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1.1. Latar Belakang

Sengon merupakan jenis pohon yang banyak diusahakan di hutan tanaman
dan hutan rakyat di Pulau Jawa karena sifatnya yang cepat tumbuh serta serapan
pasar yang tinggi. Kayu sengon dimanfaatkan untuk konstruksi ringan, kayu lapis,
peti kemas, kerajinan dan kayu energi. Selain untuk dimanfaatkan kayunya,
sengon juga digunakan sebagai pelindung atau shading bagi tanaman kopi di
kepulauan Palau (Endress 2002), dan sebagai tanaman ornamental (Starr et al.
2003). Hutan tanaman sengon di Indonesia merupakan salah satu sumber kayu
yang penting, mengingat hutan alam hanya mampu menghasilkan kayu dengan
jumlah yang terbatas dan semakin mengalami penurunan produksi (Rizgi 2018).
Peningkatan penanaman sengon di hutan rakyat, khususnya di Jawa, disebabkan
oleh jangka waktu investasi yang cukup pendek karena sengon dapat dipanen
dalam empat tahun (Siregar et al. 2007). Bisnis kayu sengon merupakan bisnis
yang cukup prospektif dengan harga kayu bulat sengon berdiameter >16 cm
minimal Rp 425 000 per m® (Julirin et al. 2019), sementara kayu gergajian
berkisar antara Rp 1 000 000 sampai Rp 1 800 000 per m® (Utama et al. 2019).
Industri pengolahan kayu sengon sendiri berkembang pesat dan mulai memasuki
pasar internasional.

Salah satu kendala pengembangan hutan tanaman sengon yaitu serangan
penyakit karat tumor yang disebabkan oleh cendawan Uromycladium falcatariae
(Doungsa-ard et al. 2015). Gejala di lapangan pada sengon menunjukkan gejala
yang khas, yaitu hiperplasia pada bagian tumbuhan yang terserang. Karat tumor
dapat menyerang tanaman sengon pada semua tingkat pertumbuhan dan
menyebabkan penurunan kualitas dan kuantitas kayu (Budiman dan Rianti 2012).
Sementara itu, penggantian jenis bahan baku kayu sengon dengan kayu lain akan
berimbas pada penambahan biaya untuk penggantian alat untuk menyesuaikan
sifat fisik kayu. Selain itu, permintaan pasar terhadap produk-produk dari kayu
sengon juga belum dapat digantikan oleh kayu lain sehingga pengendalian
serangan penyakit karat tumor pada hutan tanaman sengon perlu dilakukan untuk
menjaga produktivitas kayu sengon dan kualitas kayu yang dihasilkan agar
pasokan kayu ke industri tetap terjaga keberlanjutannya.

Intensitas dan keparahan serangan penyakit pada tanaman dipengaruhi oleh
faktor internal yaitu faktor genetik dan faktor eksternal yaitu virulensi patogen dan
faktor lingkungan. Intensitas dan keparahan penyakit yang sudah melebihi
ambang ekonomi akan menimbulkan kerugian sehingga harus dikendalikan.
Pengendalian karat tumor yang umum dilakukan yaitu menggunakan metode
fisik-mekanis dengan menebang atau memangkas dan mengubur atau membakar
bagian tanaman yang terserang penyakit serta metode kimia menggunakan
fungisida dan zat-zat lain yang menekan pertumbuhan karat tumor. Penggunaan
metode-metode tersebut dalam mengendalikan serangan penyakit karat tumor
masih memungkinkan karat tumor muncul kembali di masa depan seperti dalam
penelitian Cipta (2014) yang mengombinasikan pemangkasan dan pelaburan ter
pada bekas tumor. Selain menambah biaya produksi, pengendalian karat tumor
khususnya dengan metode kimia terkadang mengganggu pertumbuhan tanaman



sengon karena zat kimia yang digunakan, seperti belerang, dapat bersifat toksik
bagi tanaman (Anggraeni et al. 2010).

Berdasarkan paparan di atas, diperlukan teknik pengendalian lain yaitu
pengendalian penyakit dengan teknik silvikultur alternatif. Teknik silvikultur
alternatif yang dapat diaplikasikan untuk menekan serangan penyakit karat tumor
pada sengon yaitu dengan modifikasi lingkungan dan penggunaan material tanam
resisten. Faktor lingkungan dan resistensi inang merupakan dua dari tiga
komponen yang memengaruhi perkembangan penyakit pada tanaman (Agrios
2005).

Penelitian Lelana (2018) dan Astuti (2019) menunjukkan bahwa beberapa
faktor lingkungan yang menjadi variabel dalam penelitian memiliki pengaruh
terhadap serangan penyakit karat tumor. Selain itu, kondisi ekologi tertentu dapat
fnemicu resistensi ekologi atau pseudoresistensi (Salim 2018). Dalam konteks
penyakit karat tumor pada sengon, pseudoresistensi yang mungkin terjadi yaitu
disease-escape, endurance, dan resistensi induksi (TNAU 2011).

Sementara itu, pengujian terhadap berbagai provenans sengon untuk
menemukan provenans dengan tingkat serangan penyakit terendah telah dilakukan.
Penelitian uji provenans sengon oleh Baskorowati dan Nurrohmah (2011)
menunjukkan bahwa provenans Papua lebih tahan terhadap serangan penyakit
karat tumor. Penelitian lanjutan yang dilakukan juga menunjukkan secara lebih
khusus provenans yang lebih tahan yaitu provenans asal Wamena (Baskorowati et.
a.l 2012), Holima, Meagama, dan Elagaima (Setiadi et al. 2014). Akan tetapi,
kandidat individu-individu resistan dari provenans-provenans tersebut belum
terverifikasi secara molekuler. Sementara itu, laju adaptasi tanaman terhadap
cekaman biotik berupa patogen lebih lama dibandingkan laju adaptasi patogen
terhadap resistensi tanaman (McKinney et al. 2014), sehingga dibutuhkan rentang
keragaman genetik yang luas untuk mengantisipasi ledakan penyakit di masa yang
akan datang. Salah satu upaya untuk meningkatkan keragaman genetik sifat
resisten tanaman di masa depan adalah dengan mencari individu-individu resisten
di luar provenans-provenans yang sudah diteliti.

Informasi terkait keragaman genetik sengon di hutan tanaman sangat
penting karena keragaman genetik yang tinggi merupakan salah satu kunci sukses
dalam pengembangan hutan tanaman (FAO 2002), terutama keragaman genetik
pada tanaman yang berpotensi resisten terhadap penyakit. Analisis keragaman
genetik dapat dilakukan dengan metode yang sederhana hingga yang paling
mutakhir. Perkembangan biologi molekuler, didukung oleh bioinformatika yang
semakin maju, dapat digunakan untuk menganalisis keragaman genetik serta
memahami mekanisme molekuler dan genetik yang mendasari proses-proses
metabolisme yang terjadi pada tumbuhan. Metode molekuler seperti Next-
generation Sequencing (NGS) telah digunakan pada DNA genomik dan RNA
transkriptomik dalam beberapa penelitian untuk menentukan fungsi putatif pada
gen yang berkontribusi pada sifat yang diinginkan pada tanaman (Munch et al.
2018).

RNA-seq vyaitu sekuensing fragmen-fragmen RNA seluler dengan
menggunakan teknologi sekuensing paralel dan masif seperti Sanger, Roche 454
aan Illumina. RNA-seq dapat menunjukkan dan mengkuantifikasi gen-gen yang
terekspresi pada jaringan tertentu, seperti kambium tanaman sengon yang
terinfeksi karat tumor. RNA-seq dapat menghasilkan gambaran secara utuh



transkriptom pada suatu waktu dan kondisi tertentu pada jaringan yang digunakan
dan dapat digunakan untuk mengkarakterisasi dan mengkuantifikasi ekspresi gen
(Shih et al. 2018). RNA-seq dapat digunakan pada jenis-jenis non-model yang
belum memiliki reference genome dengan metode de novo (Unamba et al. 2016).
1.2. Rumusan masalah

Menurut Agrios (2005), terdapat tiga komponen yang berperan di dalam
terjadinya variasi perkembangan penyakit tumbuhan, yaitu patogen, inang dan
lingkungan. Faktor lingkungan yang memengaruhi antara lain kecepatan angin
yang rendah (<80 km/jam) dan kelembaban udara yang tinggi (£90%) (Rahayu
2008). Sementara itu, Marschner (2003) menyatakan bahwa nutrisi tanah juga
berpengaruh dalam perkembangan patogen. Anggraeni et al. (2010) menyatakan
bahwa penanaman sengon dengan sistem pertanaman monokultur akan membuat
tegakan lebih rentan terserang penyakit. Penelitian Syakirin (2014) dengan
metode Forest Health Monitoring (FHM) menunjukkan adanya perbedaan
serangan penyakit sebesar 1% antara plot monokultur dan plot sengon yang
ditanam dengan pola agroforestry. Persebaran penyakit karat tumor yang tidak
merata di semua tempat menimbulkan pertanyaan 1) Bagaimana kondisi
lingkungan yang menyebabkan penyakit karat tumor lebih berkembang? Faktor-
faktor lingkungan tersebut perlu diteliti sebagai sebuah kesatuan sehingga
diperoleh keputusan manajemen tapak yang tepat dalam pengembangan hutan
tanaman sengon. Penelitian terdahulu oleh Lelana (2018) menggunakan variabel
meteorologi berupa curah hujan dan suhu serta unsur kimia tanah berupa
kandungan C, N, Mg, P, K, Na, Ca dan KTK tanah menunjukkan adanya
pengaruh faktor-faktor tersebut terhadap serangan penyakit karat tumor pada
sengon. Selain faktor-faktor di atas, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
terhadap faktor-faktor meteorologi dan kimia tanah lainnya untuk melengkapi
penelitian-penelitian yang sudah ada tersebut.

Beberapa penelitian menunjukkan kesimpulan yang berbeda terkait asal-
usul sengon di Pulau Jawa dan keragaman genetiknya. Penelitian Suharyanto et al.
(2002) menggunakan penanda RAPD pada beberapa provenans dari Jawa, Maluku,
dan Papua, menunjukkan sengon provenans Jawa memiliki kemiripan genetik
dengan provenans Biak. Penelitian lain yang dilakukan oleh Yuskianti dan
Shiraishi (2017) menggunakan penanda Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
menunjukkan bahwa sengon yang berasal dari Jawa Barat dan Jawa Tengah
memiliki kemiripan genetik dengan sengon yang berasal dari Mindanao, Filipina.
Sementara itu, keragaman genetik sengon di pulau Jawa berdasarkan penelitian
Olivia (2012) cukup tinggi berdasarkan penanda RAPD. Keragaman genetik yang
ada tersebut merupakan potensi untuk pemuliaan di masa yang akan datang,
khususnya menghadapi evolusi patogen yang lajunya lebih cepat dibanding
evolusi resistensi tanaman.

Sementara itu, terdapat dugaan bahwa perbedaan secara molekuler antara
individu resisten dan individu yang terserang karat tumor hanya sedikit,
sebagaimana sifat resistensi terhadap hama boktor seperti yang dilakukan oleh
Haneda dan Siregar (2011) menggunakan penanda RAPD tetapi belum mampu
mendiferensiasikan sengon yang Terserang hama boktor dan yang tidak terserang.
Oleh karena itu, selain menggunakan penanda RAPD, perlu digunakan penanda-
penanda lainnya, seperti Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Vos
et al. 1995) dan penanda spesifik yang didesain berdasarkan gen yang terekspresi.



