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ABSTRAK

Kemajuan teknik marka molekuler memberikan kemudahan bagi
pemulia tanaman dalam penentuan lokasi gen yang mengendalikan
karakter yang diinginkan. Penentuan gen yang mengendalikan
sejumlah karakter penting dengan menggunakan marka genetik
telah berhasil dilakukan pada berbagai jenis tanaman. Sebelum
pemetaan suatu marka molekuler terhadap karakter yang
diinginkan, diperlukan pemetaan genetik yang dikonstruksi dari
sejumlah marka molekuler. Pemetaan daerah dalam kromosom
yang mengendalikan karakter kualitatif dan kuantitatif mendapat
perhatian yang sangat besar dalam program pemuliaan. Penentuan
gen yang mengendalikan karakter kualitatif maupun kuantitatif
memerlukan populasi pemetaan. Metode umum yang digunakan
dalam penentuan lokasi gen yang mengendalikan karakter kualitatif
ialah bulk segregant analysis (BSA). Pendekatan tersebut terbukti
mampu mempercepat penentuan lokasi gen dengan biaya yang
relatif rendah. Sebaliknya, penentuan lokasi gen yang mengen-
dalikan sifat kuantitatif dilakukan melalui pemetaan quantitative
trait loci (QTL). Dibandingkan penentuan lokasi gen pengendali
sifat kualitatif, pemetaan QTL lebih kompleks dan membutuhkan
kemampuan analisis statistik untuk menentukan daerah kromosom
yang terkait dengan karakter kuantitatif tersebut. Tulisan ini
membahas metode penentuan lokasi gen di dalam kromosom yang
bertanggung jawab terhadap karakter penting tanaman dengan
memanfaatkan marka molekuler dalam pemetaan genetik dan
analisis QTL.

Kata kunci: Gen, lokus, marka molekuler, kromosom, karakter
kualitatif, karakter kuantitatif

ABSTRACT

Advance in molecular marker techniques has facilitated breeders
in tagging of genes conferring desirable traits. Tagging of genes
controlling a large number of economically important traits using
genetic markers has been successfully applied in various crops.
Before a molecular marker linked to a gene in a chromosome can
be mapped, a genetic linkage map constructed from molecular
markers is necessary. Tagging of chromosomal regions affecting
qualitative and quantitative traits received growing attention in
plant breeding program. Tagging of genes controlling both

qualitative and quantitative traits required mapping populations.
Bulk segregant analysis (BSA) is the usual method in locating
genes controlling qualitative traits. BSA approach has proved a
fast method for tagging genes controlling qualitative traits with
relatively cheap cost. On the other hand, tagging of genes
responsible for quantitative traits has been carried out through
quantitative trait loci (QTLs) mapping approach. Compared to
qualitative gene tagging, gene tagging for quantitative traits is
more complicated and required powerful statistical method to
specify chromosomal location linked to traits. In details, the
method for tagging genes for important traits was discussed in this
article, particularly, molecular marker application in genetic
mapping and QTL analysis.

Keywords: Genes, locus, molecular markers, chromosomes,
qualitative traits, quantitative traits

PENDAHULUAN

enentuan lokus suatu gen dalam kromosom secara

konvensional maupun dengan bioteknologi
merupakan kegiatan yang dilakukan oleh pemulia
tanaman untuk meningkatkan mutu suatu varietas
tanaman. Kegiatan ini membutuhkan peta genetik yang
dikonstruksi berdasarkan marka molekuler, yang dapat
dikelompokkan menjadi marka klasik dan marka DNA.
Marka klasik meliputi marka morfologi, sitologi, dan
biokimia. Marka genetik umumnya dimanfaatkan dalam
kegiatan karakterisasi plasma nutfah, isolasi suatu gen,
seleksi alel target yang terintrogresi pada suatu individu,
dan perlindungan varietas (Henry 2001).

Marka morfologi memiliki kelemahan, terutama
jumlahnya sangat terbatas, tingkat polimorfismenya
rendah, dan dipengaruhi oleh faktor lingkungan.
Meskipun dalam praktik marka morfologi lebih mudah
dimonitor, beberapamarkamorfologi, seperti warnabunga,
biasanya muncul lebih lambat sehingga skoring tidak
dapat dilakukan lebih awal (Poehlman dan Seper 1995).
Penggunaan marka sitologi dalam pembentukan peta
genetik biasanya berbasis tampilan struktur kromosom.
Marka sitologi jarang digunakan dalam pemetaan genetik
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karena memerlukan bantuan teknik molekuler. Marka
bi okimia seperti isozim memiliki tingkat polimorfismeyang
tinggi, tetapi jumlah marka ini sangat terbatas dan
dipengaruhi oleh fase pertumbuhan tanaman.

Marka DNA lebih disukai dibanding marka genetik
lainnya karena tingkat polimorfismenya sangat tinggi,
jumlahnya banyak, tidak dipengaruhi oleh lingkungan,
analisis sampel dapat dilakukan pada stadia awal
pertumbuhan tanaman, dan tingkat heritabilitasnya 100%.
Berdasarkan metode deteksinya, marka DNA dapat
dibedakan menjadi tiga kelompok, yaitu marka DNA
berbasis teknik hibridisasi, polymerase chain reaction
(PCR), dan berbasis sekuen DNA atau sekuensing DNA
(Joneset al. 1997; Guptaet al. 2002).

