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Pemetaan Gen Resistensi Lapang terhadap Penyakit Hawar Daun Kentang
pada Populasi F1 Selanum tubcrosum (SH2988) x Solanum microdontum (MCD167)

Mapping of Field Resistance Genes to late blight in Solanum tuberosum (SH2988) x
Solanum microdontum (MCDI6&7) potate progenies
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ABSTRACT

Patatoes can be severely affected by late blight, a fungal disease cansed by Phvtophthora infestans, whitch can
dustroy the foltage and tbers of the crap. Intial attempis to control late blight i potato deplayed resistance genes (R
srenes) dertved from the hexaplowd Solanum demissum (R - RE However, thetr immunity reactton can be eastly
svercome by the development of new virulent factors. It s currently aecepted that the most effective solition against
late blight involve the use of field-resistant varieties as part of an integrated pest management strategy. Field resistance
fo Phyiophthorg infestans were examined in a diplowd segregating potato population. The population produced crosses
hetween Salgmum microdontum genonpe (MCDI6T) and 5 tuberosum genotvpe (SH2988) have heen assessed for
rexistance fo P infestans flate blight) in the field and proved to segregate for P infestans resistance, A genetic Hnkage
map aof this pogatation was constructed by using PCR-based CAPS markers The result showed that one QTL on follage

resistance fo fare blight were linked with marker GP 180 on chromosame 4 of potata in coupling phase.
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FENDAHULUAN

Salah sau tahapan yang penting dalam pemuliaan
tanaman adalah seleksi tanaman untuk mendapatkan
tanaman vang memiliki gen-gen yang mengatur sifat-
sifat vang diinginkan.

Seleksi biasanya dilakukan melalu pengamatan
langsung fenmtipe tanaman. Namun dengan Kemajuan-
kemajuan di bidang biologi molekuler, telah dihasilkan
jenis marka baru untuk membaniu pemulizan lanaman
yaitu marka molekuler atan marka DNA. Mohan er af
{1997 mengatakan  bahwa  marka  molekuler
memberikan  keleluasaan  wang  besar  untuk
meningkatkan efisiensi pemuliaan tanaman
konvensional melalui  pelaksanaan  seleksi  tidak
langsung pada sifat yvang diinginkan, tetapi pada marka
molekuler yang bertautan dengan sifat tersebut. Analisis
tautan untuk membuat pela genetik adalah salah sar
metode dasar dan sangat diperlukan dalam genetika dan
pemuliaan tanaman,

Peta genetik kentang dari gen-gen resistensi
terhadap hawar daun (Phyvfophrhora infesians) telah
dibuat oleh |.eonards-Schippers er al (1992}, l.conards-
Schippers ef of. (1994), El-Kharbotly of af (1994), El-

Kharbotly er al. (1996), L1 et al (1998}, Colling et af
(199%), Oberhagemann ¢r al. (1999), dan Sandbrink e
al. (2000). Percobaan pemetnan membantu  dalam
merencanakan strategi seleksi yang dibantu oleh marka
molekuler.

Sandbrink er al (2000) telah melakukan analisis
genetik resistensi lapang terhadap penyakit hawar daun
dengan menggunakan marka AFLP, RFLP, Mikrosatelit
dan CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)
pada populasi F1 dari hasil persilangan Solanum
microdontum (MCD167) (2 = 2x) sebagal sumber gen
resistens: lapang dengan menggunakan 3 pgenotipe S
tuberosum dihaploid (SH2988, SHI111 dan S5H223)
sghagal tetua rentan vang telah dinilai resistensinya
techadap £ imfesrans di lapangan. Populasi Fl imi
digunakan karena berdasarkan hasil penelitian Colon et
al (1993) wewa 8 microdonstum ini heterozigot untuk
gen resistensi terhadap . infestans, schingga pada F1
telah terbentuk populasi  bersegregasi. Darl  hasil
penelitian  Sandbrink 2 al (2000) diperoleh bahwa
terdapat 1 QTL mayor vang memberikan kontribusi
pada resistenst yang berlokasi pada kromosom 4 dari
populasi MCDI167. Mamun, marka vang bertautan erat
dengan gen resisiens! ini ternyata bertautan dalam fase
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repulsion atau trans, sehingga tidak dapat digunakan
secara  kontinyu dalam setiap populasi persilangan
berikutnya untuk mendeteksi gen resistensi. Tautan
dalum fase repulsion atauw trans artinya lokus marka
molekuler terletak pada satu kromosom sedangkan gen
resistensi  terletak  pada  kromosom  lain yang
berpasangan, sedangkan terjadinya tautan daiam fase
koupling ataw sis bila lokus marka molekuler dan gen
resistensi terletak pada kromosom yang sama. Karena
itu upaya untuk mencari marka yang bertautan secara
koupling dengan gen resistensi pada kromosom 4 ini
pertu dilakukan,

