAS untuk pengembangan varietas baru,
meskipun pada tanaman tomat dilaporkan terdapat sebanyak 5
QTL yang terlibat (Lecomte et al. 2004). Selain itu, ada kecen-
derungan bahwa semakin banyak marka yang terkait QTL maka
semakin tinggi kemungkinan kesuksesan seleksi QTL untuk ka-
rakter yang diinginkan, meskipun tetap mengutamakan efektivi-
tas dan efisiensi tergantung dari marka fungsional sebagai alat
seleksi (Flint-Garcia et al. 2003). Dengan perkembangan high
throughput marka dan genotyping, seleksi beberapa QTL dalam
satu waktu sudah memungkinkan (Henry 2008; Kumpatla et al.
2012). Walaupun demikian evaluasi fenotipe tetap masih diperlu-
kan, terutama apabila QTL yang terseleksi tidak stabil dalam
berbagai lingkungan dan asosiasinya dengan marka tidak terlalu
dekat (Jiang 2013). Dalam praktik, pemulia juga harus mempertim-
bangkan tingkat akurasi marka dalam deteksi, seberapa banyak

Seleksi dengan Bantuan Marka DNA untuk Perakitan Tanaman Pertanian Unggul | 283



generasi untuk MAS dan seberapa besar populasi yang diguna-
kan.

Aplikasi MAS untuk Perakitan Varietas Baru

Marka molekuler dapat diaplikasikan pada skala luas dari
penempatan lokasi gen sampai pengembangan varietas tanaman
dengan MAS. Analisis genom juga telah menghasilkan banyak
informasi berharga dan database yang bermanfaat untuk
pemuliaan (Joshi et al. 2011). Dibandingkan dengan negara lain,
aplikasi MAS menggunakan marka molekuler hasil pemetaan
genetik peneliti Indonesia belum banyak dilaporkan. Menurut
Reflinur & Lestari (2015), para peneliti Indonesia lebih banyak
memanfaatkan marka DNA yang berasosiasi dengan gen pengen-
dali karakter yang telah dilaporkan oleh peneliti di luar negeri
untuk diaplikasikan dalam menyeleksi materi pemuliaan yang
dikembangkan di Indonesia. Reflinur & Lestari (2015) menyata-
kan bahwa beberapa penelitian terkait pemetaan genetik untuk
mendapatkan marka molekuler yang berasosiasi dengan karakter
kualitatif maupun kuantitatif telah dilakukan di Indonesia, akan
tetapi, untuk tanaman selain padi, marka molekuler tersebut
masih belum banyak diaplikasikan untuk mendukung program
pemuliaan tanaman di Indonesia. Hal ini kemungkinan disebab-
kan karena marka yang telah dipetakan tersebut belum ter-
validasi dengan baik.

Beberapa contoh aplikasi MAS dapat dilihat pada beberapa
komoditas tanaman di bawah ini.

Padi
Sikuen genom padi beserta beberapa databasenya yang berisi

informasi genetik termasuk ribuan gen dan QTL untuk berbagai
karakter sudah tersedia dalam jumlah yang cukup lengkap dan
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dapat diakses oleh publik. Semua data genomik tersebut penting
dimanfaatkan untuk MAS dalam program pemuliaan, terutama
dalam menghadapi tantangan yang dihadapi dalam pengem-
bangan varietas baru. Oleh sebab itu, varietas baru yang dikem-
bangkan dari hasil MAS lebih banyak pada tanaman padi diban-
dingkan dengan komoditas serealia lainnya. Aplikasi MAS yang
telah sukses pada tanaman padi di antaranya adalah untuk
mengontrol ketahanan padi terhadap penyakit bacterial leaf blight
(BLB), kualitas dan toleransi terhadap stress abiotik.

Pemuliaan pada padi yang menyerbuk sendiri tersebut,
umumnya adalah untuk pyramiding gen ketahanan terhadap
penyakit, terutama bacterial blight dan blas. Tahun 2002 kultivar
tahan BLB hasil seleksi dengan MAS yaitu “Angke” yang mem-
bawa gen xa5 dan “Conde” membawa xa7 berhasil dilepas di
Indonesia (Bustamam et al. 2002) dan “Tubigan4” di Pilipina. Di
Cina, “Xieyou218” adalah padi hribrida pertama tahan BLB hasil
MAS yang dilepas secara komersial (Cheng et al. 2007). Varietas
padi hasil MAS pertama tahan BLB dalam plasma nutfah
aromatik dikenal “Pusal460” dan hasil pyramiding triple BLB,
yaitu “RP BIO 226" (Vogel 2009).