Kemajuan yang pesat dalam bidang teknologi marka
DNA dapat mengatasi keterbatasan yang selama ini
ditemui pada marka morfologi, sitologi, dan biokimia.
Melalui penggunaan marka DNA, pencapaian tujuan
suatu program penelitian untuk penelitian dasar maupun
penelitian yang bersifat aplikatif dapat dipercepat dan
dipermudah. Pada penelitian dasar, penggunaan marka
DNA lebih diarahkan sebagai alat bantu dalam analisis
hubungan kekerabatan antarindividu (analisisfilogenetik)
dan pencarian gen-gen potensial pada suatu spesies
dalam rangka perbaikan sifat atau karakter suatu individu
tanaman. Pada penelitian yang bersifat aplikatif, marka
DNA antara lain digunakan sebagai alat bantu dalam
kegiatan seleksi tanaman (marker assisted selection/
MAS), penelusuran hubungan darah antara orang tua dan
anak, serta sebagai alat bantu bagi pihak yang berwenang
dalam kegiatan inspeksi dan sertifikasi suatu produk
makanan ataupun identitas varietas. Dengan dipetakan-
nya letak suatu gen dalam kromosom, seleksi suatu
karakter yang diinginkan dengan tingkat presisi, akurasi,
dan efisiensi seleksi yang tinggi dapat dilakukan dengan
cepat. Hal ini akan mempercepat program pengembangan
varietas baru. Tujuan dari tulisan ini adalah untuk
mengulas penentuan lokus suatu gen pada kromosom
tanaman menggunakan bantuan marka mol ekul er.

KONSTRUKSI PETA GENETIK

Peta genetik (linkage maps) menunjukkan posisi dan jarak
genetik relatif antara marka-marka DNA di sepanjang
kromosom suatu spesies (Paterson 1996; Collard et al.
2005). Susunan dan urutan suatu marka dan jarak genetik
relatif marka-marka tersebut ditentukan berdasarkan nilai
rekombinasi dari pasangan marka yang digunakan
sehingga terbentuk grup-grup keterpautan. Pada
prinsipnya, susunan atau urutan marka dalam suatu peta
keterpautan dihitung berdasarkan konsep segregasi dan
rekombinasi, seperti yang dipaparkan dalam teori
pewarisan pada hukum Mendel (Paterson 1996).
Ketersediaan peta genetik dengan tingkat resolusi
tinggi akan mempermudah penentuan lokus suatu gen
dalam kromosom, jumlah gen, dan kekuatan gen yang
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bertanggung jawab terhadap karakter tertentu. Gen yang
bertanggung jawab terhadap karakter kualitatif maupun
kuantitatif dikenal sebagai quantitative trait loci (QTLS)
(Mohan et al. 1997; Doerge 2002; Yimet al. 2002). Makin
banyak jumlah marka DNA yang digunakan dalam analisis
segregasi, peluang untuk mendapatkan peta genetik yang
|ebih lengkap akan makintinggi.

Peta genetik juga dapat memfasilitasi pemulia
tanaman dalam mengintrogresikan gen atau QTLS yang
diinginkan melalui program MAS dan membantu para
peneliti dalam studi komparatif kemiripan susunan dan
fungs suatu gen dalam mengekspresikan fenotipe dari
spesies-spesies yang berbeda (Ahn dan Tanksley 1993;
Paterson et al. 2000). Bahkan, ketersediaan peta genetik
menjadi dasar dalam kloning suatu gen yang bertanggung
jawab terhadap karakter yang memiliki nilai ekonomis
tinggi atau yang dikenal sebagai positional or map-based
cloning (Mohan et al. 1997). Dalam pembentukan peta
genetik, metode dan teknik yang digunakan harus
sederhana, tetapi tingkat akurasinya tinggi, mudah
diadopsi oleh pengguna, cepat dalam pengerjaannya, dan
efektif dalam biayanya.

Pada dasarnya pemetaan genetik didasarkan pada
prinsip bahwa gen (marka atau lokus) bersegregasi
melalui rekombinasi kromosom selama proses meiosis
sehingga memungkinkan para pemuliamelakukan analisis
segregasi gen tersebut pada individu-individu
turunannya (Paterson 1996). Gen atau marka DNA yang
saling berdekatan (tightly-linked markers) diwariskan
secara bersama-sama dari tetua kepada progeninya
dengan frekuensi yang lebih tinggi dibandingkan
dengan gen atau marka yang letaknya berjauhan satu
dengan lainnya (Gambar 1). Pada suatu populas yang
bersegregasi, genotipe tetua maupun genotipe
heterozigot (rekombinan) akan diwariskan pada generasi
berikutnya sebagai hasil persilangan dari kedua tetua.
Dengan demikian dapat dihitung fraksi rekombinasi
yang menjadi dasar dalam menghitung jarak genetik di
antara marka DNA yang dipetakan. Selanjutnya, nilai
fraksi rekombinasi tersebut dikonversi menggunakan
suatu fungsi (mapping function) ke dalam satuan peta
map yang dikenal dengan istilah centiMorgan (cM).

Melalui analisis segregasi, urutan marka DNA dan
jarak relatif di antara marka-marka tersebut dapat
ditentukan. Nilal frekuensi rekombinasi antara duamarka
yang makin kecil menunjukkan kedekatan lokasi kedua
markatersebut dalam suatu kromosom. Sebaliknya, makin
tinggi frekuensi rekombinasi antaraduamarka, makinjauh
jarak keduanya pada suatu kromosom. Suatu marka atau
gen dikatakan terpaut apabila memiliki nilai frekuensi
rekombinasi kurang dari 50% (Hartl 1988). Marka-marka
dengan nilai frekuensi rekombinasi 50% dikategorikan
sebagai marka yang tidak terpaut satu sama lain. Hal ini
diasumsikan bahwa marka-marka tersebut berada pada
posisi yang berjauhan dalam kromosom yang sama atau
kemungkinan terletak pada kromosom yang berbeda
(Hartl dan Jones 2001).
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Gambar 1. Skema rekombinasi kromosom homolog selama proses meiosis. Gamet yang terbentuk setelah proses meoisis terdiri atas gamet
induk atau tetua (T) dan gamet rekombinan (R). Semakin kecil jarak dua marka, semakin kecil terjadinya rekombinasi di antara kedua
marka tersebut. Rekombinasi antara marka G dan H akan lebih sering terjadi dibanding rekombinasi antara marka E dan F. Apabila dilakukan
analisis jumlah rekombinasi pada populasi mapping, marka E dan F akan terletak pada posisi yang berdekatan dibandingkan marka G dan

H (model diadopsi dari Collard et al. 2005).