Studl  ini dilpkukan  dengan mengeunakan |
populasi F1 yang digunakan oleh Sandbrink e af
(20000 yaitn  populasi hasil  persilangan MCDI167
dengan SH2988. Marka CAPS dengan beberapa primer
yang telah diketahui terletak pada kromosom 4 tanaman
kentang  (Oberhagemnn er al, 1999, Leonards-
Schippers ef af, 1994, Tanksley et o, 1992, Gebhardt
efwl, 1991) dipunakan untuk analisis genetik ini. Marka
CAPS adalah marka yang bersift kodominan yang
biasa digunakan apabila hasil amplifikasi dengan PCR
adalah homomaorfik, sehingga untuk memperoleh pia
polimorfik, maka hasil amplifikasi  tersebut  perlu
dipotong dengan enzim resiriksi terientu, Marka CAPS
dibuat dari marka RFLP, RAPD atau AFLP dengan
mengpunakan genom DNA spesifik. Marka ini telah
dipakai untuk mepentukan lokasi yang tepat dari gen
resistensi penyakit karar daun Rph? yang disebabkan
oleh Puccinia hordei Onh pada barley (Graner et
ad 2000), dan juga untuk pemetnan gen resistensi Mg
techadap cendawan biotropik Erysiphe graminis yang
menyebabkan penvakit powdery mildew pada barley
(Kurt er ef, 2000), Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mendapatkan marka spesifik yang  bertautan
dengan gen resistensi dalam fase koupling terhadap
penyakit hawar daun,

BAHAN DAN METODA

Tempat dan Wakm Penelitian

Percobaan ini dilakukan di laboratorium Plamt
Research International (PRI), Wageningen, Belanda
sgjak bulan Oktober 2000 sampai Agustus 2001,

Bafran

Bahan tanaman wang digunakan adalah tetua
kentang liar diploid Selanum microdontum  aksesi
BGRC 24.981 yang memiliki resistensi lapang terhadap
P infestans, tetun S tuberosum SH298B dihaploid
berumur dalam dan rentan, dan generasi F1 hasil
persilangan kedua tetua dengan populasi 46 tanaman.

Pengwiian Penyakit

Uji patogenesis tanaman pada populasi i i
lapangan telah dilakukan oleh Sandbrink er af (2000
dengan menzgunakan ras kompleks 1.2.3.4.5.7.10.11