Selain F. moluccana, saat ini beredar juga sengon merah (Albizia chinensis) yang
memiliki kenampakan mirip dengan F. moluccana. Hal tersebut menimbulkan
pertanyaan kedua, yaitu apakah sengon yang terserang dan tidak terserang
penyakit merupakan jenis yang berbeda atau hibrida. Oleh karena itu, perlu
dilakukan verifikasi jenis secara genetik karena kedua jenis tersebut sangat mirip.
Verifikasi jenis secara genetik dapat dilakukan dengan amplifikasi daerah pada
DNA Kloroplas. Beberapa daerah pada DNA kloroplas (cpDNA) berfungsi dalam
fingerprinting dan regulator proses dalam tanaman (Daniell et al. 2016). Penanda
untuk fingerprinting dari cpDNA telah digunakan untuk membedakan asal-usul
dan haplotipe dari tanaman kakao di Meksiko Selatan (Gutiérrez-Lopez et al.
2016). Penelitian lain oleh Al-Qurainy et al. (2014) menunjukkan tanaman
Breonadia salicina di Saudi Arabia memiliki keragaman haplotipe yang tinggi
berdasarkan penanda DNA kloroplas dengan menggunakan region psbA-trnH
intergenic spacer. Hal-hal tersebut menimbulkan pertanyaan 2) Bagaimana
keragaman genetik sengon yang terserang dan tidak terserang karat tumor dengan
beberapa penanda genetik dan apakah sengon yang terserang dan tidak terserang
karat tumor merupakan jenis yang sama?

Perkembangan terakhir yaitu adanya teknologi Next-Generation
Sequencing (NGS) merupakan suatu lompatan yang menyebabkan dapat
dilakukannya sekuensing seluruh genom satu organisme. Informasi sekuen dari
seluruh genom tersebut membuka peluang ditemukannya berbagai Open Reading
Frame (ORF) yang berhubungan dengan fenotipe tanaman. ORF tersebut akan
memberikan informasi Expressed Sequence Tags (ESTs) dari banyak gen yang
terekspresi. Penelitian Matra et al. (2019) menunjukkan terdapat gen-gen yang
terekspresi secara berbeda pada aril buah manggis yang tumbuh pada tanah
dengan kandungan air yang berbeda. Hal tersebut menunjukkan bahwa cekaman
pada tanaman akan membuat tanaman mengekspresikan gen yang berbeda.
Penyakit atau patogen pada tanaman termasuk dalam cekaman biotik. Adanya
perbedaan ekspresi gen di tanaman lain yang mengalami stress menimbulkan
pertanyaan 3) Bagaimana ekspresi gen pada tanaman sengon yang terserang karat
tumor dan tidak terserang karat tumor?

1.3. Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Menganalisis kejadian karat tumor dan faktor ekologi yang kemungkinan
berperan terhadap kejadian karat tumor dan keragaan sengon.

2. Menganalisis variasi genetik antara individu sengon yang terserang dan tidak
terserang karat tumor dengan penanda molekuler, termasuk di dalamnya
untuk mengkonfirmasi jenis sengon.

3. Mendapatkan kandidat gen-gen yang berasosiasi dengan ketahanan sengon
terhadap karat tumor.

1.4. Hipotesis Penelitian
Hipotesis yang diuji dalam penelitian ini yaitu:
1. Terdapat pengaruh faktor lokal tempat tumbuh terhadap kejadian serangan
penyakit karat tumor
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2. Terdapat perbedaan variasi genetik antara individu-individu yang terserang
dan resisten karat tumor dan sengon yang terserang maupun tidak terserang
karat tumor merupakan jenis yang sama

3. Terdapat gen-gen yang menunjukkan pola up-regulate dan down-regulate
sebagai dasar mekanisme molekuler kejadian karat tumor pada sengon.

1.5. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah tersedianya informasi dasar berupa
hubungan faktor-faktor genetik dan lingkungan yang berperan dalam ketahanan
sengon terhadap karat tumor yang dapat digunakan untuk mendukung penelitian
lanjutan (terapan), serta pengambilan keputusan perancangan program pemuliaan
maupun tindakan silvikultur yang diperlukan dalam pengembangan hutan
tanaman sengon.

1.6. Kebaruan Penelitian

Kebaruan penelitian ini berdasarkan pada kriteria focus (fokus), advance
(terdepan di bidangnya), dan scholar (ilmiah). Hasil penelitian diperoleh dengan
penerapan metode ilmiah (scholar) berdasarkan pustaka yang relevan, adaptasi
metode penelitian, bersifat sistematis, valid, dan menggunakan persamaan yang
telah disepakati.

Fokus penelitian ini yaitu kaitan faktor ekologi dengan serangan penyakit
karat tumor dilanjutkan dengan penelitian analisis variasi genetik dengan beberapa
penanda molekuler, serta analisis gen-gen yang terekspresi dari individu yang
resisten dan rentan terhadap karat tumor. Kriteria advance dan scholar diterapkan
pada aspek penelitian kejadian karat tumor dan kaitannya dengan faktor
meteorologi dan kimia tanah, khususnya hara mikro yang berperan dalam sintesis
senyawa-senyawa pertahanan tanaman. Penelitian keragaman genetik sengon
menggunakan penanda AFLP, dan region psbA-trnH intergenic spacer yang
belum pernah dilaporkan oleh penelitian sebelumnya yang akan menjadi
tambahan referensi genetik untuk penggunaan penanda region tersebut untuk
tujuan lainnya. Penggunaan metode Next-generation Sequencing (NGS)
merupakan metode terkini yang digunakan dalam penelitian molekuler dengan
aplikasi yang luas, salah satunya yaitu analisis kuantifikasi gen-gen yang
terekspresi dari suatu kondisi dan waktu tertentu (RNA-seq).

Dengan demikian, berdasarkan ketiga kriteria tersebut, kebaruan dari
penelitian ini yaitu:

1. Pengaruh faktor lingkungan, termasuk faktor iklim dan beberapa unsur
hara makro dan mikro terhadap kejadian serangan penyakit karat tumor.

2. Efektifitas penanda-penanda molekuler yang digunakan untuk menduga
keragaman genetik sengon yang terserang dan resisten karat tumor.

3. Gen-gen yang diekspresikan dan kaitannya dengan kejadian penyakit karat
tumor pada sengon.

1.7. Ruang Lingkup Penelitian

Kegiatan penelitian yang dilakukan terdiri atas rangkaian beberapa kegiatan
yaitu: (1) analisis kejadian serangan penyakit karat tumor, keragaan pertumbuhan
sengon, dan pengaruh faktor ekologi, (2) analisis keragaman genetik sengon
berdasarkan penanda DNA, dan (3) analisis transkriptom dengan NGS dan
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2.1. Risalah Sengon (Falcataria moluccana Miq.)

Sengon atau sengon laut termasuk anggota famili Fabaceae dan dikenal
dengan berbagai nama lokal seperti Jeungjing (Sunda), Tedehu pute (Sulawesi),
Sika (Maluku), Bae (Papua) sedangkan di Malaysia dikenal dengan nama Batai
(Hidayat 2002). Jenis ini merupakan jenis asli dari kepulauan sebelah timur
Indonesia yakni di sekitar Maluku dan Papua. Penyebarannya secara alami selain
di Indonesia yaitu Haiti, Papua New Guinea, dan Kepulauan Solomon (Orwa et al.
2009).

Sengon termasuk dalam jenis yang cepat tumbuh. Hidayat (2002)
mengemukakan bahwa pohon sengon mulai berbunga sejak umur 3 tahun dengan
musim berbunga pada bulan Maret-Juni dan Oktober—Desember. Sengon dapat
dipanen pada umur yang relatif singkat, yaitu 5-7 tahun setelah tanam. Beberapa
jenis hama dan penyakit sengon yang menyerang tanaman sengon adalah hama
penggerek batang, hama ulat kantong dan penyakit karat tumor (Nair 2000).

Beberapa kegunaan kayu sengon antara lain adalah untuk konstruksi ringan,
bahan pulp, kerajinan tangan, veneer. Daun sengon dapat digunakan sebagai
pakan ternak (ayam dan kambing) sedangkan kulit batang oleh masyarakat
Ambon digunakan untuk penyamak jaring, kadang-kadang sebagai pengganti
sabun (Hidayat 2002). Ekstrak daun sengon yang ditambahkan garam tawas dapat
digunakan sebagai pewarna kain sutera sebagai pengganti bahan pewarna sintetik
(Kusriniati 2007). Tegakan sengon dapat membantu menyuburkan tanah di
sekitarnya. Perakarannya dapat bersimbiosis dengan bakteri Rhizobium
membentuk bintil akar yang dapat mengikat nitrogen bebas dari udara dan
mengubahnya menjadi amonia (NHz) (Sari dan Prayudyaningsih 2015).

2.2. Perbedaan Sengon Laut dengan Sengon Merah

Sengon (F. moluccana) dan sengon merah (A. chinensis) sama-sama
dimanfaatkan sebagai haungan bagi tanaman kopi atau teh. Kedua spesies tersebut
sama-sama merupakan spesies yang juga dimanfaatkan untuk perbaikan sifat
tanah (Fern 2020). Tanaman A. chinensis memiliki kenampakan yang mirip
dengan F. moluccana dengan batang yang sama-sama berwarna keabuan, tinggi
yang dapat mencapai 40 m dan bentuk arsitektur pohon Troll. Beberapa perbedaan
morfologi antara kedua spesies tersebut disajikan pada (PIER 2013, PIER 2018).
Perbedaan morfologi tersebut jika tidak diperhatikan secara seksama maka akan
terlihat seperti spesies yang sama.

Tabel 2.1 Perbedaan morfologi sengon dan sengon merah

Morfologi Sengon Sengon merah
Jumlah daun per tangkai 9-12 4-14
Jumlah anak daun 15-25 20-30
Panjang polong 9-12cm 10-17cm
Bentuk benih ellipsoid pipih ellipsoid pipih
Diameter bunga 20 mm 20 - 25 mm

Panjang stamen 10- 17 mm dapat mencapai 30 mm




Sengon dan sengon merah memiliki sifat fisik dan mekanik yang sedikit
berbeda. Perbedaan ini menyebabkan tidak mudah bagi pelaku industri untuk
mengganti sengon dengan sengon merah sebagai bahan baku untuk beberapa
produk. Berdasarkan informasi pada laman ITTO (2018a, 2018b) perbedaan sifat
tersebut disajikan pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Perbedaan sifat kayu sengon dan sengon merah
Sifat kayu Sengon Sengon merah

Penampang tangensial fid |

4 i ‘ §
L Lo beans
Indeks keawetan 5

Berat jenis segar 0.35

Berat jenis kering (KA 12%, g/cm3) 0.37

Penyusutan tangensial (%) (KA 0%) 5.9

Penyusutan radial (%) (KA 0%) 3

Rasio stabilitas dimensi (%) (Penyusutan

tangensial/penyusutan radial) 2 25
Kelenturan (MOR) 535 540
Kekakuan (MOE) 68222 90000

2.3. Karat Tumor Sengon

Karat tumor mulai masuk ke Indonesia sekitar tahun 1996, ditandai dengan
ditemukannya serangan penyakit tersebut di Pulau Seram, Maluku (Rahayu 2008).
Pada tahun 1998 hingga 2001, sekitar 90% tanaman sengon yang berfungsi
sebagai tanaman untuk naungan kopi terserang karat tumor di Timor-Timur (Old
dan Cristovao 2003, Corryanti dan Novitasari 2015). Sementara itu, penyebaran
penyakit karat tumor ke Pulau Jawa diduga terjadi sekitar tahun 2002-2004,
pertama kali dideteksi di Banyuwangi, Jawa Timur, dan menyebar hingga ke Jawa
Barat sekitar tahun 2009 (Rahayu 2008, Corryanti dan Novitasari 2015). Hingga
saat ini, penyakit karat tumor merupakan sebuah epidemi yang menyebabkan
kerugian ekonomi yang cukup besar.