Jumlah marka yang digunakan dalam mengonstruksi
peta genetik akan menentukan kelompok pautan yang
dapat dikonstruksi. Tersedianyamarka DNA dalamjumlah
besar dan tersebar pada seluruh kromosom suatu tanaman
akan sangat membantu kesuksesan konstruksi peta
genetik dengan kerapatan tinggi. Sebaliknya, pemben-
tukan peta genetik dengan jumlah marka DNA yang
terbatas menyebabkan peta pautan yang terbentuk
rendah.

Di Indonesia, pembentukan peta genetik umumnya
dilakukan untuk deteksi dan karakterisasi lokus yang
mengendalikan karakter kuantitatif. Beberapa penelitian
yang terkait dengan konstruksi peta genetik telah
dilaporkan, antaralain pembentukan peta genetik bit gula
(Setiawan 2001), jagung (Roberdi et al. 2010), kedelai
(Tasmaet al. 2011), dan padi (Lestari et al. 2011). Pada
pembentukan peta genetik bit gula, 226 lokus amplified
fragment length polymorphism (AFLP) telah berhasil
dipetakan pada sembilan kromosom (Setiawan 2001).
Panjang peta genetik bit gula yang dikonstruksi tersebut
adalah 744 cM atau meliputi 70% genom bit gula dengan
jarak rata-rata antarmarka 3,1 cM. Roberdi et al. (2010)
mendapatkan dua kelompok pautan marka SSR yang
dikonstruksi dari 175 galur BC F, hasil persilangan antara
jagung kultivar MR-4 x AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B.
K elompok pautan tersebut terdiri atas 12 marka SSR pada
kromosom 6 dan 11 penanda SSR padakromosom 7. Jarak
antarmarka SSR yang dipetakan masih tergolong agak
jauh dengan kisaran 14,4-37,5 cM. Lebih lanjut, Roberdi et
al. (2010) melaporkan bahwa terbatasnya jumlah marka
yang digunakan dalam konstruksi peta genetik
menyebabkan jumlah peta pautan yang dapat dibentuk
sedikit. Dalam pemetaan lokus yang terkait dengan
karakter tahan bulai pada jagung, Roberdi et al. (2010)

menyatakan bahwa untuk mendapatkan peta genetik yang
baik, jumlah primer yang tersebar pada seluruh kromosom
jagung harus diperbanyak untuk mengisi posis di antara
primer yang telah digunakan pada pembentukan peta
pautan sebelumnya.

Tasma et al. (2011) berhasil memetakan 119 dari 122
marka SSR pada delapan kromosom kedelai dengan jarak
marka berkisar antara 2,2-30 cM dan jarak rata-rata
antarmarka yang berdekatan 10,7 cM. Dibandingkan peta
pautan markaDNA Raoberdi et al. (2010), peta pautan yang
diperoleh Tasma et al. (2011) lebih banyak dan kerapatan
pautan marka DNA juga lebih baik. Hal ini karenajumlah
marka SSR yang digunakan pada pembentukan peta
genetik kedelai lebih banyak dibandingkan dengan yang
digunakan pada konstruksi peta genetik jagung.
Konstruksi suatu peta genetik memerlukan empat tahapan
(Semagn et al. 2006), yaitu: 1) pembentukan populasi
persilangan atau populasi mapping (jenis populasi dan
ukuran sampel), 2) penentuan jenis marka DNA yang
digunakan dalam genotyping populasi mapping, 3)
skrining tetua untuk menentukan markayang polimorfisdi
antara tetua persilangan, dan 4) analisis keterpautan
(penghitungan frekuensi rekombinasi di antara marka,
pembentukan grup keterpautan, estimasi jarak peta, dan
penentuan urutan marka).

PEMILIHAN TETUA DAN JENIS
POPULASI

Pemilihan tetua persilangan dalam pengembangan
populasi mapping menentukan keberhasilan pemetaan
genyang menjadi target dalam pemuliaan tanaman. Tetua-
tetua persilangan yang dipilih harus berbeda secara
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genetik atau ekstrem pada satu atau lebih karakter target
yang telah ditentukan. Sebagai contoh, tetua betina
(resipien) dipilih dari kultivar unggul komersial dengan
produktivitas tinggi, tetapi tidak memiliki gen ketahanan
terhadap suatu penyakit, sementara tetua jantan (donor)
dipilih dari kultivar yang memiliki gen ketahanan. Di
samping perbedaan yang ekstrem secara genetik,
pertimbangan lain yang harus diperhatikan ialah
hubungan jarak genetik di antara kedua tetuanya tidak
terlalu jauh. Apabilajarak genetiknyaterlalujauh, sterilitas
benih yang dihasilkan progeninya menjadi tinggi atau
akan mengakibatkan fenomenadistorsi atau lebih dikenal
sebagal segregation distortion.

Beberapa populas mapping yang digunakan dalam
pembentukan peta genetik dapat dilihat pada Gambar 2.
Dalam pemetaan, setiap populasi mapping memiliki
kelebihan dan kekurangan (McCough dan Doerge 1995;
Paterson 1996). Pemilihan jenispopul asi persilangan akan
menentukan efisiensi dan kesuksesan pembentukan peta
keterpautan genetik. Pemilihan jenis dan ukuran populasi
mapping yang tepat untuk studi pemetaan bergantung
pada tujuan penelitian, waktu yang tersedia untuk
pengembangan populasi, dan jenis marka DNA yang
digunakan (bersifat dominan atau kodominan). Terkait
dengan ukuran populasi, belum ada penelitian yang
secara spesifik mempelgjari ukuran populasi yang paling
ideal untuk mendapatkan peta genetik yang akurat.
Berdasarkan simulasi, Ferreira et al. (2006) yang
menggunakan ukuran populasi 50-1.000 individu dari
masing-masing populas F,, BC, RILs, dan DH melaporkan
jenis dan ukuran populasi mapping sangat memengaruhi
keakuratan peta genetik yang dihasilkan.