Peningkatan kualitas padi yang terkait rasa, performa dan
proses penanakan nasi sebenarnya pada awalnya ditujukan ter-
hadap potensial hasil, dimana banyak varietas padi dengan
gabah tinggi tetapi kualitas bijinya rendah (Zhang 2007). Varietas
padi hasil MAS dengan kualitas tanak yang unik dan prosesing
berhasil dilepas ke pasaran, kultivar “Cadet” dan “Jacinto”.
Menariknya lagi, hanya perlu waktu 5 tahun dalam penciptaan
kultivar tersebut (Vogel 2009).

Tahun 2006, dua galur tahan genangan hasil introgresi lokus
katahanan genangan berhasil dikembangkan yaitu “FR13A” dan
“Swarma” (Xu et al. 2006). Tahun 2007, “MAS946-1" merupakan
varietas aerobik pertama tahan kekeringan yang dilepas di India
sebagai hasil seleksi MAS selama 5 tahun. Varietas ini meng-
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konsumsi air 60% lebih sedikit daripada varietas tradisional. Di
Bangladesh varietas “BR11” dan “BR28” tahan salinitas merupa-
kan hasil silang balik dengan bantuan marka (MABC) yang di-
lepas sekitar tahun 2010 (Vogel 2009).

Meskipun di Indonesia kegiatan pemuliaan molekuler ber-
basis MAS pada tanaman padi tidak seintensif yang dilakukan
oleh peneliti di negara lain, para peneliti Badan Litbang Pertanian
Indonesia terus berusaha memanfaatkan pendekatan MAS dalam
program pemuliaan padi. Utami ef al. (2010) memanfaatkan pen-
dekatan MAS untuk mengeksplorasi keberadaan alel Xa7 pada
plasma nutfah padi Indonesia dan sekaligus mengembangkan
marka molekuler SNP dengan presisitinggi sebagai kandidat
marka molekuler yang akan digunakan sebagai alat seleksi ke-
depannya. Sebanyak dua kandidat variasi alel gen Xa7 telah
berhasil diidentifikasi oleh Utami et al. (2010), yaitu variasi alel
yang berkaitan dengan protein kinase domain dan protein 3-
hydroxyisobutirate dehidrogenase masing-masing ditemukan
pada pada plasma nutfah padi Parekaligolara (Indica, 15141) dan
Gajah Mada (Indica, 5856). Kedua variasi alel untuk gen Xa7 telah
berhasil mereka petakan pada posisi LD map 28,05-28,1 Mb dari
kromosom 6, yang ditandai dengan marka yang terpaut Xa7-
SNP8 dan Xa7-SNP11. Kedua marka tersebut dapat digunakan
untuk membantu proses seleksi plasma nutfah ataupun hasil
pemuliaan untuk karakter ketahanan hawar daun padi sebagai
marka MAS kedepannya. Pemanfaatan marka molekuler juga te-
lah diaplikasikan untuk mengidentifikasi dan menseleksi plasma
nutfah padi yang memiliki palatabilitas tinggi di Indonesia.
Lestari et al. (2012) telah berhasil mengembangkan marka STS
berbasis genom padi Japonica untuk mengidentifikasi padi indica
Indonesia yang mempunyai palatabilitas tinggi dengan identitas
unik. Dilaporkan bahwa varietas Rojolele teridentifikasi sebagai
varietas padi Indonesia dengan palatabilitas tinggi. Profil sidik
jari DNA varietas padi Indica dan Japonica termasuk beras
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premium (Rojolele, Indica dan Ilpum, japonica) berhasil dibuat
dengan menggunakan set marka STS yang terpaut palatabilitas
dalam nilai digital. Analisis homologi menunjukkan bahwa
fragmen hasil amplifikasi primer STS yang merupakan hasil
modifikasi dari RAPD tidak terpaut dengan gen-gen pada padi
yang mengontrol mutu rasa beras, dan terletak secara acak di
genom padi (Lestari et al., 2012). Aplikasi MAS di Indonesia juga
ditujukan untuk perbaikan varietas padi yang memiliki potensil
hasil tinggi, tahan terhadap hawar daun bakteri, dan berumur
genjah. Tasliah et al. (2016) memanfaatkan marka molekuler ter-
kait gen pengendali karakter potensil hasil tinggi (RM17483 dan
RM6838 untuk lokus qTSN4), ketahanan terhadap hawar daun
bakteri (RM20582 untuk posisi QTL gen Xa7), dan umur genjah
(RM6909 dan RM5556 untuk lokus qDTHS) sebagai alat seleksi
galur-galur padi hasil persilangan. Pada penelitian tersebut, Code
yang merupakan varietas padi Indonesia yang memiliki gen ke-
tahanan terhadap penyakit hawar daun bakteri (Xa7) digunakan
sebagai tetua recurrent dalam persilangan dengan tetua donor
yang membawa karakter target. Sebanyakdua jenis kombinasi
persilangan telah mereka rakit, yaitu antara varietas Code dan
IR64-NILs-qTSN4(YP9) sebagai donor karakter hasil tinggi pada
padi dan antara Code dan IR64-NILs-qDTHS8 (YP1) yang mem-
bawa lokus pengatur umur berbunga genjah. Keberadaan seg-
men yang berasal dari tetua donor maupun keberadaan karakter
unggul (ketahanan terhadap hawar daun) pada progeni hasil per-
silangan dimonitor secara dini menggunakan marka molekuler
untuk masing-masing karakter. Dalam kegiatan seleksi terhadap
masing-masing karakter, mereka berhasil menseleksi individu-
individu tanaman yang membawa alel qTSN4 dan qDTHS ditun-
jukkan oleh pola pita heterozigot (HHA) untuk masing-masing
karakter. Mereka menemukan bahwa introgresi lokus qTSN4 dan
qDTHS pada galur-galur terseleksi terbukti dapat memperpen-
dek umur dan meningkatkan jumlah bulir isi dan bobot bulir
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isivarietas Code. Umur berbunga galur qTSN4 dan qDTHS ter-
seleksi diketahui lebih genjah, yaitu 12-13 hari lebih genjah di-
bandingkan dengan tetua Code, sedangkan jumlah bulir isi per
malai galur qTSN4 129,52 lebih banyak dibandingkan dengan
Code (114,75). Bobot bulir isi per tanaman qITSN4 dan qDTHS8
masing-masing 34,5 g dan 24,7 g, sedangkan Code hanya 15,23 g
(Tasliah et al. 2016). Berdasarkan informasi tentang aplikasi MAS
pada pemuliaan tanaman padi tersebut, diharapkan agar
program pemuliaan berbasis molekuler pada tanaman padi di
Indonesia perlu mendapat perhatian khusus dalam rangka mem-
perpendek siklus pemuliaan yang selama ini belum terpecahkan
secara konvensional.