Marka CAPS, Amplifiks: ONA dan Deteksi
Polimorfisme

DMA genomik total dari tanaman  tletua  dan
tanaman F| sebagai template untuk marka CAPS lelah
diisolasi oleh Sandbrink et af (2000). Ada 6 pasung
primer  yang digunakan  yaitu TGI23F, TGI23R,
TGIAF, TGISR, GPI8O, dan MBF3Y. Primer TGI23F,
TGI23R, TGISF dan TGISR merupakan primer yang
baru dirancang dari genom tomat hasil RFLP dengan
probe TGS dan TGI23 yang telah disisipkan pada
plasmid SK' dari bakteri £ coli.  Untuk merancang,
primer dari genom  ini,  pertama-tama dilakokan
pembiakan bakteri dalam media LBy (Luria-Bertani)
Selanjutnya,  plasmid  diambil  dan dipurifikis,
kemudian diamplifikasi dengan menggunakan primer
MI13. Setelah itu hosil amplifikesi adi dimumikan
schingga hanya yang tinggal sekuens hasil amplifikasi,
kemudian  hasil  amplifikasi  tad]  disekuens  wniok
mendapatkan urutan basa DNA. Dari hasil sekuens i
kemudian ditentukan wrutan basa dari primee sepert
ditunjukkan pada Tabel |.  Primer GPI80O dirancang
oleh Oberhogemann ef al (1999 berdasarkan genom
kentang hasil RFLP dan probe GP180 yang dirancang
oleh Gebhard or of (1989), sedangkan primer MBF3
dirancang oleh Feltkamp et af. (1994).  Volume 1ol
reaksi dalam pelaksanaan PCR adalah 20 L yang
terdiri dari 1 pl. DNA (100ng/ul.), 04 gl primer
Forward, 0.4 plL primer Reverse (300 ng/ul), 0.2 pl
dNTP 25 mM. 0.08 pul enzim Tag DMA polimerase (5
unitfpl ), 2.0 ul 10x buffer CAPS dan 15.92 pL HLO,
PCR dilakukan dengan alat MJ Research PTC-200 yang
diprogram untuk 1 menit permulaan pada suhu 94°C,
kemudian 94°C selama 15 detik, 53°C selama 45 detik
dan 72°C selama 3 menit untuk 35 siklus dan diakhiri
selama 2 menit pada suhu 72°C dan dilkuti dengan
pendinginan yang diatur sampai suhu 10°C. Setelah ity
hasil amplifikasi ini dielekiroforesis pada 1%  gel
agarosa untuk mengetahui apakah pita yang dihasilkan
polimorfik atau homomorfik. Apabila terjadi amplifikasi
dengan pita homomorfik untuk kedua tetua dari setiap
primer, maka hasil amplifikasi tersebut dipotong dengan
enzim resiriksi dan kemudian dielektroforesis dengan
menggunakan 2% gel agarosa untuk  melihat
polimorfisme yaitu ada atau tidak pita spesifik uniuk
tetua resisten.  Untuk memotong produk PCR dengan
enzim restriksi, diambil 10 pl produk PCR dan
ditambah | pl. buffer CAPS, 8.5 pl H.O kemudian
ditambah dengan 0.5 pl enzim dan diletakkan didalam
inkubator dengan temperatur 37°C selama 3 jam,
Setelah itw, dielektroforesis kembali dan diamati pada
transilluminator UV dan difote,
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Tabel |, Sekuens primer dari marka CAPS vang digunakan dalam penelitian

Urutan Basa 3" = 3

Primer

Forward Reverse
TGI23F TOGGATATCTTGCTCGCAAGS AAAGCACGTCGTTATGGCAC
MGT2IR ACGTGTTTATCACTCATCCAC TITTCTAGAGTTCCCTGAAGT
TCGISF ATGCAAGGAAATCAAGGGAG CTCTCTTCAACGAGAGCACC
IGISR TGTTGATAGCGGAGGAAAGG GCOTCGAGAAAACGTTTCAG
G RG TCCACCOCCTOGATTCAAGAA TCAAACTCCTTCACAAAGOA
N R Bt GAACTGCTGTATTITGATACG GATCTAAATCCATAATTTTACTAG

Aualisiy Seprepasi, Javak Peta dan Tauwtan

Setelah diperoleh pita spesifik pada tetua resisten,
maka pita il dipakai untuk menilai populasi F)
Apabila terdapal pita spesifik pada setiap individu
populasi F1, diberikan simbol ab sedangkan yang tidak
aca pita spesifik diber| simbol aa. Kemudian analisis
sepregasl  dilakukan  dengan  menggunakan Uji 3,
seddangkan, estimasi milai frekuensi rekombinasi (r)
yang  merupakan  jarak  peta dilakukan  dengan
mengeuniakan rumus vang  dikemukakan olebh Stam
(2001) yaitu © r = &N dengan & jumlah contoh populasi
FI rekombinan, & jumlah total populasi FI. Analisis
tautan  diantara  sifit resistensi dan  marka CAPS
dilskukan dengan menggunakan skor LOD dengan
rutkius vang dikemukakan oleh Stam (20017 :

LOD = a log(a'/0.25) + b log(b*/0.25) + ¢ log(c'/0.25) +
i log(d'/0.25)

dengan a: jumlah individu yang mempunyai simbol ab
pada sifat resistensi dan ab pada marka CAPS, a": nilaia
per total populasi, b: jumlah individu yang mempunyai
simbol ab pada sifat resistensi dan aa pada marka
CAPS, b": nilar b per total populasi, ¢: jumlah individu
vang mempunyal sSimbol aa pada sifat resistensi dan ab
pada marka CAPS, ¢’ nilai ¢ per total populasi, d:
sumlah individu yang mempunyai simbol za pada sifat
resisiens) dan aa pada marka CAPS, d°: nilai d per total
populasi. Apabila nilai LOD vang dihitung = 3, berarti
terdapal tautan antar marka dengan gen resistensi (Stam
20017,