Karat tumor atau karat puru (gall rust) disebabkan oleh cendawan dari
eenus Uromycladium. Patogen ini menyerang beberapa anggota famili Fabaceae,
o antaranya yaitu Acacia dan Falcataria. Karat tumor yang ditemukan pada
sengon awalnya diidentifikasi sebagai patogen yang sama dengan yang
menyerang tanaman Acacia mangium yaitu U. tepperianum. (Rahayu et al. 2010).
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Doungsa-ard et al. (2015) mengusulkan nama baru untuk patogen yang spesifik
menyerang hanya tanaman sengon yaitu U. falcatariae. Uromycladium umumnya
masuk dalam divisi Basidiomycotina, kelas Urediniomycetes, ordo Uredinales,
famili Pileolariaceae, dan bersifat parasit obligat yang hanya dapat hidup dengan
menjadi parasit pada jaringan hidup (Anggraeni 2012).

Gambar 2.1 Serangan karat tumor

Karat tumor ditularkan melalui penyebaran teliospora, yaitu spora aktif yang
dapat dengan mudah diterbangkan oleh angin, terbawa serangga, atau bahkan
melalui aktivitas manusia. Siklus penetrasi dimulai ketika teliospora berada dalam
kondisi yang mendukung dan berkecambah menjadi basidiospora yang masuk ke
epidermis dan membentuk hifa yang merubah bentuk periderm, xylem, dan floem
(Rahayu 2010). Setelah siklus hidupnya lengkap, maka akan terbentuk badan buah
yang disebut piknia, yang akan membentuk pikniospora dengan telia berisi
teliospora. Piknia umumnya berupa bercak kecil, dapat terlihat di permukaan
jaringan yang terinfeksi ataupun pada permukaan tumor (Corryanti dan Novitasari
2015)

Infeksi karat tumor pada sengon menunjukkan gejala yang khas, yaitu
hiperplasia (pertumbuhan lebih) yang membentuk tumor atau gall pada bagian
tumbuhan yang terserang. Wiryadiputra (2007) mengamati bahwa pembengkakan
jaringan dapat terjadi di tulang dan tangkai daun, pucuk tanaman, dan batang,
serta dapat menyebabkan ujung batang mati atau tanaman menjadi bengkok.
Tumor yang masih muda berwarna hijau kecoklatan yang diselimuti oleh lapisan
seperti tepung berwarna agak kemerah-merahan yang merupakan kumpulan dari
spora patogen, sedangkan tumor yang tua berwarna coklat kemerah-merahan
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sampai hitam dan biasanya tumor sudah keropos berlubang serta berfungsi
sebagai sarang semut atau serangga lainnya (Corryanti dan Novitasari 2015).

Pengendalian karat tumor selama ini dilakukan dengan membersihkan
bagian tanaman yang terserang dari gall dan diolesi dengan bahan kimia. Bahan
yang digunakan antara lain: ter, larutan kapur, larutan belerang, dan fungisida.
Selain biaya yang tinggi, larutan yang digunakan juga bersifat fitotoksik dan
fmengganggu pertumbuhan sengon (Anggraeni et al. 2010). Selain itu, penelitian
i_elana et al. (2014) juga menyebutkan pemberian fungisida dilakukan dengan
melubangi terlebih dahulu di beberapa titik dengan alat khusus secara berkala
sehingga kurang efisien jika diterapkan di hamparan yang luas.

2.4. Resistensi Tanaman

Resistensi tanaman yaitu kondisi saat terdapat patogen yang mampu
menginfeksi tetapi tidak terdapat infeksi pada inang. Resistensi tanaman bersifat
relatif yaitu harus dibandingkan dengan tanaman yang tidak peka atau terserang
organisme pengganggu. Resistensi tanaman berdasarkan sumber ketahanan
terbagi menjadi dua yaitu resistensi ekologi atau pseudoresistensi dan resistensi
genetik (TNAU 2011a).

Ketahanan ekologi dikategorikan sebagai ketahanan semu (pseudoresisten)
yang terdiri dari host evasion, disease escape, dan ketahanan induksi (induced
resistance) (Ridanovic dan Ridanovic 2007). Pseudoresistensi bukan berasal dari
sifat genetik yang dibawa pada tanaman, tetapi dari beberapa perubahan
sementara (temporary shifts) kondisi lingkungan yang cocok bagi tanaman rentan
(Singh dan Singh 2005). Dalam menghadapi cekaman biotik lainnya yaitu hama,
perubahan dalam pola pertumbuhan tanaman yaitu adanya ketidakselarasan waktu
antara serangga dan fenologi tanaman atau host evasion (Untung 2010).

Baehaki et al. (2016) menyatakan bahwa tanaman padi yang rentan
cekaman biotik berupa hama wereng dapat ditingkatkan kerentanannya dengan
ditanam pada musim kemarau dan irigasi berselang. Ketahanan induksi dapat
dimunculkan dengan penambahan pupuk, penggunaan herbisida atau insektisida,
penambahan zat pengatur tumbuh, atau adanya variasi dari suhu dan panjang hari,
serta cekaman biotik yaitu serangan penyakit atau hama yang dapat merubah
metabolisme tanaman (Chaudhary et al. 2007)

Resistensi genetik atau resistensi sejati adalah kemampuan tanaman untuk
menjadi resisten terhadap patogen pada segala kondisi lingkungan (TNAU
2011b). Resistensi genetik ini bersifat bawaan dan dapat diwariskan ke generasi
berikutnya. Resistensi genetik bekerja dengan dua mekanisme: 1) dengan struktur
dan bahan kimia yang sudah terbentuk sebelumnya, dan 2) respons yang diinduksi
Infeksi (Steele dan Gibbs 2018).

2.5. Genomika Ekologi

Genomika ekologi adalah bidang ilmu yang mempelajari mekanisme
genetik organisme dalam merespon stimulus dari lingkungannya. Genomika
ekologi memiliki tujuan akhir yaitu untuk mengidentifikasi gen-gen dan pathway
yang terlibat dalam interaksi tanaman dengan lingkungan, serta mengukur variasi
fungsi gen dan mengkarakterisasi pengaruh variasi tersebut terhadap lingkungan
(Ungerer et al. 2008). Sementara itu, menurut VVan Straalen dan Roelofs (2012),
genomika ekologi adalah suatu disiplin yang mempelajari fungsi dan struktur
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genom dengan tujuan untuk memahami hubungan organisme dengan unsur biotik
dan abiotik lingkungannya. Pendekatan ini terkadang dikaitkan juga dengan
evolusi sehingga menjadi Evolutionary and ecological functional genomics
(EEFG) (Zaidem et al. 2018). Dalam mempelajari genomika ekologi (dan evolusi),
terdapat beberapa hal yang menjadi kunci: 1) gen-gen yang mengontrol sifat yang
penting secara ekologis; 2) faktor-faktor evolusi yang memengaruhi variasi dalam
populasi; dan 3) konsekuensi dari polimorfisme yang terjadi di alam (Song dan
Mitchell-Olds 2011).

Beberapa metode atau tools yang digunakan dalam pendekatan genomika
ekologi yaitu pemetaan Quantitative Trait Loci (QTL), association mapping, dan
genetika populasi yang berbasis fragmen atau sekuens DNA (Savolainen et al.
2013). Awalnya, dalam analisis molekuler, metode yang umum digunakan untuk
genomika ekologi hanya Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) (Holliday et al.
2016). Dengan adanya kemajuan teknologi saat ini, seperti Next generation
Sequencing (NGS) vyang digunakan untuk sekuensing secara masif dan
menyeluruh, memungkinkan untuk dilakukannya analisis genom fungsional
secara cepat sehingga ekspresi gen secara keseluruhan dapat diperkirakan (Van
Straalen dan Roelofs 2012).

2.6. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)

Pendekatan genomika dapat dilakukan menggunakan data sekuens ataupun
fragmen. Penggunaan fragmen untuk analisis genomik dapat dilakukan dengan
beberapa metode, antara lain Restriction Length Polymorphism (RFLP) dan Amplified
Fragment length Polymorphism (AFLP) (Weising et al. 2005). Salah satu metode
yang digunakan untuk membedakan sifat individu secara molekuler yaitu metode
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Zabeau dan Vos 1993).
Metode ini merupakan salah satu metode yang populer dan cukup kuat untuk
mendeteksi polimorfisme pada tanaman. Kelebihan AFLP dibanding penanda
lainnya yaitu memiliki reproduksibilitas fragmen, resolusi, dan sensitivitas yang
lebih baik (Mueller dan Wolfenbager 1999), serta dapat mengamplifikasi 50 - 100
fragmen. Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa penanda AFLP
berkaitan dengan gen tertentu, seperti gen terkait resistensi (Resistance analog
genes - RAGs) pada tanaman Arabidopsis (Aarts et al. 1998), gen resisten
nematoda Meloidogyne (Mex-1) pada tanaman kopi (Noir et al. 2003), dan gen
resisten karat daun pada tanaman Populus (Cervera et al. 1996). Selain itu, AFLP
juga digunakan untuk membuat saturated linkage map dan association mapping
gen penyandi sifat resisten karat pada tanaman Populus (Lu et al. 1998). AFLP
juga mampu membedakan variabilitas antara dua kultivar kacang yang sangat
dekat kekerabatannya (Herselman 2003) sehingga diharapkan dapat mendeteksi
variasi yang kemungkinan hanya sedikit, antara sengon yang toleran dan terserang
karat tumor.

2.7. Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD)

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) merupakan salah satu jenis
penanda molekuler yang banyak dipakai dalam biologi molekuler. Analisis
keragaman genetik berdasarkan penanda RAPD vyang dikembangkan oleh
Williams et al. (1990) berdasarkan pada amplifikasi DNA secara in-vitro dalam
reaksi PCR dengan menggunakan primer acak. Prinsip kerjanya adalah
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memanfaatkan urutan nukleotida tertentu yang terjadi pada proses replikasi DNA.
Menurut Demeke dan Adams (1994) teknik ini memiliki beberapa kelebihan,
yaitu: prosedur RAPD lebih murah, lebih cepat, membutuhkan sampel DNA lebih
rendah (0.5-50 ng), tidak memerlukan radioisotop dan tidak terlalu membutuhkan
keahlian untuk pelaksanaannya dibandingkan dengan penanda molekuler lainnya.
Sedangkan kelemahan dari teknik ini menurut Finkeldey et al. (2010) yaitu
fenanda RAPD bersifat dominan, sehingga tidak mungkin mengenali individu
fieterozigot.

2.8. DNA Kkloroplas

Kloroplas pada tanaman memiliki DNA organelnya sendiri yang
Berbentuk sirkuler (Clegg et al. 1994). Genom kloroplas mengandung setidaknya
100 gen yang mengkode banyak proses sintesis dalam tanaman, sebagian besar
mengkode protein pipeline dan fotosintesis (McFadden 2001). Daerah-daerah
pada kloroplas dapat digunakan untuk DNA fingerprinting tanaman dan
merupakan regulator beberapa proses yang berkaitan dengan resistensi tanaman
terhadap hama atau penyakit (Daniell et al. 2016, Jin et al. 2010). Penggunaan
penanda daerah kloroplas, salah satunya daerah psbA-trnH intergenic spacer
dapat membedakan beberapa haplotipe dari tiga varietas tomat (Caprar et al.
2017), kakao (Gutiérrez-Lopez et al. 2016), dan Breonadia salicina (Al-Qurainy
etal. 2014).

2.9. Next-generation Sequencing (NGS)

Penggunaan pendekatan genomik berbasis sekuens semakin berkembang sejak
ditemukannya metode sekuensing yang lebih efisien serta memiliki error rate yang
rendah yaitu Next-Generation Sequencing (NGS) (Pfeiffer et al. 2018). Sekuens
genom fungsional yaitu Ribonucleic Acid (RNA) dengan NGS memberikan informasi
banyak Open Reading Frame (ORF) yang memuat seluruh gen yang terekspresi atau
Expressed Sequence Tags (ESTs) (He et al. 2012).