Serealia (Jagung, Barley,dan Gandum)

Tanaman gandum dan barley umumnya merupakan tanaman
yang menyerbuk sendiri (self pollination), sedangkan jagung me-
nyerbuk silang (cross pollination). Varietas jagung mayoritas di-
kembangkan dari hasil pemuliaan hibrida Fi. Pemakaian marka
seperti RFLP (restriction fragment length polymorphism) dan SSR
banyak digunakan di komoditas jagung. Aplikasi MAS yang pen-
ting di jagung adalah silang balik transgen ke dalam elite inbred
line. Contoh keberhasilannya, adalah konversi galur jagung nor-
mal ke “QPM” (Quality Protein Maize) yang mengandung lysine
dan tryptophan lebih tinggi daripada jagung normal (Babu et al.
2003). Program MAS untuk mengkonversi plasma nutfah lokal
menjadi QPM sebenarnya juga telah diinisiasi di Cina, Vietnam
dan Indonesia. Hanya perlu waktu 3 tahun, para peneliti India
menciptakan “Vivek QPM 9” dan mereka berhasil mengomer-
sialisasikannya (Gupta 2009) dan ternyata cocok untuk pertanian
organik. Berbeda dengan tanaman padi, aplikasi MAS atau
marka molekuler sebagai alat seleksi pada tanaman jagung di
Indonesia tergolong masih sangat terbatas, belum ada institusi
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dalam lingkup Badan Litbang Pertanian yang menggunakan
strategi pemuliaan molekuler dalam perbaikan varietas maupun
pembentukan varietas unggul baru pada tanaman jagung. Meski-
pun demikian, Surahman et al. (2012) telah berhasil mengidentifi-
kasi marka-marka molekuler yang spesifik untuk tetua-tetua
hibrida jagung. Lima marka mikrosatelit atau SSR yang spesifik
terhadap tetua jagung hibrida telah ditemukan, yaitu phi 109275
teridentifikasi spesifik untuk tetua hibrida Bima-4, marka phi072
spesifik untuk tetua Bima-3 (MR-14 dan Nei9008), dan marka
phi328175 teridentifikasi spesifik untuk tetua hibrida Bima-3 dan
Bima-4. Berdasarkan hasil penelitian tersebut, penelitian lebih
lanjut sangat diperlukan untuk mengidentifikasi lebih detil lagi
tentang keterkaitan marka-marka tersebut dengan gen pengen-
dali karakter heterosis pada tanaman jagung sehingga marka
baru yang benar-benar tervalidasi terkait dengan karakter
heteoris dapat dikembangkan sebagai alat seleksi (MAS) dalam
program pemuliaan jagung.