HASIL DAN PEMBAHASAN

Praduk PCR dari Marka CAPS

Produk PCR dari keenam primer ini pada tetua
MCDI6T dan tetua SH2988 dapat dilihat pada Gambar
I Fita DNA yang diperoleh pada tetua resisten dan
rentan pada semua primer adalah pita DNA tunggal
yang masih homomorfik atau dengan ukuran yang sama
untuk setiap primer. Antar primer terdapat perbedaan

Pemetaan Uen Hesistenst Lapang terhadap

ukuran pita terutama pada primer MBF3 yang mencapa
diatas 2 kb, sedangkan primer lainnya menghasilkan
pita DNA schesar sekitar 500 pb pada primer TG 27F,
hampir 500 pb pada primer TGI123R dan TG15F, 400
pb pada primer GP180, dan 300 pb pada primer TG 1SR,
Namun, keempat  primer  yang  dibuat  ini tiduk
menghasilkan  pita  spesifik  untuk  tetun  resisten
walaupun telab dipotong dengan 55 enzim restriksi,
sehingea tidak  dapat digunakan  selanjutnyn untuk
pemelian gen resistensi. Apabila memperhatikon hasil
peneliian  pemetaan  genetik yang dilakukan oleh
Tanksley e af (1992) dengan menggunakan ol
silang balik dari F| hasi] persilangan S ruberosum x 8
berthaultic dengan tetun S berthaultti, maka ditemukun
bahwa marka RFLP TGIS dan TGI23 beradu pada
posisi yang sama denpan GPI80 pady kromosom 4
kemtang  seperti ditunjukkan pada Gambar 2{n). Ini
berarti bila marker GPI80 bertautan denpan  pen
resistensi, maka marka  TGIS  dan TGI23-pun
scharusnya bertautan juga denpan  pgen  resistensi,
Namun berdasarkan hasil penelitian Gebhardt er of
(1991} yang menggunakan populasi tanaman vang
berbeda yaitu populasi silang balik H82.309/5 «
(H82.309/5 x H81.691/1) dari S tuberasum, tampak
bahwa posisi GP180 dan TG 123 berbeda dengan jarak
yang tidak dijelaskan dalam peta kromosom 4 seperti
terlihat pada Gambar 2(b). Dengan demikian ada 2
kemungkinan vang bisa terjadi dalam studi ini waity
apabila posisi marka dalam penelitian ini sama seperti
penelitian Tanksley e al (1992), itu berarti belum
ditemukan enzim yang mampu menghasilkan pita
spesifik untuk tetua resisten. Akan tetapi, apahila posisi
marka sama seperti vang dilaporkan oleh Gebbardt et af
(1991), maka diduga posisi gen resistensi disebelah
ujung kromosom dari marka GP180 sshingga tidak
bertautan dengan marka TGI23, oleh karena ity tidak
ditemukan pita spesifik untuk tetua resisten.

Primer yang menghasilkan pita spesifik untuk tetua
resisten MCDI67 adalah MBF3 setelah  dipotong
dengan enzim Afu [ (Gambar 3) dan GPIRO setelah
dipotong dengan enzim Acc [ (Gambar 4), dan vang
bertautan dengan gen resistensi adalah GP180,

I
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TGI23F TGRSR MBF3 TGISR I'GISF  GPI8D
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Gumbar 1, Produk PCR dari 6 primer pada teta MCDI6T (nomor 2) dan tetua SH2988 (nomor 3). Nomaor | adalab
Ladder | kb dengan ukurannya dialam pasang basa (ph)

orimosam 4 kromosom 4
= TG49, TGS, GPIRO, TG123 — G180
[],2eM
I b
54 eM —TG652 PC116
T 07eM
G208
78em] L G220
[{G2728 —GPI28
kB 39cM
CT 04 | P33
4.6 ¢
B TG6E — TGS
13,3 cM
41— TGI155 | - GPI62
ib)

CGambar 2. Petatautan RFLP pada Kentang © (a) dari Tanksley ¢f ol (1992) dan (b) dari Gebhardt ef al. (1931),
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Ladder 1 kb

|

frad

Gambar 3. Produk PCR dari tetua MCDI67 (1) dan SH2988 (2) dengan marka MBF3 hasil pemotongan enzim Ay /.
Tanda panah menunjukkan pita spesifik untuk tetus MCD167

Ladder 1kh

Gambar 4. Produk PCR dari tetua MCD167 (1) dan SH2988 (25 dengan marka GP180 hasil

pemotongan enzim Acc /,

Tanda panah menunjukkan pita spesifik untuk tetua MCDI167.