Next-generation sequencing adalah platform sekuensing yang masif dan paralel.
Saat ini, teknologi NGS memungkinkan proses sekuensing menjadi lebih cepat dan
Jika dikalkulasi biaya per-basanya lebih murah dibanding metode sekuensing Sanger
(Wheeler et al. 2008). Saat ini, platform untuk NGS antara lain Illumina, lonTorrent,
Roche, dan BGI-Seq. Penggunaan metode NGS dalam sekuensing telah mempercepat
proses sekuensing genom manusia yang awalnya membutuhkan waktu 15 tahun saat
ini dapat dilakukan dalam waktu dua bulan (Kulski 2016).

Proses NGS sendiri dapat dilakukan dengan material DNA maupun RNA.
Analisis sekuens RNA dengan NGS disebut RNA-Seq. RNA-Seq dapat menganalisis
keberadaan dan kuantitas gen pada RNA, pada sampel dengan kondisi tertentu (Chu
dan Corey 2012). RNA-Seq dapat memberikan informasi bentuk alternatif gen,
madifikasi pasca-translasi, mutasi, dan perubahan gen dalam jangka waktu tertentu
atau akibat perlakuan tertentu (Maher et al. 2009)

Pendekatan genomik antara lain digunakan oleh Gailing et.al (2009)
menggunakan untuk melihat gen-gen adaptif pada pohon hutan dengan
menggunakan spesies-spesies Oak (Quercus spp.), dan Saxena et al. (2015) dalam
preeding cytoplasmic genic male sterility (CGMS) pada tanaman Cajanus cajan
untuk meningkatkan produktivitas dan mengurangi masa tanam. Selain itu,
Penelitian Street et al. (2006) menunjukkan adanya perubahan genetik dan
genomik yang terjadi pada tanaman Populus akibat cekaman kekeringan.
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111 PSEUDORESISTENSI DAN KERAGAAN PERTUMBUHAN
SENGON DI BOGOR DAN CIAMIS, JAWA BARAT

3.1. Pendahuluan

Menurut Agrios (2005), terdapat tiga komponen yang berperan dalam
terjadinya variasi perkembangan penyakit tumbuhan, yaitu patogen, inang dan
lingkungan. Faktor lingkungan yang memengaruhi antara lain kecepatan angin
yang rendah (<80 km/jam) dan kelembaban udara yang tinggi (<90%) (Rahayu
2008). Sementara itu, Marschner (2003) menyatakan bahwa nutrisi tanah juga
berpengaruh dalam perkembangan patogen. Anggraeni et al. (2010) menyatakan
bahwa penanaman sengon dengan sistem pertanaman monokultur akan membuat
tegakan lebih rentan terserang penyakit. Penelitian Syakirin (2014) dengan
metode Forest Health Monitoring (FHM) menunjukkan adanya perbedaan
serangan penyakit sebesar 1% antara plot monokultur dan plot sengon yang
ditanam dengan pola agroforestri. Perlu diverifikasi lebih lanjut hubungan antara
diversitas tanaman dengan penyebaran karat tumor. Sementara itu, dalam konteks
budidaya, terdapat penambahan faktor selain ketiga komponen tersebut yaitu
adanya faktor manusia yang mengubah konsepnya menjadi piramida atau
tetrahedron penyakit (Saleh dan Hardaningsih 2007).

Berbagai penelitian tentang pengaruh faktor lingkungan terhadap penyakit
tanaman telah dilakukan, di antaranya terkait dengan iklim (Elad dan Pertot 2014,
Garc'1a-Guzma’'n et al. 2016, Andrew et al. 2016, Fraser et al. 2017) dan unsur
hara (Romeis et al. 2000, Walters et al. 2005, Rolshausen dan Gubler 2005,
Chaudhary et al. 2007), serta gabungan beberapa faktor (Lelana 2018). Faktor-
faktor lingkungan yang berbeda-beda di setiap tempat dan berinteraksi satu sama
lain akan menghasilkan tingkat serangan penyakit yang berbeda-beda. Oleh
karena itu, analisis faktor lingkungan dari berbagai aspek (tanah, iklim, dan faktor
budidaya) penting untuk dilakukan.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis serangan penyakit karat tumor
serta kaitannya dengan variabel iklim, unsur hara, dan budidaya yang belum
dianalisis pada penelitian sebelumnya.

3.2. Lokasi dan Waktu Penelitian

Plot yang digunakan untuk analisis lingkungan berukuran 50 x 50 m?2
(Drescher et al. 2016) yang dibangun pada hutan tanaman rakyat dengan sengon
sebagai tanaman utamanya. Plot yang dianalisis yaitu 32 plot dengan 16 berada di
Bogor dan 16 plot berada di Ciamis. Peta lokasi plot ditunjukkan pada Gambar
3.1. Pengambilan data di lapangan dilakukan mulai Oktober 2016 hingga Februari
2017.



T4

]
108 108, 108 108 sl
Sl 1 L L 107°00°E 108°00°E
~ T L g t :
A
Kawali
o 600 ~* 4 -
& s @ - Daerah-KHusus Ibukota Jakarta Raya
! ®. o 1:50,000 Bantea |, - £
3 . N
A w [l
v
JI T T \l
108 108 108 108 N
7°00°S Py -
106 106 795 Vawa Barat
1 1
TTROMpIn L
@ '.m ; “ Dmrpaga ©
.4 “
Cibungbulangs %
| 2 e Ciampea Bogor Baral
|' 8°0'0"S 3
|
N
\k@l
1:2,600,000 %
| Leuwiliang T
e Legend
r a : 2 . ,1. 1:115,000
g e aE . Ciorr {_l\ ®  Lokasi Penelitian di Bogor
E SN - Yeb
S > . "7‘% Te »  Lokasi Penelitian di Ciamis
£ . : A
106 106

Gambar 3.1 Peta lokasi penelitian

3.3. Bahan dan Metode

Pengukuran dimensi pohon dan penyakit dilakukan secara sensus dalam plot.
Data yang dikumpulkan dari plot pengamatan berupa dimensi pohon, jumlah dan
ukuran karat tumor, tutupan tajuk, jumlah jenis tanaman lain, dan ketinggian
tempat. Variabel untuk faktor edafis yaitu sifat kimia tanah antara lain Kalsium,
Boron, Besi, Magnesium, Silika, Kalium, dan Nitrogen; yang diperoleh dengan
melakukan analisis tanah. Sampel tanah diambil dari minimal lima titik di dalam
plot yang kemudian dikompositkan. Analisis tanah dilakukan di Laboratorium
Bioteknologi Indonesia Center for Biodiversity and Biotechnology (ICBB) Bogor.

Dimensi pohon yang diukur yaitu tinggi total, tinggi bebas cabang, dan
giameter setinggi dada (dbh) pohon. Tutupan tajuk diukur menggunakan
aensiometer di pusat plot dengan ulangan sebanyak masing-masing satu Kali
menghadap empat arah mata angin. Jumlah dan ukuran karat tumor diamati per
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pohon dengan rincian ukuran karat tumor pada batang utama sebagai berikut
(Diputra 2015):
a. Ukuran kecil memiliki lebar tumor < 1/3 keliling pohon dan panjang tumor
<10cm
b. Ukuran sedang memiliki lebar > 1/3 < 2/3 keliling pohon dan panjang 11 -
20 cm
c. Ukuran besar memiliki lebar > 2/3 keliling pohon dan panjang 21 - 30 cm.

Sementara itu, karat tumor pada cabang dan ranting dicatat sebagai karat
tumor dengan ukuran kecil.

Berdasarkan data jumlah dan ukuran tumor, eksistensi tumor pada tiap
pohon dapat dibagi menjadi enam kelas dan dibedakan pada pohon yang berumur
0-2 tahun dan >2 tahun (Baskorowati et al. 2012), yang dapat dilihat pada Tabel
3.1

Intensitas serangan penyakit dihitung dengan rumus (Baskorowati et al.
2012):

Intensitas Serangan penyakit = pohon terserang/total pohon dalam plot x
100%.

Keparahan serangan penyakit dihitung dengan rumus (Baskorowati et al.
2012):

DS = {(nl X z1) + (ny X z3) + -+ + (ns X Zs)} % 100%
NXxZ
dengan n adalah jumlah pohon dengan kelas z; z adalah kelas keparahan
serangan penyakit; N adalah jumlah pohon dalam plot; dan Z adalah kelas
tertinggi dalam plot.

Tabel 3.1 Skor keparahan serangan penyakit karat tumor (Baskorowati et al.
2012)

Umur

kor

0-2 tahun

>2 tahun

Tanaman tidak terserang

Serangan penyakit pada daun, ranting, dan
cabang sebanyak 1 puru

Serangan penyakit pada daun, ranting, dan
cabang sebanyak 2—4 puru

Serangan penyakit pada daun, ranting, dan
cabang sebanyak 5-10 puru

Serangan penyakit pada daun, ranting, dan
cabang sebanyak >10 puru, tidak
menyerang batang utama

Serangan penyakit pada batang utama

Pohon mati

Tanaman tidak terserang
Serangan penyakit pada daun,
dan cabang sebanyak < 4 puru
Serangan penyakit pada daun,
dan cabang sebanyak 5-10 puru
Serangan penyakit pada daun, ranting,
dan cabang sebanyak > 10 puru, atau pada
batang atas (bukan batang bebas cabang)
Serangan penyakit pada batang bebas
cabang, sebanyak < 2 kelompok

ranting,

ranting,

Serangan penyakit pada batang bebas
cabang > 3 kelompok
Pohon mati

Data iklim diperoleh dari Climatic Research Unit (CRU) Centre for
Environmental Data Analysis (CEDA) yang dapat diakses pada laman http://wps-
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webl.ceda.ac.uk/submit/form?proc_id=Subsetter. Data iklim yang dikumpulkan
yaitu data tahun 2006-2016. Data tersebut diekstrak menggunakan perangkat
lunak OpenGrADS (Grid Analysis and Display System) (hyyp://opengrads.org)
kemudian dirata-ratakan hingga menjadi data bulanan.

Data-data tersebut kemudian diolah menggunakan perangkat lunak R
statistical software v.3.5.2. Analisis statistik yang dilakukan yaitu Principal
Component Analysis (PCA). PCA dilakukan untuk mengetahui faktor utama yang
paling berpengaruh terhadap serangan penyakit karat tumor. Terdapat dua dataset
yang digunakan untuk PCA vyaitu dataset dengan variabel iklim dan dataset tanpa
variabel iklim.

3.4. Hasil

3.4.1. Serangan Penyakit Karat Tumor

Terdapat total 2 711 individu sengon yang disensus dalam penelitian ini
dengan rincian di Bogor dan Ciamis berturut-turut yaitu 1 366 dan 1 345
individu. Dari jumlah tersebut, sebanyak 229 individu dari Bogor dan 776
individu dari Ciamis yang terserang penyakit dengan keparahan dan intensitas
yang disajikan pada Gambar 3.2. Rata-rata Keparahan serangan penyakit di
daerah Ciamis (25.53%) tiga kali lebih tinggi dibanding di Bogor (8.22%). Hal
yang sama terjadi pada rata-rata intensitas serangan penyakit di Ciamis
(57.31%) yang hampir empat kali lebih tinggi dibanding intensitas serangan
penyakit karat tumor di Bogor (15.75%). Intensitas serangan penyakit
maksimum di Bogor sebesar 53.63%, sedangkan di Ciamis dapat mencapai
91.67%.

Disease Severity Disease Intensity (%)

J—

80

40

10 20 : '
T

T T

T
Bogor Ciamis Bogor Ciamis

Gambar 3.2 Keparahan serangan penyakit (A) dan intensitas serangan
penyakit (B) karat tumor di Bogor dan Ciamis.