Aplikasi MAS pada tanaman barley lebih maju daripada di
gandum, mungkin disebabkan oleh lebih sederhananya ukuran
genom yang dimiliki barley. Pada pemuliaan barley, MAS banyak
dititikberatkan pada ketahanan terhadap berbagai jenis penyakit,
seperti yellow mosaic virus dan karat. Varietas “Tango” yang mem-
bawa dua QTL ketahanan karat dilepas tahun 2000 (Hayes et al.
2003), dan diklaim sebagai varietas komersial pertama yang di-
bentuk dengan bantuan MAS. Di Australia, “SloopSA” juga ber-
hasil dilepas, yang merupakan hasil antara Sloop tahan cyst
nematode yang diintrogresikan ke Chebec (Eglinton et al. 2006).

Katahanan terhadap stress abiotik merupakan prioritas utama
pada pemuliaan gandum. Permasalahan kompliksitas pada
karakter cekaman kekeringan menjadikan MAS sebagai alternatif
dalam solusinya. Penggunaan marka DNA untuk melacak gen-
gen terkait kekeringan telah berhasil dilakukan pada varietas
Drysdale yang merupakan varietas gandum tahan kekeringan
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hasil pemuliaan konvensional. Varietas baru hasil MAS tersebut
telah dikomersialkan pada tahun 2010 (Finkel 2009). Upaya
peningkatan nutrisi, seperti zinc pada gandum juga dilakukan
dengan MAS. Ada beberapa varietas gandum tahan penyakit
hasil MAS yang dilepas di USA antara tahun 2006-2007 (“Patwin,
Expresso, Lassik, Farnum, Westmore, dan ADS2026”).

Kedelai

Mengingat potensi kedelai sebagai sumber minyak dan
protein nabati utama, MAS dipandang perlu dalam pemuliaan
kedelai. Strategi aplikasi MAS yang tepat, yang umumnya meng-
gunakan SSR, sangat diperlukan karena kecenderungan variasi
genetik kedelai yang rendah sehingga diperlukan perluasan
plasma nutfah. Sampai sekarang MAS pada kedelai umumnya
dititikberatkan ke arah ketahanan terhadap penyakit, sedangkan
jangka panjangnya adalah peningkatan jumlah bintil akar dan
ketahanan terhadap pecah polong (Jonah et al. 2011). Contoh ke-
berhasilan aplikasi MAS menggunakan marka SSR pada kedelai
adalah dengan dilepasnya dan registrasi kultivar “Sheyenne”
yang dikembangkan dari Pioneerpada tahun 2008 (Helms et al.
2008) serta kultivar “JTN-5303” dengan ketahanan terhadap
penyakit berhasil dilepas tahun 2005 (Vogel 2009).

Kentang dan Ubi Jalar

Kentang merupakan tanaman tetraploid dan juga tetrasomik
yang diturunkan, sehingga sampai sekarang aplikasi MAS masih
sangat terbatas. Pengembangan teknologi yang merubah tetra-
ploid menjadi diploid dan marka DNA khusus memungkinkan
untuk mengkonstruksi peta genetik dan studi GWAS (genome
wide association study) pada ketahanan penyakit baik kualitatif
maupun kuantitatif. Namun demikian kebanyakan marka yang

290 | Pemanfaatan SDG dan Bioteknologi untuk Mendukung Pertanian Berkelanjutan



daplikasikan terutama untuk populasi kentang diploid yang
dapat diterapkan pada pemuliaan. MAS telah diterapkan untuk
mengembangkan varietas dengan ketahanan terhadap tiga
patogen berbeda dan nemotoda cys akar (Globodera rostochiensis)
(Brumlop & Finckh 2011).

Ubi jalar merupakan makanan pokok mayoritas penduduk
Afrika, dan dibuat sebagai kandidat tanaman untuk biofortifi-
kasi, sumber vitamin A. Melalui pemuliaan konvensional telah
dilepas ubi jalar dengan kandungan provitamin A yang tinggi di
negara-negara Afrika. Dengan ditemukannya marka DNA pada
tanaman jagung untuk provitamin A, diharapkan dapat
diaplikasikan pada tanaman ubi jalar sehingga varietas baru yang
berbiofortifikasi dengan bantuan MAS dapat dilakukan (Vogel
2009).