Analisis Segrepasi

Hasil analisis segregasi menunjukkan bahwa
marka MBF3 bersegregasi menurut pola Mendel (y*
0.1) dengan rasio | : 1, demikian juga marka GP180 (y°
= 2.81), sedangkan sifat resistensi bersegregasi juga
menurut pola Mendel (* = | .88). Pala sepreeasi dan
marka MBF3 dan GP18B0 ini sesuai dengan vang
diharapkan karena marka merupakan lokus tunggal vang

Pemeiann Gen Resistensi Lapang terhadap |

diwariskan menurut hukum Mendel, Sedangkan untuk
sifat  resistensi, karena sifat  ini merupakan  sifat
kuantitatil yang dikendalikan oleh banyak gen, maka
pola segregasinva tidak menurut hukum Mendel,
Namun pada populasi Fl yang digunakan dalam
penclitian ini ditemukan pola segregasi menurut hukum
Mendel. Hal ini mungkin terjadi karena ukuran populast
FI i terlalu kecil hanva 46 tanaman. Hasil ini

13




Bul. Agron. (32) (3) 9 - 15 (2004)

didukung oleh hasil penelitian Sandbrink er al (2000)
dengan menggunakan populas) yang sama.

Anafisis Tantan CGenetik dan Pemetaan

Skor LOD yang diperoleh dalam analisis tautan
antar marka MBF3 dan gen resistensi adalah sebesar
f1.13, berarti tidak terdapat tautan antar marka tersebut
dengan gen resistensi,

Marka GP180 memiliki skor LOD = 3.04 dalam
analisis tautan dengan lokus resistensi. Ini menunjukkan
bahwa terdapat tautan antara marka GP180 dengan
lokus resistensi pada kromosom 4 dengan jarak sebesar
25.6 ¢M dalam fase koupling . Hasil ini didukung oleh
hasil penelitinn Leonards-Schippers er @l (1994) yang
menemukan adanya tautan yang sangal eral antara
marka GFP180 dengan lokus resistensi lapang pada
kromosom 4 dalam fase koupling pada populisi Fl
persilangan antar galur kentang dihaploid P49 dan P44
Jugn terdapat tautan antar gen resistensi dengan marka
AFLE E32MA9-49 dan EI9MS50-44 dari Sandbrink ef
af, (2000). Posisi morka GP B0 dan kedua marka AFLE
sertn lokus resistensi dapat dilihat pada Gambar 5.

—4— GPIED
256 cM
—f  Lokus Resistensi
i55¢cM
—p E32M49-49
19.2 cM
E39M30-44

Gambar 5. Peta tautan antar lokus resistensi dengan
marka GP |80 dan marka AFLP E32-M45-
49 dan E39M50-44

Gen resistensi ras-spesifik R2 untuk penyakit
hawar daun ini juga telah dipetakan pada kromosom 4
kentang  (Li et al, 1998) Penelitian ini lebih
memperkuat hasil penelitian Sandbrink er al (2000)
karena telah berhasil menemukan satu marka yang
bertautan dalam fase koupling dibandingkan dengan
marka yang ditemukan mereka yang bertautan dalam
fase repulsion pada populasi FI yang sama.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, kesimpulan yang
dapat diambil adalab (1) Marka MBF3 dan GP180
menghasilkan pita spesifik pada tetua resisten Solanum
microdontum, sedangkan marka TGISF, TGISE,
TG123F dan TG123R tidak menghasilkan pita spesifik,
(2) pola segregasi dari marka MBF3 dan GPI80 sesuai
dengan yang diharapkan yaitu menurut hukom Mendel

14

dengan rasio | : 1, sedangkan pola segrepas| sifat
resistensi pada populasi MCD167 x SH2988 tidak
sesunl dengan vang diharapkan karena menurut hukum
Mendel, (3) terdapat tautan genetik dalam fase kupling
antar marka GPIB0 dengan lokus resistensi pada
populasi FI MCDI67 x SH298E, (4) marka GPI8(
dapat diguniakan untuk menentukan gen  resistens|
tanaman kentang terhadap P infestarns dengan peluang
kesalahan vang kecil.
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