Beberapa penelitian pemetaan genetik telah dilakukan
di Indonesia. Meskipun ukuran populasi yang digunakan
tidak mencapai jumlah maksimal yang disimulasikan oleh
Ferreiraet al. (2006), namun masih berada dalam kisaran
yang telah dismulasikan tersebut. Sanjaya et al. (2002)
menggunakan 365 individu F, dalam membuat peta
genetik cabai untuk memetakan karakter ketahanan
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terhadap penyakit antraknosa. Selanjutnya Roberdi et al.
(2010) menggunakan 175 progeni BC,F, hasil silang balik
antara tetua MR-4 dan AMATLCOHS-9-1-1-1-1-1-2-B
dalam pembentukan peta genetik jagung tahan penyakit
bulai. Tasma et al. (2011) menggunakan 100 progeni F,
kedelai hasil silangan kultivar B3462 dan B3293 untuk
mengonstruksi peta keterpautan 125 marka SSR pada
delapan kromosom kedelai. Dalam pemetaan gen
ketahanan terhadap penyakit blas pada tanaman padi,
Lestari et al. (2011) membuat peta genetik 112 marka
molekuler pada 12 kromosom padi. Ukuran populasi untuk
mengonstruksi peta genetik padi adalah 123 galur BCF,
yang dikembangkan dari persilangan antara Way Rarem
dan Oryzicallanos-5.

Ukuran populasi yang terlalu kecil akan menyebab-
kan terjadinya fragmentasi pada kelompok pautan dan
susunan lokus pada peta tidak akurat. Dalam praktiknya,
pada studi awal pemetaan genetik, ukuran populasi yang
dibutuhkan berkisar antara50-250 individu (Mohan et al.
1997), tetapi untuk membentuk peta genetik yang lebih
lengkap (high resolution mapping) diperlukan ukuran
populasi yang lebih besar.

Marka DNA yang bermanfaat ialah marka DNA yang
polimorfis, yaitu yang mampu membedakan kedua tetua
persilangan secara genetik. Makin banyak marka DNA
polimorfis yang mencakup semua lokasi genom suatu
individu, semakin besar peluang untuk mendapatkan peta
genetik yang lebih lengkap dan akurat. Marka polimorfis
juga dideskripsikan sebagai marka kodominan atau
dominan, yakni berdasarkan kemampuan marka tersebut
dalam membedakan individu-individu yang homozigot
dan heterozigot. Marka kodominan ditunjukkan oleh
adanya perbedaan dalam ukuran pita DNA dari satu
individu dengan lainnya, sebaliknya marka dominan
ditunjukkan oleh ada tidaknya pita dalam ukuran yang
sama. Secara sederhana, perbedaan ukuran pita DNA
yang terlihat pada suatu gel disebut sebagai alel. Marka
kodominan bisa terdiri atas banyak alel yang berbeda,
sedangkan marka dominan hanya memiliki dua alel
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Gambar 2. Skema pengembangan jenis populasi mapping pada tanaman yang menyerbuk sendiri (diadopsi dari Collard et al. 2005).
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(Collard et al. 2005). Di samping ukuran populasi,
pemilihan marka DNA (dominan atau kodominan) juga
menentukan keakuratan peta genetik. Pada umumnya,
peneliti Indonesiamemanfaatkan marka DNA kodominan,
seperti SSR dalam pemetaan gen target yang
mengendalikan suatu karakter penting pada tanaman.
Sebagai contoh, Lestari et al. (2011) menggunakan 112
marka DNA kodominan yang terdiri atas 110 marka SSR
dan dua marka SNP untuk memetakan gen ketahanan
terhadap penyakit blas padatanaman padi. Demikianjuga
peta genetik yang dibentuk pada penelitian pemetaan gen
ketahanan terhadap penyakit bulai pada tanaman jagung
(Roberdi et al. 2010) dan gen yang bertanggung jawab
terhadap karakter toleran cekaman keracunan alumunium
pada kedelai (Tasmaet al. 2011). Menurut Ferreira et al.
(2006), peta yang dikonstruks dari populasi RIL dan F,
dengan menggunakan marka DNA yang bersifat
kodominan lebih akurat dibanding menggunakan marka
dominan.

Populasi mapping F, dan silang balik (backcross)
merupakan jenis populasi yang paling sederhana karena
pengembangan populasi ini sangat mudah dan
memerlukan waktu relatif cepat dibandingkan dengan
jenis populasi lainnya. Namun, kedua jenis populasi ini
belum stabil karena komposisi genotipe heterozigot pada
individu turunannya masih sangat tinggi dan benih yang
diperoleh dari kedua jenis populasi ini belum dapat
diperbanyak secara sempurna. Sebaliknya, populasi
mapping seperti recombinant inbred lines (RILS), near-
isogenic lines (NILs), dan doubled-haploids (DHs)
bersifat stabil karena homogen dan dikenal sebagai true-
breeding lines karena individu-individu yang dihasilkan
dari populasi ini dapat diperbanyak dan diproduksi tanpa
terjadi perubahan genetik. Dalam kegiatan kerja sama
antarlaboratorium, biasanya peneliti menggunakan benih
yang berasal dari RILS, NILs, dan DHs untuk saling
melengkapi peta genetik (Young 1994; He et al. 2001).
Dalam praktiknya, pengembangan populasi RILs dan
NILs membutuhkan waktu |ama sehingga menjadi masal ah
utama dalam pembentukan peta genetik berbasis kedua
jenis populasi tersebut. Sebaliknya pengembangan
populasi DHs lebih cepat dibandingkan dengan populasi
RILs dan NILs, tetapi ketersediaan protokol baku dalam
teknik kultur in vitro haploid suatu spesies menjadi
penentu kesuksesan pengembangan populasi DHSs.