Karat tumor banyak terletak pada bagian cabang atau ranting dengan
persentase 78.10% dari total tumor keseluruhan. Persentase yang melebihi 60%
pada populasi Bogor dan Ciamis baik pada tanaman dengan umur >2 tahun dan
<2 tahun tersebut disebabkan oleh jaringan pada ujung-ujung cabang dan
ranting lebih lunak karena merupakan jaringan baru dan muda yang lebih
mudah ditembus oleh patogen. Rata-rata jumlah tumor pada batang utama di
Ciamis yaitu 1.32 tumor/pohon sedangkan di Bogor sebanyak 1.19
tumor/pohon. Keparahan serangan penyakit yang lebih tinggi di Ciamis terjadi
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karena ukuran karat tumor pada batang utama sengon di Bogor kebanyakan
berukuran kecil sedangkan di Ciamis jumlah tumor terbanyak yaitu tumor
dengan kelas ukuran besar. Ukuran tumor yang lebih besar menunjukkan tumor
berkembang dengan cepat. Distribusi letak dan kelas ukuran tumor dalam
penelitian ini disajikan pada Gambar 3.3.
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Gambar 3.3 Distribusi letak dan ukuran karat tumor

3.4.2. Dimensi, Diameter, dan Komposisi Tegakan

Rata-rata diameter sengon di Bogor sebesar 11.57 cm sedangkan di
Ciamis sebesar 8.64 cm. Dari segi tinggi tanaman, tanaman sengon di Bogor
dan Ciamis tidak jauh berbeda yaitu sebesar 10.09 m dan 9.48 m (Gambar
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3.4.B). Sementara itu, rata-rata jumlah individu sengon pada setiap plot di
Bogor dan Ciamis hampir sama yaitu 85.38 individu/plot dan 84.06
individu/plot tetapi rata-rata proporsi individu dengan kelas umur <2 tahun di
Ciamis lebih tinggi (45.76%) dibandingkan dengan di Bogor (11.32%).
Perbedaan rata-rata tutupan tajuk di Ciamis dan Bogor sebesar 10.41%. Jumlah
jenis lain yang ditanam bersama dengan sengon sebagai tanaman utama rata-
rata tidak jauh berbeda pada kedua lokasi penelitian (6.56 Bogor, 7.06 Ciamis).
Dimensi dan komposisi tegakan disajikan pada Gambar 3.4. Pada tanaman >2
tahun, baik di Bogor maupun Ciamis, rata-rata diameter pada tanaman yang
terserang lebih besar daripada tanaman yang tidak terserang karat tumor,
sementara pada tanaman berumur <2 tahun diameter tanaman yang terserang
lebih besar daripada tanaman yang tidak terserang hanya terjadi di Bogor
(Gambar 3.5)
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Gambar 3.5 Perbandingan diameter sengon terserang dan tidak terserang karat
tumor

3.4.3. Karakteristik Iklim

Kedua lokasi penelitian memiliki karakteristik iklim yang sama yaitu tipe
iklim B berdasarkan klasifikasi iklim Oldeman yaitu jumlah bulan basah
berturut-turut sebanyak 7-9 bulan (Gambar 3.6). Sementara itu berdasarkan
klasifikasi Schmidth-Fergusson, Bogor dan Ciamis masuk ke klasifikasi iklim
tipe A dengan nilai Q<14.3. Akan tetapi, di Ciamis terdapat satu bulan kering
(Gambar 3.6.B) sedangkan di Bogor sepanjang tahun dikategorikan sebagai
bulan basah dan bulan lembab dengan perbandingan bulan basah dua kali lebih
banyak dibanding bulan lembab. Rata-rata kelembaban relatif (relative
humidity, RH) daerah Ciamis khususnya Panjalu lebih tinggi dibandingkan
dengan daerah Bogor karena berada pada elevasi yang lebih tinggi. Pada bulan
lembab-kering, kecepatan angin di Bogor lebih tinggi (Gambar 3.6.C)
dibandingkan di Ciamis yang menyebabkan spora patogen lebih mudah tertiup
dan sulit menempel pada inang. Plot pengamatan di Bogor berada pada elevasi
199-506 mdpl sedangkan plot pengamatan di Ciamis berada pada elevasi 663—
888 mdpl. Berdasarkan informasi petani dan penyuluh di lapangan, karat tumor
banyak berkembang pada musim panas atau bulan dengan curah hujan yang
tidak terlalu tinggi. Hal tersebut perlu dikonfirmasi dengan penelitian lebih
lanjut.
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Gambar 3.6 Iklim Bogor dan Ciamis

3.4.4. Analisis Beberapa Sifat Kimia Tanah

Unsur hara berperan penting dalam metabolisme tumbuhan. Keberadaan
unsur hara akan memengaruhi pertumbuhan dan resistensi tanaman terhadap
organisme pengganggu. Di dalam tanah, unsur hara berinteraksi satu sama lain
dengan sifat antagonis dan sinergis (stimulus). Unsur hara yang terlihat jauh
perbedaannya pada kedua lokasi penelitian yaitu Fe, Cu, dan Ca (Gambar 3.7).
Rata-rata kandungan Fe di Ciamis dan Bogor secara berturut-turut sebesar 8.49
dan 5.56 dalam persen sedangkan dalam ppm perbedaan kandungan Fe di
kedua lokasi hampir mencapai 30 000 ppm. Rata-rata kandungan Cu pada
tanah Bogor dan Ciamis yaitu sebesar 30.38 dan 64.50 ppm. Ca yang
merupakan salah satu senyawa utama penyusun organ tanaman memiliki rata-
rata di Bogor dan Ciamis sebesar 0.062 dan 0.101 %. Sementara itu, rata-rata
kandungan fosfor di Ciamis lebih rendah (62.38 mg/100g) dibanding di Bogor
(76.31 mg/100g).
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Gambar 3.7 Keparahan penyakit dan sebaran kandungan beberapa unsur hara

3.4.5. Principal Component Analysis (PCA)

Analisis komponen utama atau PCA dilakukan menggunakan dataset
dengan variabel iklim dan tanpa variabel iklim. Hal tersebut dilakukan karena
data iklim yang diperoleh bersifat polar atau hanya terdapat dua ekstrim data
sehingga dilakukan dua PCA untuk membandingkan kontribusi variabel-
variabel tersebut. Variabel iklim yang dimasukkan dalam analisis yaitu curah
hujan (maksimum, minimum, dan tahunan), temperatur udara (minimum,
maksimum, dan rata-rata), kelembaban relatif (minimum, maksimum, dan rata-
rata), serta kecepatan angin. Dari kedua PCA yang dilakukan, terdapat lima
komponen utama (PC) yang memiliki nilai eigen >1 (Boehmke dan Greenwell
2020). Nilai variasi yang diberikan oleh tiap PC disajikan pada Gambar 3.8.
Pada hasil analisis dataset tanpa variabel iklim, lima PC dengan eigenvalue>1
dapat menjabarkan 82.17% dari total variasi, sedangkan pada dataset dengan
variabel iklim PC tersebut dapat menjabarkan 87.06%.
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Gambar 3.8 Screeplot PCA, dengan variabel iklim (A), tanpa variabel iklim (B).

Dari kelima PC tersebut, terdapat beberapa variabel yang memiliki
kontribusi terbesar (Gambar 3.9). Hasil PCA tanpa variabel iklim menunjukkan
variabel yang berkontribusi terbesar yaitu elevasi (16.46 %), tutupan tajuk dan
jumlah pohon/ha (10.62 %), persentase tanaman <2tahun (15.74 %),
kandungan Cu (17.41 %), dan Fe (15.71 %). Variabel-variabel tersebut masih
berkontribusi besar pada PCA dengan variabel iklim tetapi persentasenya
berubah secara berturut-turut menjadi 6.14 %, 1.84 %, 4.40 %, 6.17 %, dan
4.74 %. Seluruh variabel iklim pada PCA memiliki kontribusi masing-masing
7.09 %. Data selengkapnya disajikan pada Lampiran 1-4.
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Gambar 3.9 Biplot PCA dengan variabel iklim (A), tanpa variabel iklim (B)

3.5. Pembahasan

Karat tumor yang terus berkembang dan membesar mengakibatkan
terganggunya proses transportasi fotosintat akibat adanya permintaan atau demand
nutrisi ke tumor. Tingginya aliran fotosintat ke tumor menyebabkan aliran
fotosintat ke jaringan lain berkurang. Selain itu, semakin besar lingkar tumor pada
batang utama, semakin besar juga gangguan pengangkutan unsur hara dari tanah
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ke tanaman karena jaringan pembuluh yang berubah. Selain itu, adanya karat
tumor merusak jaringan kayu dan mengubah arah serta susunan serat kayu
(Rahmawati 2017). Perubahan tersebut menyebabkan menurunnya kualitas kayu
karena perubahan arah serat dan kepadatan di bagian yang terserang tumor dan
berdampak pada sifat fisik dan mekanik kayu.

Tingginya serangan penyakit karat tumor di daerah Panjalu, Ciamis
dibandingkan dengan daerah Bogor merupakan akumulasi dari berbagai faktor
dan tambahan faktor waktu sejak inisiasi infeksi. Salah satu faktor yang
memengaruhi  perkembangan patogen vyaitu iklim mikro tegakan. Selain
dipengaruhi oleh faktor iklim seperti kelembaban udara dan curah hujan, iklim
mikro tegakan dipengaruhi oleh jenis dan kerapatan tegakan. Tegakan yang rapat
dan tutupan tajuk yang besar akan menyebabkan suhu di bawah kanopi menjadi
tebih rendah dan memiliki kelembaban yang lebih tinggi (Sapariyanto et al. 2016).
Kondisi dengan kelembaban yang tinggi merupakan kondisi yang ideal bagi
patogen untuk berkembang. Pada kondisi tersebut, jika ditambah dengan
kecepatan angin yang rendah maka patogen akan lebih mudah menginfeksi inang
(Rahayu 2008). Berdasarkan observasi pada kedua lokasi penelitian, semakin
tinggi lokasi plot maka kondisi semakin berkabut. Adanya kabut menurut Rahayu
et al. (2018) merupakan kondisi ideal yang dibutuhkan oleh cendawan karat tumor
untuk inisiasi infeksi. Sementara itu, jarak tanam dapat dimodifikasi dengan pola
agroforestri seperti di KPH Kediri Perhutani, yaitu pada hutan tanaman sengon
ditanami nanas sebagai tanaman sela yang mengakibatkan jarak tanam menjadi
lebih lebar sehingga kelembaban dalam tegakan menurun.

Berdasarkan hasil penelitian ini, pada tanaman yang berumur lebih dari dua
tahun, rata-rata diameter tanaman yang terserang justru lebih besar dibandingkan
pada tanaman yang tidak terserang karat tumor. Hal tersebut mengindikasikan
adanya trade off energi tanaman antara pertumbuhan dan resistensi (Huot et al.
2014). Penelitian Fine et al. (2006) menunjukkan bahwa secara umum, jenis-jenis
tanaman yang berada di hutan Amazon memberikan korelasi negatif antara
pertumbuhan dan ketahanan terhadap hama. Selain itu, penelitian tersebut juga
menunjukkan bahwa kondisi tapak yang berbeda akan menyebabkan perbedaan
derajat infestasi herbivora dalam populasi. Trade-off tersebut terjadi karena
tanaman tidak mampu menghindari cekaman, sehingga harus mengeluarkan
energi untuk beradaptasi. Energy trade-off terjadi karena terbatasnya sumberdaya
untuk memenuhi kedua kebutuhan tersebut (Karasov et al. 2017). Untuk tetap
memaksimalkan pertumbuhan dan mempertahankan resistensi upaya yang dapat
dilakukan yaitu manipulasi sumberdaya seperti dengan pemupukan atau
pemangkasan (Tuller et al. 2018).