Ubi kayu merupakan salah satu komoditas yang melimpah
dan mudah dibudi dayakan di beberapa negara di Afrika dan
Asia termasuk Indonesia. Pada awal pengembangan marka, ubi
kayu menjadi salah satu komoditas yang diperhitungkan.
Pengembangan marka untuk karakter paska panen dan katahan-
an terhadap virus menjadi penekanan bagi pemulia. Sedangkan
berdasarkan kebutuhan, prioritas utama seharusnya pada marka-
marka untuk ketahanan terhadap stress abiotik dan penyim-
panan. ICTA (International Centre for Tropical Agriculture) telah
menjalankan proyek untuk mengembangakn ubi kayu dengan
provitamin A yang tinggi melalui MAS (Vogel 2009).

Kacang-kacangan, sayuran dan buah-buahan

Beberapa marka telah diterapkan pada program pemuliaan
selada, cabe, mentimun, tomat dan beberapa kacang-kacangan
kelompok Phaseolus. Marka DNA seperti RAPD dan SCAR lebih
umum digunakan untuk seleksi, termasuk untuk peningkatan

Seleksi dengan Bantuan Marka DNA untuk Perakitan Tanaman Pertanian Unggul | 291



hasil produksi dan ketahanan terhadap penyakit (Fan et al. 2006;
Brumlop & Finckh 2011).

Berbagai marka DNA telah diaplikasikan pada plasma nutfah
kacang-kacangan ini. AFLP untuk evaluasi variasi genetik kacang
tanah, marka di cowpea dikhususkan pada asosiasinya dengan
ketahanan terhadap penyakit seperti thrips, bruchids pod borer,
parasit dan kekeringan. Identifikasi marka yang paling cocok
untuk penentuan pathotype penyebab penyakit di chickpea telah
diprioritaskan juga. Hal ini bertujuan untuk memonitor distribusi
pathotype sehingga dapat membuat rekomendasi jenis kultivar
untuk budi daya (Jonah et al. 2011). Beberapa galur kacang-
kacangan (termasuk P. vulgaris L) dan varietas tahan golden
mosaic virus dan membawa QTL untuk bacterial blight telah
didaftarkan untuk pelepasan (Baever et al. 2008).

Pemakaian MAS dalam hubungannya dengan biaya, lebih
efisien pada tanaman buah daripada tanaman tahunan karena
umumnya program pemuliaan tanaman buah dilakukan melalui
dua tahap. Tahap awal, evaluasi dan seleksi individu untuk
propagasi asexual secara ekstensif untuk direplikasi di tahap
selanjutnya. Dengan MAS, jumlah tanaman yang akan diuji di
awal tahap dapat turun drastis. Namun banyak karakter agrono-
minya terakit dengan gen mayor (ketahanan multiple penyakit,
karakter bunga, buah) dan sangat sedikit QTL yang teridentifi-
kasi. Namun sejak 2009, teknologi marka bersama dengan geno-
mik dapat memacu keberhasilan pemuliaan buah-buahan
(Brumlop & Finchkh 2011).

KESIMPULAN

Perkembangan teknologi marka DNA berbasis PCR dan
analisis genomik dengan teknologi canggih sangat membantu pe-
muliaan tanaman lebih baik di masa depan. MAS mendorong
pembuatan varietas baru lebih realistis dan dapat menjadi alter-
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natif dari rekayasa genetika. Strategi pemuliaan tanaman dengan
bantuan marka dilakukan bedasarkan karakter/gen yang diingin-
kan dan spesies tanaman, dapat melalui seleksi galur atau popu-
lasi, silang balik dengan bantuan marka (MABC), seleksi recurrent
dengan bantuan marka (MARS) dan pyramiding dengan bantuan
marka. Aktivitas MAS dapat diterapkan pada semua spesies ta-
naman, namun memerlukan beberapa pertimbangan mengenai
tingkat akurasi marka dalam deteksi, berapa banyak generasi
untuk MAS dan berapa besar populasi yang digunakan. Marka
molekuler telah diaplikasikan sebagai MAS secara luas untuk
pengembangan varietas unggul pada berbagai tanaman pertani-
an seperti serealia (padi, jagung, gandum, barley), kacang-kacang-
an (kedelai dan lainnya), umb-umbian (kentang, ubi jalar,
singkong), sayuran dan buah-buahan.
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