PENENTUAN LOKUSGEN
PENGENDALI KARAKTER
KUALITATIF

Pencarian lokus gen yang mengendalikan sifat kualitatif
membutuhkan waktu lebih singkat dibandingkan dengan
gen yang mengendalikan karakter kuantitatif karenatidak
membutuhkan peta genetik lengkap. Pemetaan gen-gen
pengendali karakter kualitatif dapat dipercepat melalui
bulk segregant analysis (BSA). Teknik ini umumnya
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digunakan dalam pemetaaan gen-gen yang pola
pewarisannya sederhana (kualitatif), namun dapat pula
dipakai dalam pemetaan lokus kuantitatif atau QTL major
(Wang dan Paterson 1994). Pada teknik BSA, pencarian
lokasi spesifik suatu marka DNA dalam kromosom yang
terkait dengan sifat tertentu dilakukan dengan
mengumpulkan DNA (bulks atau pool) dari sejumlah
individu yang menunjukkan kesamaan fenotipe
(Michelmoreet al. 1991), misal nyadalam penentuan lokus
gen pengendali sifat ketahanan terhadap suatu penyakit.
Peta genetik dari markaDNA yang beradadi sekitar lokus
ketahanan dapat ditentukan dari suatu populasi yang
bersegregas dengan caramem-pool DNA (sekitar 10-20
individu) dari individu-individu tahan menjadi satu bulk
dan individu-individu tidak tahan menjadi satu bulk.

Dengan membuat DNA bulk, semua lokus
pengendali sifat yang ada pada populasi yang diuji, selain
lokus yang mengandung daerah target (misalnya gen
ketahanan), akan bersifat acak. Dengan menganalisis
(genotyping) kedua pool DNA dengan sgjumlah marka
DNA polimorfis, akan diperoleh marka DNA yang secara
spesifik dapat membedakan kedua pool DNA tersebut.
Marka polimorfis padakedua pool merupakan markayang
terkait dengan gen target. Marka DNA tersebut pada
tahapan berikutnya digunakan untuk genotyping semua
individu pada populasi yang digunakan dan melokalisasi
marka DNA yang terpaut dengan gen target untuk
kegiatan fine mapping ataupun kloning.

Penelitian terkait dengan penentuan lokus gen
pengendali karakter kualitatif belum banyak dilaporkan di
Indonesia. Hal ini kemungkinan karenaprogram penelitian
dasar belum mendapat perhatian khusus, sebaliknya para
peneliti Indonesia lebih banyak memanfaatkan marka
DNA yang berasosiasi dengan gen pengendali karakter
yang telah dilaporkan oleh peneliti di luar negeri untuk
diaplikasikan dalam menyeleksi materi pemuliaan yang
dikembangkan di Indonesia. Namun, penelitian terbaru
dalam penentuan salah satu lokus gen pengendali tandan
buah keras, yang merupakan salah satu karakter kualitatif
penting pada tanaman kel apa sawit, telah dilaporkan oleh
Roberdi et al. (2015). Fenomenatandan buah keras sering
kali menjadi permasal ahan utama dalam pemanenan buah
kelapa sawit. Pada penelitiannya, Roberdi et al. (2015)
berhasil mendapatkan marka AFLP yang terkait dengan
fenomena tandan buah keras. Dari 22 kombinasi primer
AFLP yang polimorfis pada dua jenis tandan buah, yaitu
normal dan keras, diperoleh satu kombinasi primer, yaitu
EACC/M-CTG yang konsisten muncul pada DNA
tanaman tandan buah keras dan tidak ada pita pada DNA
tanaman buah normal. Lebih lanjut, analisis sekuen pita
spesifik dari lokus ini diketahui mempunyai kemiripan
dengan Ty-1 copia retrotransposon. Sekuen tersebut
terdistribusi secara merata pada 16 kelompok pautan
genom tanaman kelapa sawit. Dengan demikian, melalui
penentuan lokus karakter buah keras pada genom kelapa
sawit, gen tersebut dapat diisolasi dan dimanfaatkan
dalam program pemuliaan kel apa sawit.
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PEMETAAN KARAKTER
KUANTITATIF (QTL)

Peningkatan mutu suatu sifat kuantitatif tanaman sangat
penting dalam program pemuliaan. Melalui studi pedigree
dalam program pemuliaan konvensional, biasanya
pemulia menyilangkan dua tetua tanaman lalu dilakukan
proses seleksi secara berkelanjutan hingga diperoleh
galur yang paling baik. Galur harapan tersebut akan
dievaluasi lebih lanjut dalam suatu rentetan kegiatan
pengujian fenotipik di berbagai lokasi di lapangan
sehingga memenuhi syarat untuk dilepas sebagai varietas
unggul baru. Galur-galur yang terpilih diasumsikan
sebagai galur yang memiliki kombinasi alel paling baik
dalam mengekspresikan suatu karakter. Program
pemuliaan seperti ini membutuhkan tenaga yang banyak,
lahan yang luas, dan biaya yang besar. Dengan
keterbatasan tersebut, pemulia tanaman membutuhkan
metode yang lebih ekonomis dan praktis dalam
mengidentifikasi galur-galur harapan sedini mungkin,
yaitu seleksi terhadap galur-galur yang mengandung alel
QTL yang berkontribusi besar terhadap suatu karakter.
Oleh karena itu, pemulia tanaman dan ahli genetika
molekuler secara bersama-sama terus berusaha
mengembangkan teori dan teknik genetika molekuler agar
dapat diaplikasikan dalamidentifikasi QTL.

Datayang dibutuhkan dalam identifikasi marka DNA
yang terkait dengan QTL ialah data kuantitatif fenotipik
setiap individu dalam suatu populasi yang bersegregasi
dan data molekuler (genotipik) dari masing-masing
individu (misalnya homozigot tetua A, heterozigot, atau
homozigot tetua B), sesuai dengan jenis populasi yang
digunakan. Dua jenis populasi mapping yang sering
digunakan dalam pemetaan QTL ialah populasi F,., (famili
F, yang berasal dari populasi F,) dan inbrida rekombinan
(RIL). Salah satu kelebihan penggunaan populasi F,,,
yaitu efek aditif dan dominan dari aksi gen pada lokus
yang spesifik dapat dihitung. Sementara dalam
penggunaan populasi inbrida rekombinan, pemulia hanya
dapat memprediksi gen aditif karena populasi RIL terdiri
atas galur-galur yang homozigot. Untuk pengujian efek
lingkungan terhadap QTL di lokasi dan tahun yang
berbeda, penggunaan populasi RIL Iebih menguntungkan
karena materi tanaman yang dikembangkan dengan tipe
populasi ini sudah stabil sehingga dapat mendukung
percobaan dalam skala besar.