Sengon merupakan tanaman penambat nitrogen dengan mekanisme
mereduksi N yang bebas di udara. Untuk menambatkan satu molekul N3
diperlukan 15-30 ATP dan diubah ke dalam bentuk amonia (NH3) (Novriani
2011). Nitrogen berperan penting dalam metabolisme tanaman yaitu untuk
pembentukan protein, lemak, dan senyawa organik lainnya; pembentukan klorofil,
dan pertumbuhan jaringan tanaman. Keberadaan nitrogen yang berlimpah justru
herdampak pada berkurangnya resistensi fisik tanaman dan produksi senyawa
fitoaleksin yang berkaitan dengan resistensi tanaman tetapi berefek positif pada
pembentukan enzim untuk resistensi lokal (Sun et al. 2020). Agrios (2005)
menyatakan meningkatnya nitrogen akan berdampak pada meningkatnya
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kerentanan tanaman terhadap patogen khususnya bakteri dan cendawan pada
tanaman yang pertumbuhannya cepat. Bentuk nitrogen yang diserap juga
berpengaruh terhadap kerentanan tanaman (Huber dan Watson 1974). Gupta et al.
(2013) menyatakan bahwa tanaman tembakau yang menyerap lebih banyak NOz
dan lebih sedikit amonia memiliki tingkat resistensi yang lebih tinggi terhadap
patogen Pseudomonas syringae.

Fosfor merupakan unsur penting dalam metabolisme tumbuhan terutama
pada proses-proses yang melibatkan enzim fosforilase. Fosfor juga merupakan
salah satu penyusun utama pada asam nukleat. Fosfor dibutuhkan tanaman dalam
jumlah yang tidak sebanyak nitrogen, tetapi kekurangan fosfor akan berdampak
pada penurunan kualitas buah dan benih. Dalam hal resistensi, fosfor berperan
untuk menginduksi nekrosis pada programmed cell death (PCD) dan sintesis asam
jasmonat (Orober et al. 2002).

Kalium berperan penting dalam pertahanan tanaman terhadap patogen dan
hama. Kalium berfungsi dalam banyak sintesis senyawa yang jumlahnya akan
memengaruhi kerentanan tanaman menghadapi penyakit (Amtmann et al. 2008).
Perrenoud (1990) menyatakan bahwa aplikasi penambahan kalium mengakibatkan
penurunan serangan penyakit baik yang disebabkan oleh cendawan maupun
bakteri sebesar 69-70%. Senyawa lain yaitu kalsium berperan sebagai pengikat
pada molekul homogalacturonan (HG) pada dinding sel yang meningkatkan
ketahanan tanaman terhadap patogen (Herburger et al. 2019).

Hara mikro juga berperan penting dalam resistensi tanaman. Besi (Fe)
berperan dalam sintesis senyawa asam jasmonat dan mengaktifkan reactive
oxygen species (Hansch dan Mendel 2009). Boron (B) berperan dalam integrasi
dinding sel pada tanaman (Maschner 2003). Tembaga (Cu) berperan sebagai agen
dalam reaksi redoks pada tanaman khususnya pembentukan enzim peroxidase
yang berperan dalam polimerisasi lignin pada dinding sel serta resistensi patogen
(Dordas 2008). Silika (Si) berperan dalam meningkatkan resistensi tanaman
dengan meningkatkan kepadatan dinding sel sehingga patogen menjadi sulit untuk
menginfeksi inang (Kunoh dan Ishizaki 1975).

Kelimpahan sebagian atau seluruh senyawa yang berperan dalam resistensi
belum tentu meningkatkan resistensi tanaman karena unsur-unsur hara dalam
tanah berinteraksi satu sama lain. Interaksi antar unsur hara tersebut dapat bersifat
sinergis atau antagonis (Rietra et al. 2017). Tipe interaksi beberapa unsur hara
oleh Rietra et al. (2017) disajikan pada Gambar 3.10. Kalsium, tembaga, dan
boron cenderung bersifat antagonis terhadap senyawa lainnya sehingga jika tanah
kelebihan kalsium maka senyawa lain akan berkurang kemampuan terserapnya.
Kalium bersifat sinergis dengan Besi tetapi antagonis dengan senyawa lain. Selain
itu, pada senyawa mikro, terdapat ambang batas yang jika dilampaui akan bersifat
toksik bagi tanaman. Menurut Kabata-Pendias (2010), excess tembaga dapat
mengakibatkan terganggunya proses fotosintesis dengan menghambat transpor
elektron pada fotosistem I. Keparahan serangan penyakit pada penelitian ini
berkorelasi positif dengan Fe dan Cu (0.642 dan 0.625) sehingga kemungkinan
yang terjadi yaitu kandungan Fe dan Cu dalam tanah pada plot dengan serangan
penyakit yang tinggi menyebabkan unsur-unsur yang lain tidak terserap secara
maksimal. Meskipun demikian, keberadaan unsur-unsur hara tersebut dalam tanah
belum tentu mencerminkan keberadaannya dalam jaringan tanaman. Oleh karena
itu, untuk selanjutnya perlu dilakukan analisis terhadap kandungan unsur hara
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tersebut dalam tanaman untuk memastikan pengaruh unsur-unsur tersebut
terhadap perkembangan karat tumor pada sengon.

Calcium (Ca)

Molybdenum (Mo)

Gambar 3.10 Interaksi antar unsur hara (Rietra et al. 2017)

Berdasarkan observasi di lapangan, salah satu perbedaan yang terlihat pada
kedua lokasi penelitian yaitu hutan tanaman di Bogor rata-rata dikelola dengan
lebih intensif dari segi pemeliharaan lahan. Hutan tanaman sengon di Ciamis rata-
rata memiliki kondisi tumbuhan bawah yang lebih lebat dibandingkan hutan
tanaman sengon di Bogor. Akan tetapi, jika dibandingkan juga dengan hutan
tanaman sengon milik Perhutani yang dipelihara secara sangat intensif tetapi
serangan karat tumor tetap tinggi maka faktor pemeliharaan lahan masih belum
bisa dipastikan dapat berpengaruh terhadap serangan karat tumor.

Proporsi tanaman dengan kelas umur lebih muda yang cukup besar
menunjukkan bahwa pengelolaan lahan atau plot tersebut dilakukan dengan sistem
silvikultur tebang pilih. Persentase tanaman dengan umur <2 tahun yang tinggi
berkorelasi dengan tingginya keparahan penyakit (-0.479). Sistem tebang pilih
Jika tidak diiringi dengan pemusnahan karat tumor secara keseluruhan maka akan
menyebabkan tetap tersedianya sumber inokulan penyakit. Inokulan yang selalu
tersedia ditambah dengan tanaman yang memiliki banyak jaringan muda akan
membuat penyakit semakin cepat berkembang. Hal yang sama ditunjukkan oleh
penelitian Morrison et al. (2001) pada hutan campuran di beberapa region di
British Columbia, Canada yang menyatakan bahwa tegakan yang dikelola dengan
metode tebang pilih mengalami peningkatan signifikan infeksi cendawan
Armillaria ostoyae. Hal tersebut berarti tidak terjadinya periode disease escape
sehingga patogen tetap mendapatkan inang. Akan tetapi, jika absennya inang dari
satu hamparan namun hanya dalam periode waktu yang dekat ditanam lagi, akan
menyebabkan penyakit tetap berkembang. Oleh karena itu, selain dengan sistem
tebang habis, disarankan juga untuk melakukan sistem bera atau pergiliran
tanaman. Diharapkan dengan tidak adanya inang selama beberapa waktu akan
menyebabkan patogen juga menghilang.

Permasalahan dari sistem tebang habis dengan masa bera yaitu kontinuitas
nasokan kayu sengon untuk industri yang akan terganggu. Selain itu, belum
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adanya penelitian terkait berapa lama masa bera yang diperlukan agar patogen
karat tumor benar-benar hilang dari suatu area. Oleh karena itu, sengon-sengon
dengan resistensi genetik menjadi sangat penting untuk segera ditemukan.

3.6. Kesimpulan

Pseudoresistensi atau resistensi ekologi merupakan hal yang kompleks dan
melibatkan seluruh aspek yang bersinggungan dengan tanaman dalam waktu yang
bersamaan. Faktor-faktor yang berpengaruh terhadap resistensi ekologi antar lain
elevasi, kerapatan tegakan, komposisi tegakan, keseimbangan unsur hara dan
iklim yang tidak mendukung patogen. Peningkatan faktor-faktor tersebut
mengakibatkan meningkatnya kejadian dan keparahan penyakit karat tumor,
dengan kata lain menurunkan resistensi lingkungan. Unsur hara yang berkorelasi
cukup besar dengan peningkatan kejadian karat tumor yaitu tembaga (Cu) dan
besi (Fe). Penerapan sistem silvikultur tebang habis merupakan salah satu upaya
yang diperkirakan mampu mengontrol penyakit karat tumor.
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IV KERAGAMAN GENETIK SENGON TERSERANG DAN
TIDAK TERSERANG KARAT TUMOR BERDASARKAN
PENANDA DNA

4.1. Pendahuluan

Salah satu pendekatan yang dikemukakan oleh Corryanti dan Novitasari
{2015) untuk menekan serangan penyakit karat tumor yaitu melalui program
pemuliaan sengon, yaitu penerapan ilmu genetika dan praktek silvikultur dalam
seleksi tanaman yang memiliki sifat resisten terhadap karat tumor. Beberapa
penelitian terdahulu (Baskorowati dan Nurrohmah 2011, Baskorowati et al. 2012,
dan Setiadi et al. 2014) menunjukkan adanya provenans tertentu yang lebih
ioleran terhadap serangan penyakit karat tumor. Hasil uji provenans tersebut
bersifat dinamis karena pada tanaman yang diperbanyak dari biji, segregasi gen
antar generasi akan meningkatkan variasi genetik (Allard 1992). Selain itu,
Individu-individu unggul hasil uji provenans tersebut belum terverifikasi secara
molekuler. Penelitian-penelitian terdahulu terkait serangan penyakit karat tumor
pada sengon belum mampu memisahkan individu-individu resisten dari yang
rentan (Rahmawati 2017, Lelana 2018). Sementara itu, terdapat dugaan bahwa
perbedaan secara molekuler antara individu toleran dengan individu yang tidak
toleran karat tumor hanya sedikit, sebagaimana sifat resistensi terhadap hama
boktor (Haneda dan Siregar 2011).

Selain itu, muncul pertanyaan bahwa apakah sengon yang terserang dan
tidak terserang karat tumor merupakan sengon jenis yang sama karena di pasaran
terdapat dua jenis sengon yaitu sengon biasa atau sengon laut (Falcataria
moluccana) dan sengon merah atau sengon tekik (Albizia chinensis) yang
kenampakannya mirip dari segi ukuran anak daun (PIER 2013, PIER 2018). Hal
lain yang menyebabkan pentingnya dilakukan konfirmasi genetik yaitu dalam
beberapa penelitian, sengon diberikan keterangan nama ilmiah yang sama dengan
sengon merah yaitu Albizia chinensis (Artati et al., 2019; Ota, 2019; Surjosatyo et
al.,, 2018). Oleh karena itu, perlu juga dilakukan analisis molekuler untuk
mengkonfirmasi jenis yang digunakan dalam penelitian ini.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) merupakan satu jenis
penanda molekuler yang banyak dipakai dalam penelitian dan diagnostik biologi
molekuler. Analisis keragaman genetik berdasarkan penanda RAPD yang
dikembangkan oleh Williams et al. (1990) berdasarkan pada amplifikasi DNA
secara in-vitro dalam reaksi PCR dengan menggunakan primer acak. Penanda
AFLP mencakup seluruh genom sehingga diharapkan dapat melihat secara
keseluruhan fragmen-fragmen yang dapat membedakan individu resisten dan
rentan karat tumor. Selain itu, melimpahnya jumlah lokus yang diamati juga
menjadi alasan AFLP dipilih sebagai penanda, khususnya untuk mengamati sifat
tertentu dan association mapping (Cervera et al. 1996). Analisis AFLP dapat
dilakukan menggunakan enzim restriksi yang sensitif terhadap metilasi, sehingga
gapat melihat apakah terjadi metilasi yang menyebabkan tidak terekspresinya gen-
gen terkait sifat resistensi terhadap karat tumor.