Berbeda dengan pemetaan gen yang mengendalikan
karakter kualitatif, pencarian lokasi gen pengendali sifat
kuantitatif (QTL) lebih rumit karena kompleksitas gen
tersebut. Pemetaan QTL membutuhkan kombinasi antara
teknik genetika modern dan analisis statistik yang
didukung perangkat lunak yang andal. Data genotipik
dan fenotipik sebagai hasil analisis segregas populasi
dianalisis dengan perangkat lunak untuk memperoleh
marka DNA yang berasosiasi dengan karakter kuantitatif.
Apabila daerah pada kromosom yang bertanggung
jawab terhadap suatu karakter kuantitatif sudah
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diperoleh, tahapan selanjutnyaialah seleksi galur harapan
dalam populasi tersebut yang hanya mengandung
alel yang memberikan efek positif terhadap lokus
kuantitatif.

Beberapa contoh populasi mapping yang digunakan
dalam pemetaan QTL yaitu populasi F,, haploid ganda,
populasi silang balik (backcross), galur inbrida
rekombinan (RIL), dan silang balik berbasis inbrida
rekombinan (BIL) yang dikembangkan untuk menentukan
lokus gen yang terkait dengan karakter kuantitatif pada
tanaman padi. Meskipun masing-masing jenis populasi
memiliki kelebihan dan kekurangan, penentuan populasi
mapping yang akan digunakan biasanya disesuaikan
dengan arah penelitian. Xu et al. (2006) menggunakan
populasi F, untuk memetakan gen yang bertanggung
jawab terhadap karakter toleran genangan. Lanceraset al.
(2004) menggunakan galur-galur haploid ganda untuk
memetakan lokus yang terkait dengan karakter toleran
kekeringan. Ren et al. (2005) memanfaatkan populasi
silang balik (BC,F, dan BC,F,) dalam memetakan lokus
kuantitatif untuk karakter toleransi tanaman padi terhadap
salinitas tinggi. Sementara itu, Wissuwa et al. (2006)
menggunakan galur-galur dari populasi inbrida
rekombinan (RIL) dalam memetakan karakter toleransi
tanaman terhadap kekurangan seng (Zn). Matsubara et al.
(2008) menggunakan gal ur-gal ur i nbridarekombinan yang
dikembangkan secarasilang balik (BIL) dalam memetakan
lokus kuantitatif yang terkait dengan karakter hari
berbunga pada tanaman padi.

Di Indonesia, beberapa lokus pengendali karakter
kuantitatif pada tanaman telah ditemukan. Pada tanaman
kentang, Tutupary et al. (2004) berhasil menentukan lokus
gen pengendali karakter ketahanan terhadap penyakit
hawar daun kentang pada kromosom 4 yang berasosiasi
dengan marka GP180. Marka ini dapat digunakan untuk
menentukan gen ketahanan tanaman kentang terhadap
Phytophthora infestans dalam program perbaikan varietas
kentang di Indonesia. Pada tanaman padi, Utami et al.
(2005) berhasil mengidentifikas dualokus gen pengendali
karakter tahan blas pada kromosom 2, yaitu gen Pir2-1(t)
yang berasal dari padi liar Oryza rufipogon tahan
terhadap ras blas 001 dan gen Pir2-3(t) yang berasal dari
varietas IR64 yang tahan terhadap ras blas 173. Populasi
mapping yang digunakan Utami et al. (2005) adalah BC,F,
dan lokus gen yang mengendalikan karakter tahan
terhadap ras blas 001 (Pir2-1 (t)) ditandai oleh primer
RM 263, sedangkan |okus gen ketahanan terhadap rasblas
173ialah RM250. Lestari et al. (2011) berhasil menentukan
16 lokus QTL yang bertanggung jawab terhadap
ketahanan tanaman padi terhadap penyakit blas dengan
menggunakan populasi BCF,, hasil persilangan antara
Way Rarem//Oryzica Llanos5. Lokus gen yang
bertanggung jawab terhadap karakter tahan blas yang
berasal dari varietas Way Rarem ditemukan pada
kromosom 1, 3,5, 6, 7, 8, 9, dan 11. Di antaralokus yang
ditemukan tersebut, marka RM 426 yang merupakan marka
DNA fungsiona yang menyandikan gen kandidat dalam
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mekani sme ketahanan (Oxal ate oxidase) pada kromosom
3 berasosiasi dengan salah satu ras blas Indonesia yang
memiliki tingkat virulensi tinggi dan banyak ditemukan
pada pertanaman padi gogo, yaitu ras 173. Diketahuinya
lokus gen yang berasosias dengan karakter ketahanan
blas tersebut akan sangat membantu program perakitan
varietas padi gogo tahan penyakit blas, antaralain dengan
merakit varietas padi yang membawa lebih dari satu gen
ketahanan blas atau gen piramida.