Berdasarkan observasi, sebagian besar petani sengon tidak memiliki akses
informasi terkait asal-usul benih yang terkait dengan sifat resistensi terhadap karat
tumor. Penanda molekuler juga dapat digunakan untuk melacak asal-usul material
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yang digunakan untuk penanaman yang ditransportasikan oleh manusia (Pandey et
al. 2004, Finkeldey et al. 2010), dan untuk lacak balak (Dormontt et al. 2015).

Selain itu, penanda molekuler juga dapat digunakan untuk keperluan
taksonomi dengan menggunakan penanda-penanda DNA barcode (CBOL 2009).
Penanda molekuler yang dapat digunakan untuk ketiga tujuan tersebut salah
satunya Yyaitu menggunakan penanda dari DNA kloroplas yang sifatnya
merupakan conserved region. Daerah psbA-trnH intergenic spacer merupakan
sekuens pendek pada angiospermae dengan panjang 200-500 bp (base pair)
(Storchova dan Olson 2007). Sekuens tersebut dapat teramplifikasi dengan baik
pada DNA yang terdegradasi dari kayu (Yu et al. 2016). Penelitian Pang et al.
(2012) menunjukkan bahwa daerah tersebut dapat menjadi kandidat DNA barcode
yang lebih efektif karena tingkat kemampuan diskriminasinya yang lebih tinggi
dibandingkan dengan penanda lain (matK, rbcL, dan ITS2).

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis variasi genetik antara sengon
yang terserang dan tidak terserang karat tumor dari kedua lokasi penelitian (Bogor
dan Ciamis) serta mengkonfirmasi jenis sengon yang terserang dan tidak terserang
karat tumor.

4.2. Metode

4.2.1. Pengambilan sampel

Sampel yang digunakan untuk analisis DNA diambil dari masing-
masing plot pada penelitian sebelumnya sebanyak dua tanaman. Sampel yang
dikoleksi berupa kayu dari tanaman yang terserang dan tanaman yang tidak
terserang karat tumor dan keduanya sangat berdekatan. Sampel kemudian
dimasukkan ke dalam plastik Ziploc berisi silica gel setelah disemprot dengan
alkohol 70% dan sesegera mungkin disimpan dalam freezer.

4.2.2. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan dua metode yang merupakan
modifikasi dari metode Cetyl-Trimethyl-Ammonium-Bromide oleh Doyle
(1991). Metode ekstraksi pertama yaitu sampel kayu yang sudah diserut
menggunakan pisau diambil sebanyak 0.2 g kemudian digerus dengan bantuan
nitrogen cair hingga berbentuk tepung kemudian dimasukkan ke dalam tube 2
ml Sampel kemudian ditambahkan buffer ekstrak (Lampiran 5) sebanyak 1 ml,
Polyvinyl Pyrrolidon 26% sebanyak 40ul, dan S-merkaptoetanol sebanyak 5
ML. Metode kedua yang dimuat dalam Shabrina et al. (2019) yaitu sebanyak
0.2 g sampel kayu yang sudah diserut menggunakan pisau dimasukkan ke
dalam tube 1.5 ml kemudian dibekukan pada suhu -30 °C selama 24 jam.
Sampel kemudian dihaluskan menggunakan Qiagen TissueLyzer Il hingga
menjadi serbuk dengan menambahkan beads ke dalam tabung. Sampel tersebut
kemudian ditambahkan buffer ekstrak sebanyak 500 ul dan S-merkaptoetanol
1%. Kedua metode tersebut dilanjutkan dengan tahapan yang sama.

Campuran dalam tube dihomogenkan dengan vortex lalu diinkubasi pada
suhu 65 °C dalam waterbath selama 1 jam dengan dibolak-balik setiap 15
menit. Setelah itu, tube sampel disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
selama 10 menit. Supernatant kemudian dipindahkan ke tube baru dan
ditambahkan klorofom:isoamilalkohol (1:24) sebanding dengan volume
supernatant. Tube kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
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selama 10 menit dan supernatan dipindahkan ke tube baru. Supernatant
kemudian ditambahkan isopropanol sebanyak 500 pl dan NaCl 5 M sebanyak
300 pl kemudian diinkubasi selama minimal 1 jam di freezer. Setelah itu, tube
sampel disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Cairan
yang berada dalam tube dibuang sehingga tersisa endapan DNA. Endapan
tersebut ditambahkan etanol 70% sebanyak 300 pl kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Cairan etanol kemudian
dibuang hingga tersisa pelet DNA yang sudah bersih. Tube kemudian
dikeringkan di dalam desikator berisi silica gel. DNA dilarutkan dengan
menambahkan buffer TE 1x sebanyak 55 pl. DNA hasil ekstraksi diuji pada gel
agarose 1% dengan buffer Tris Acetic EDTA (TAE) 1x. Pewarnaan DNA pada
agarose dilakukan dengan menambahkan 1 pL GELRED Safe DNA stain.
Visualisasi DNA dilakukan dengan sinar UV.

4.2.3. RAPD

PCR dengan penanda RAPD dilakukan dengan reaksi 5 pl GoTaq
mastermix (Promega Corporation), 3 pL air, 1 pl primer konsentrasi 20 pmol,
dan 1 pul DNA template. DNA yang digunakan yaitu DNA dari ekstraksi DNA
tanpa nitrogen cair. PCR dilakukan dengan siklus: pre-denaturasi 2 menit pada
suhu 95 °C; diikuti 45 siklus denaturasi 1 menit pada 95 °C, annealing 1 menit
pada 35 °C, dan ekstensi selama 1 menit pada 72 °C; diikuti tahapan final
extension selama 10 menit pada 72 °C. Hasil PCR dielektroforesis pada gel
agarose 2% dan divisualisasikan dengan sinar UV. Penanda untuk PCR
diseleksi dari 78 primer dan didapatkan 7 primer yaitu OPB-10, OPB-11, OPC-
08, OPC-14, OPC-15, OPC-19, dan OPC-11. Skoring fragmen DNA dilakukan
menggunakan bantuan perangkat lunak PyElph (Pavel dan Vasile 2012).

4.24. AFLP

Tahapan PCR AFLP vyaitu restriksi/ligasi, amplifikasi pre-selektif, dan
amplifikasi selektif. Enzim restriksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
Pstl dan Msel. Amplifikasi pre-selektif dilakukan dengan primer POO dan MOO.
Larutan hasil amplifikasi pre-selektif kemudian diencerkan 20 kali dan
digunakan untuk amplifikasi selektif. Reaksi restriksi/ligasi dilakukan secara
sekaligus dengan bantuan NEB buffer 2.1 (New England Biolabs). Formula
campuran untuk reaksi restriksi/ligasi yang dilakukan disampaikan pada Tabel
4.1 dengan total volume 50 pl. Campuran tersebut dimasukkan ke dalam tube
0.2 ml dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 jam dalam mesin PCR thermal
cycler. DNA yang digunakan untuk AFLP yaitu DNA hasil ekstraksi dengan
nitrogen cair. Hasil restriksi/ligasi tersebut kemudian digunakan untuk reaksi
pre-amplifikasi. Reaksi pre-selektif amplifikasi dilakukan dengan campuran
yang dapat dilihat pada Tabel 4.2.



31

Tabel 4.1 Formulasi reaksi restriksi/ligasi

Komponen Volume (ul)
Msel 0.50
Pstl 0.25
Adapter Msel 5.00
Adapter Pstl 0.50
T4 DNA Ligase 0.20
Buffer 10.00
ATP 1.00
DNA 5.00
Nuclease free water 27.55

Tabel 4.2 Formulasi reaksi amplifikasi pre-selektif

Komponen Volume (pl)
KOD Buffer 12.50
dNTPs 5.00
KOD enzyme 0.50
Primer POO 0.75
Primer MOO 0.75
R/L template 5.00
Nuclease free water 0.50
Total 25.00

Campuran tersebut dimasukkan dalam mesin PCR Thermal cycler untuk
menjalani 35 siklus yang terdiri dari: 94 °C selama 30 detik, 56 °C 30 detik,
dan 72 °C 30 detik. Hasil pre-selektif amplifikasi tersebut diencerkan sebanyak
20 kali dan digunakan dalam reaksi amplifikasi menggunakan pereaksi
GreenGoTaq mastermix (Promega Corporation) dengan primer selektif +2 dan
+3. Suhu annealing dalam siklus amplifikasi yang digunakan yaitu touch down
dari 65 °C hingga 54 °C dengan A 1 °C selama 13 siklus, dan selanjutnya
annealing dilakukan pada suhu 54 °C selama 22 siklus.

Hasil amplifikasi selektif kemudian dielektroforesis untuk melihat pola
pita yang terbentuk. Elektroforesis dilakukan menggunakan gel vertikal atau
Denaturized Polyacrylamide Gel (PAA) yang memiliki resolusi lebih tinggi
dibandingkan dengan gel agarose. Buffer yang digunakan dalam elektroforesis
PAA vyaitu buffer Tris Boric EDTA (TBE) 0.5x. Hasil elektroforesis diwarnai
dengan pewarna perak nitrat. Setelah diwarnai, gel PAA dikeringkan dan
dipotret menggunakan kamera. Gambar disimpan kemudian dianalisis secara
manual dan menggunakan perangkat lunak PyElph.

4.2.5. PCR cpDNA

PCR dilakukan dengan penanda trnH(GUG) (5°-
ACTGCCTTGATCCACTTGGC-3) -psbA (5°-
GCAAGCTCCATCTACAAATGG-3’) (Hamilton 1999). Adapun reaksi
amplifikasi dapat dilihat pada Tabel 4.3. PCR dilakukan dengan siklus: pre-
denaturasi 2 menit pada suhu 95 °C; diikuti 35 siklus denaturasi 1 menit pada
95 °C, annealing 1 menit pada 55 °C, dan ekstensi selama 1 menit pada 72 °C;
diikuti tahapan final extension selama 10 menit pada 72 °C. DNA yang
digunakan untuk PCR cpDNA yaitu DNA hasil ekstraksi tanpa nitrogen cair.
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Tabel 4.3 Reaksi PCR cpDNA

Komponen Volume (ul)
Primer trnH 1
Primer psbA 1
DNA template 1
Nuclease free water 7
GoTag mastermix 10
Total 20

Hasil amplifikasi kemudian dipurifikasi dengan metode Exonuclease
shrimp alkaline phosphatase (EXOSAP) (Werle et al., 1994). Hasil purifikasi
kemudian di PCR sekuens dengan primer psbA saja menggunakan kit
BigDye™ (ThermoFisher) dengan reaksi 6.5 pL air, 1uL 5x buffer, 0.5 pL
primer, 1 pL BigDye ver. 1.1, dan 1 pL produk purifikasi. Siklus PCR seperti
siklus PCR biasa dengan suhu annealing 50 °C sebanyak 25 siklus. Tahapan
selanjutnya yaitu presipitasi ethanol untuk menghilangkan residu PCR. Pelet
DNA kemudian ditambahkan dengan 13 puL Formamide dan diinkubasi heat
shock 95 °C selama 3 menit kemudian dipulihkan dengan pendinginan di es.
Sampel kemudian disekuens dengan mesin alat ABI PRISM® 3100 Genetic
Analyzer dengan waktu 1 jam untuk setiap sampel.