Pada era tahun 1990-an, marka DNA yang sering
digunakan dalam penentuan lokus yang bertanggung
jawab terhadap karakter kuantitatif adalah marka
restriction fragment length polymorphism (RFLP) dan
random amplified polymorphic DNA (RAPD ) (Mohan et
al. 1994; Lin et al. 1996; Zhang et al. 1996; Huang et al.
1997). Karakterisas QTL padaeraini menghadapi berbagai
kesulitan terutama teknis pelaksanaannya membutuhkan
waktu relatif lama karena belum tersedianya informasi
sekuen genom secara lengkap untuk pencarian lokus
kuantitatif. Dengan tersedianya sekuen lengkap dari suatu
genom, misalnya pada tanaman padi, sgjak sekuen genom
tanaman padi selesai dibuat, konstruksi populasi mapping
dan analis's QTL menjadi lebih efisen dan tenaga juga
semakin berkurang. Hal ini membuka peluang
pengembangan markaDNA dalam pemetaan QTL,, terutama
marka DNA yang bersifat kodominan dan pelaksanaannya
berbasis PCR. Sebagai contoh adalah marka cleaved
amplified polymorphic site (CAPS), mikrosatelit atau
simple sequence repeats (SSR), dan single nucleotide
polymorphism (SNP) yang umumnya bersifat kodominan.
Marka CAPS adalah marka DNA yang paling sederhana
dalam analisis molekuler. Marka ini memiliki tingkat
polimorfisme dan heritabilitas yang tinggi (Komori dan
Nitta 2005). Kelengkapan informasi sekuen suatu genom
tanaman juga memberikan kemudahan bagi peneliti dalam
pengembangan marka SSR yang jumlah dan variasinya
sangat tinggi dalam suatu genom tanaman. Hal ini makin
meningkatkan penggunaan marka SSR dalam identifikas
QTL (McCouchet al. 1997; 2002; Guptadan Varshney 2000)
karenatingkat reliabilitas marka SSR lebih baik dibanding
marka DNA lainnya, tingkat polimorfismenya tinggi, dan
tersebar luas pada seluruh genom tanaman. Marka DNA
yang dinilal lebih menjanjikan dalam analisismolekuler pada
masa mendatang ialah marka SNP, yang tersedia paling
banyak pada setiap spesies (Nasu et al. 2002; Rafalski
2002).

Sejalan dengan pengembangan marka DNA, jenis
populasi yang paling cocok dan lebih menjanjikan dalam
pemetaan QTL terus dikembangkan oleh pemulia
tanaman. Usaha ini dilakukan untuk mengantisipasi
kelemahan penggunaan populasi mapping utama seperti
F, dan RIL di mana hanya QTL yang menunjukkan efek
yang luas sgja (major QTL) yang dapat dideteksi melalui
populas tersebut. QTL yang kontribusinya kecil (minor
QTL) dan QTL yang berinteraksi dengan lokus lain
(epistatic QTL) bisa saja tidak teridentifikasi pada
populasi tersebut (Yano dan Sasaki 1997).
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Pembedaan QTL mayor dan minor didasarkan pada
besaran kontribusi suatu QTL terhadap nilai fenotipik,
yang ditentukan dari nilai koefisien determinan (R?) yang
diperoleh dari analisis regresi antara marka DNA dan
karakter kuantitatif. Apabila nilai R? > 10% maka QTL
digolongkan sebagai QTL yang bersifat major, sebaliknya
QTL dengan nilai R? < 10% dikategorikan sebagai QTL
minor. QTL major lebih stabil pada setiap lingkungan,
sementara QTL minor sangat sensitif terhadap
lingkungan, khususnya QTL yang terkait dengan
ketahanan terhadap suatu penyakit tanaman (Li et al.
2001; Lindhout 2002; Pilet-Nayel et al. 2002).

QTL epistasis dan QTL minor umumnya dapat
dideteksi pada progeni yang berasal dari populasi silang
balik padagenerasi |ebihlanjut (Lin et al. 2000; Yamamoto
et al. 2000; Lin et al. 2003). Meskipun melalui primary
mapping population lokasi QTL dapat diidentifikasi,
pengembangan progeni isogenik (NILs) masih diperlukan
dan merupakan salah satu syarat penting agar pemetaan
dankloning QTL bisadilakukan.

Pengembangan materi tanaman seperti tersebut di
atas membutuhkan tenaga yang besar dan waktu yang
lebih lama sehingga sering kali menjadi hambatan dalam
melakukan kloning QTL (map-based cloning of QTL).
Oleh karena itu, pemulia tanaman dan ahli genetik
mengembangkan populasi yang lebih sesuai dalam
pemetaan QTL. Sebagai contoh adalah chromosome
segment substitution lines (CSSLs), introgression lines
(ILs), dan recombinant chromosome substitution lines
(RCSLs) yang sangat efektif untuk mendeteksi QTL.
Identifikasi QTL dengan menggunakan galur-galur yang
dikembangkan dengan teknik CSSL lebih efektif (Kubo
et al. 2002; Ebitani et al. 2005; Ando et al. 2008; Liu et
al. 2008; Zhao et al. 2009) dan dapat membantu
pengembangan suatu kultivar yang superior dalam
program pemuliaan tanaman. Pada galur-galur CSSL,
masing-masing galur akan memiliki kromosom yang
memiliki latar belakang genetik seperti tetua resipiennya
dan hanya segmen tertentu yang secara spesifik
digantikan ol eh satu segmen kromosom yang berasal dari
tetuadonornya. Dengan demikian, setiap galur CSSL akan
tersubstitusi pada segmen kromosom yang berbeda satu
sama lainnya dan semua galur yang tersubstitusi akan
mencakup keseluruhan latar belakang genetik dari tetua
resipien.

ANALISISSTATISTIK PEMETAAN
GENETIK

Metode yang umum dipakai dalam analisis keterkaitan
antaradatafenotipik dan datagenotipik dalam identifikasi
QTL yaitu analisis statistik sederhana (single-marker
analysis), smple interval mapping (SIM), dan composite
interval mapping (CIM) (Tanksley 1993; Liu 1998).
Sngle-marker analysis merupakan metode statistik yang
paling sederhana untuk mendeteksi QTL yang berasosiasi
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dengan satu marka DNA. Pada metode ini, analisis
statistik yang digunakan meliputi uji t (T-test), anova, dan
regresi liner. Namun, uji regresi lebih sering dipakai pada
metode ini karena nilai koefisien determinasi (R?) dari
marka tersebut menunjukkan variasi fenotipik dari QTL
yang terpaut dengan marka DNA. Perangkat lunak yang
umum dipakai dalam single marker analysis adalah
QGenedan MapManager QTX (Nelson 1997; Manly et al.
2000).

Identifikasi QTL menggunakan metode SIM, secara
statistik lebih akurat daripada single-marker analysis
(Lander dan Dotstein 1989; Liu 1998) karenaposisi QTL
bisa ditentukan dalam interval dua marka DNA yang
letaknya berdekatan (Lander dan Dotstein 1989).
Perangkat lunak yang biasadipakai dalamidentifikas QTL
dengan menggunakan metode SIM yaitu MapMaker/QTL
(Lincoln et al. 1993) dan QGene (Nelson 1997). Metode
CIM mengombinasikan metode interval mapping dengan
regresi linear (Jansen 1993; Jansen dan Stam 1994; Zeng
1994). Identifikasi QTL menggunakan analisis CIM
memberikan hasil yang lebih tepat dan akurat sertalebih
efektif dibandingkan metode single-marker analysis dan
SIM, terutama karena kemampuan metode ini dalam
menganalisis interaksi antar-QTL (epistasis). Perangkat
lunak yang biasa dipakai untuk deteksi QTL dengan
menggunakan metode CIM adalah QTL Cartographer
(Basten et al. 2001; Wang et al. 2001), MapManager QT X
(Manly et al. 2001), dan PLABQTL (Utz dan Melchinger
199%).

Pada metode single-marker analysis, hasil analisis
QTL biasanya berupa tabel yang menunjukkan marka
yang terpaut dengan QTL, kromosom atau linkage
group, nilai probabilitas, dan persentase variasi
fenotipik sebagai kontribusi dari QTL (R?). Sementara
analisis statistik menggunakan metode SIM dan CIM
menghasilkan nilai LOD (logarithmic of odds) atau
likelihood ratio statistic (LRS). Kedua nilai ini dapat
dikonversi satu sama lain berdasarkan penghitungan
berikut, LRS=4,6 x LOD (Liu 1998). Posisi yang paling
tepat dari QTL dalam suatu peta keterpautan ditentukan
berdasarkan nilai LOD yang paling tinggi, biasanya
ditunjukkan oleh grafik di mana sumbu X adalah marka
DNA dalam kromosom atau linkage group dan nilai
statistiknya berada pada sumbu Y. Prinsip dan metode
statistik dalam analisis marka DNA yang berasosiasi
dengan lokus kuantitatif bisa dipelgjari lebih rinci pada
manual yang tersedia pada setiap perangkat lunak.

PERSPEKTIF

Penentuan lokus suatu gen dalam kromosom dengan
menggunakan markaDNA perlu dilakukan sebelum marka
DNA tersebut digunakan sebagai alat bantu seleksi untuk
mendapatkan individu yang memiliki karakter yang
diinginkan. Ketersediaan genom total suatu spesies
tanaman mempermudah dan mempersingkat upaya
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menemukan gen target. Identifikasi suatu gen yang
diinginkan menjadi titik masuk untuk mengetahui dasar
informasi dari karakter yang dikontrol (Fassetti et al. 2011,
Mainali et al. 2014). Informas penting tentang mutasi dan
struktur gen sudah selayaknya diinvestigasi secara total
dandipublikasi.

Penggunaan marka molekuler sangat menjanjikan
dalam program pemuliaan tanaman, terutama dalam
membantu penandaan gen-gen yang mengontrol karakter
yang diinginkan, seperti produktivitas dan ketahanan
terhadap hama dan penyakit tanaman serta kondisi
lingkungan yang ekstrem. Marka DNA juga sangat
penting dalam meningkatkan efisiensi seleksi untuk
karakter penting melalui MAS. Dengan demikian ke
depan, pemanfaatan markamolekuler yang telah diketahui
fungsionalnya dan functional genomics akan membantu
pemulia dalam pengembangan varietas tanaman.
Sekuensing genom skala besar dan bioinformatik terkait
menjadi alat dalam mengakselerasi analisisstruktur genom
dan fungsinya yang secara otomatis mempermudah
identifikasi gen-gen penting dalam kromosom (Pichersky
dan Gerats2011).

Dengan mengetahui konsep dasar pencarian lokasi
gen dalam kromosom, peluang untuk memanfaatkan
teknologi berbasis marka DNA di Indonesia, khususnya
pada institusi yang bergerak dalam penelitian berbasis
bioteknologi pertanian akan makin terbuka |lebar. Ribuan
koleksi plasma nutfah pertanian yang tersedia perlu
dieksploitasi secara terarah sehingga sumber-sumber
genetik yang potensial dapat diidentifikasi, diklon, dan
dimanfaatkan dalam program perbaikan suatu varietas.
Tersedianya berbagai fasilitas penunjang penelitian
biologi molekuler, termasuk alat next generation
sequencing (NGS) akan makin membuka peluang dan
mempercepat upaya mengoleksi dan memanfaatkan gen-
gen yang berasal dari plasma nutfah Indonesia.

KESIMPULAN

Penentuan lokus gen dalam kromosom sangat penting
dalam kegiatan pemuliaan tanaman. Ketersediaan peta
genetik dengan tingkat resolusi tinggi akan mem-
permudah penentuan lokus suatu gen dalam kromosom.

Penentuan lokus suatu gen harus didukung oleh
ketersediaan peta genetik yang dibentuk dari marka DNA
polimorfis yang mampu membedakan tetua dari populasi
persilangan. Tetua-tetua persilangan yang dipilih harus
berbeda secaragenetik atau ekstrem dalam satu atau lebih
karakter target yang telah ditentukan.

Marka DNA yang digunakan dalam penentuan lokus
gen pengendali suatu karakter tanaman harus tersedia
dalam jumlah yang cukup dan tersebar secaramerata pada
kromosom suatu tanaman. Penentuan lokus gen pengen-
dali suatu karakter tanaman membutuhkan pengetahuan
serta keahlian sumber daya manusia dalam analisis
statistik.
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