4.2.6. Analisis Data

Data biner hasil skoring fragmen RAPD dan AFLP kemudian digunakan
untuk berbagai analisis. Jarak genetik dan keragaman genetik dianalisis
menggunakan perangkat lunak POPGENE v.32 (Yeh dan Boyle 1997).
Analisis variasi molekuler (AMOVA) dan Principal Coordinate Analysis
dilakukan menggunakan tools add-ins GenALex v.6.53 pada perangkat lunak
Microsoft Excel (Peakall dan Smouse 2012). Analisis klaster dilakukan
menggunakan perangkat lunak NTSYS v2.02 (Rohlf 2008) dari data jarak
genetik menggunakan metode unweighted pair group method with arithmetic
mean (UPGMA). Analisis-analisis tersebut dilakukan dengan asumsi terdapat
empat populasi yaitu tanaman tidak terserang dari Bogor (Bogor R) dan
Ciamis (Ciamis_R), dan tanaman terserang dari Bogor (Bogor_S) dan Ciamis
(Ciamis_S). Analisis struktur populasi dilakukan menggunakan perangkat
lunak SRUCTURE (Hubisz et al. 2009) untuk menganalisis jumlah spektrum
genomik (K) menggunakan metode clustering Bayesian. Hasil analisis struktur
populasi diekstraksi dengan Structure Harvester (Earld dan vonHoldt 2012)
pada laman http://taylorQ.biology.ucla.edu/structureHarvester. Seluruh analisis
tersebut dilakukan pada masing-masing penanda RAPD dan AFLP dan
gabungan RAPD dan AFLP.

Data hasil sekuens daerah psbA-trnH intergenic spacer kemudian di-edit
dan disejajarkan menggunakan perangkat lunak ATGC for Windows (Genetyx,
Japan). Sekuen final kemudian disejajarkan menggunakan perangkat lunak
MEGA-X dengan metode ClustalW (Kumar et al. 2018). Sekuen kemudian
dianalisis menggunakan Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) pada
GenBank  (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)  untuk identifikasi
kesesuaian sekuen. Analisis jarak genetik dilakukan dengan menentukan model
algoritma terbaik dengan nilai Bayesian Information Criterion (BIC) (Bhat dan
Kumar 2010) dan Akaike Information Criterion corrected (AlICc) (Hurvich dan
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Tsai 1993) terendah. Model yang memenuhi kriteria tersebut dan memiliki
jumlah variable terkecil yaitu Tamura 3-parameter (Tamura 1992), yang
mempertimbangkan perbedaan mutation rate secara transversi dan transisi serta
bias kandungan GC. Analisis keragaman genetik dilakukan menggunakan
perangkat lunak DNAsp (Rozas et al. 2017). Sekuens kloroplas (plastid)
sengon dan daerah psbA-trnH intergenic spacer sengon merah digunakan
sebagai pembanding dalam analisis jarak genetik. Sekuens plastid sengon
untuk identifikasi diunduh dari http://ncbi.nlm.nih.gov dengan kode aksesi
NC_047364 (Zhang et al., 2020).Sekuen sengon merah (Albizia chinensis)
digunakan sebagai pembanding. Sekuen sengon merah diunduh dari
http://ncbi.nim.nih.gov dengan kode aksesi KR532922.1 dan KR532923.1
(Huang et al. 2015).

4.3. Hasil
4.3.1. Analisis RAPD
Seleksi primer yang dilakukan menghasilkan tujuh primer yang
menghasilkan pita polimorfik. Hasil amplifikasi dari tujuh primer tersebut yang
kemudian digunakan untuk analisis final. Daftar primer dan ukuran produk
yang dihasilkan disajikan pada Tabel 4.4.

Tabel 4.4 Daftar primer RAPD hasil seleksi

? Primer Sekuens Jumlah pita Ukuran (bp)
1 OPB-10 CTGCTGGGAC 9 200-1 000
2 OPB-11 GTAGACCCGT 9 250-900

3 OPC-08 TGGACCGGTG 9 200-1 200
4 OPC-14 TGCGTGCTTG 10 300-1 200
5 OPC-15 GACGGATCAG 7 500-1 300
6 OPC-19 GTTGCCAGCC 7 300-1 500
7 OPD-11 AGCGCCATTG 4 400-1 000

Jumlah pita yang dihasilkan dari ketujuh primer tersebut yaitu lima puluh
lima pita. Ukuran produk yang dihasilkan berkisar 200-1 500 bp. Rata-rata
jumlah pita yang dihasilkan untuk tiap primer yaitu 7.86 pita per primer.

Persentase lokus polimorfik (PLP) berbeda pada setiap populasi,
tetapi semuanya berada di atas 75% dengan rata-rata 83.64% untuk total
populasi. Polimorfisme ditemukan lebih tinggi pada populasi yang terserang
karat tumor. Jumlah alel efektif tidak banyak berbeda pada setiap populasi dan
berkisar pada 1.341-1.379. Indeks informasi Shannon berkisar antara 0.315-
0.370 dan berada pada kategori sedang. Heterozigositas harapan (He) pada
setiap populasi berkisar antara 0.202 hingga 0.234. hal tersebut menunjukkan
bahwa distribusi alel-alel pada seluruh populasi tidak merata. Diferensiasi
genetic (Gst = 0.0645) menunjukkan bahwa lebih dari 93% keragaman berada
dalam populasi. Hasil analisis variabilitas genetik disajikan pada Tabel 4.5
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Tabel 4.5 Variabilitas genetik berdasarkan penanda RAPD

Populasi Na Ne I He PLP Gst
Bogor_R 1.582 1.341 0.315 0.202 78.18%

Bogor_S 1.727 1.379 0.367 0.234  85.45%
Ciamis_R 1.582 1.360 0.342 0220 78.18%
Ciamis_S 1.855 1.372 0.370 0.233  92.73%

Total 1.686 1.363 0.349 0.222  83.64% 0.0645

Keterangan: Na=Jumlah alel, Ne=Jumlah alel efektif, I=Shannon Index, He= Indeks
rata-rata keragaman gen, PLP= Persentase lokus polimorfik, Gst = Koefisien diferensiasi
genetik

Jarak genetik Nei (1972) (D) antar populasi relatif rendah (kurang dari
0.1) dengan jarak genetik terbesar yaitu antara Ciamis R dan Bogor_ S
(0.0406). Jarak genetik populasi yang berada dalam region yang sama cukup
rendah (0.0141 untuk region Bogor dan 0.0136 untuk region Ciamis).
Meskipun jarak genetiknya rendah, populasi dari kedua region tersebut dapat
terdiferensiasi dan jarak genetik antar region lebih tinggi. Penelitian Olivia
(2012) menyatakan bahwa bahkan dari populasi yang berbeda provinsi (Jawa
Barat dan Jawa Timur), perbedaan genetik antar populasi sengon dari kedua
provinsi tersebut relatif rendah. Studi serupa yang dilakukan oleh Suharyanto
et al. (2002) menyatakan bahwa provenans sengon di Jawa secara relatif mirip
secara genetik. Dendrogram jarak genetik populasi berdasarkan metode
UPGMA disajikan pada Gambar 4.1.

Bogor_R.—|
Boge«_SJ

Ciamis_R

Ciamis_§

I e e e e e e A B m s e s e e e
001 0.02 0.02 0.03 003
Cosfficient

Gambar 4.1 Dendrogram jarak genetik Nei (1972) berdasarkan penanda RAPD

Variasi molekuler yang disajikan pada Tabel 4.6 menunjukkan bahwa
variasi genetik tertinggi berada dalam populasi (90%) dan tidak terdapat variasi
antar region. Berdasarkan FAO (2002), variasi genetik yang tinggi adalah salah
satu faktor penting dalam praktek pengelolaan hutan. Variasi dalam populasi,
khususnya pada populasi resistan dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
sifat resisten pada populasi sengon yang ditemukan masih dalam kisaran yang
cukup. Penelitian ini juga menganalisis ®-statistik (Phi-stat), substitusi dari F-
statistik (Fst) untuk penanda dominan. Fst yang dihasilkan menunjukkan
bahwa variasi antar region tidak signifikan dengan P-value >0.05. Variasi
genetik antar populasi dan dalam populasi termasuk ke dalam kategori moderat
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(0.05-0.15) menurut Hartl dan Clark (1997). Hasil analisis variasi molekuler
(AMOVA) lengkap disajikan pada Tabel 4.6.

Tabel 4.6 Hasil AMOVA RAPD

Sumber variasi df SS MS Est. Var. O-stat P-value
Antar region 1 7.172 7.172 0.000 -0.057* 1.0000
Antar populasi 2 43.594 21.797 0.885 0.104 0.0001
Dalam populasi 60 458.563 7.643 7.643 0.053 0.0002
Total 63 509.328 8.527

*tidak signifikan, df= derajat bebas, SS=Jumlah Kuadrat, MS= Kuadrat Tengah, Est. Var = perkiraan Variasi.

Hasil tersebut dikonfirmasi lebih lanjut dengan analisis lanjutan
menggunakan analisis struktur populasi yang disajikan pada Gambar 4.2. Hasil
analisis tersebut menunjukkan terdapat dua pola genetik utama (K) yang
ditunjukkan oleh warna hitam dan abu-abu. Struktur genetik antara region
Bogor dan Ciamis menunjukkan bahwa kedua region memiliki struktur yang
relatif mirip. Sementara itu, populasi sengon yang terserang dan tidak terserang
memiliki pola yang cukup berbeda pada kedua region.

1.00 4
0.80
0.60
0.40

0.20 4

0.00 -

Bogor R Bogor S Ciamis R Ciamis S

Gambar 4.2 Hasil analisis STRUCTURE dengan penanda RAPD

Analisis PCoA digunakan untuk mengelompokkan individu-individu
berdasarkan jarak individual (Gambar 4.3). Hasil analisis tersebut
menunjukkan terdapat beberapa pengelompokan. Kelompok pertama terdiri
dari 23 individu yang tidak terserang karat tumor, kelompok kedua terdiri dari
10 individu terserang dan kelompok ketiga terdiri dari 18 individu terserang
karat tumor. Axis 1 pada PCoA menjabarkan 13.45% dari total variabel
sementara axis 2 menjabarkan 9.08% sehingga total variabel yang dijabarkan
sebesar 22.52%. Dalam setiap kelompok, individu-individu tersebut berasal
dari kedua region. Selain itu, terdapat 13 individu yang tidak masuk ke
kelompok manapun. Adanya pengelompokan tersebut membuktikan bahwa
terdapat perbedaan genetik antara individu-individu terserang dan tidak
terserang karat tumor.
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Gambar 4.3 Hasil PCoA dengan penanda RAPD

4.3.2. Analisis AFLP

PCR dengan penanda AFLP dilakukan dengan menyeleksi sepuluh
kombinasi primer dan menghasilkan dua kombinasi primer yang memiliki
produk pita polimorfik yaitu P18M69 dan P26M45 dengan jumlah pita yang
dihasilkan masing-masing yaitu 58 dan 48 pita. Dari 106 pita, terdapat 104 pita
yang bersifat polimorfik. Ukuran pita yang dihasilkan berkisar antara 50 bp
hingga ~1 000 bp. Hasil skoring pita dari kedua kombinasi primer tersebut
kemudian digunakan untuk analisis final.

Persentase lokus polimorfik (PLP) terbesar didapatkan pada populasi
Bogor terserang karat tumor (Bogor S) sebesar 87.74% sementara PLP
terendah didapatkan pada populasi Ciamis_S sebesar 59.43%. Hasil analisis
variabilitas genetik disajikan pada Tabel 4.7. Nilai indeks Shannon diversity
berada pada kisaran 0.231-0.323.

Tabel 4.7 Variabilitas genetik berdasarkan penanda AFLP

Populasi Na Ne I He PLP Gst
1.41 1.25 0.26 0.16 66.04
Bogor_R 5 4 4 4 %
1.79 1.32 0.32 0.20 87.74
Bogor_S 2 0 3 0 %
Ciamis_ 131 1.25 0.25 0.15 61.32
R 1 2 0 9 %
Ciamis_ 1.26 1.22 0.23 0.14 59.43
S 4 6 1 5 %
1.44 1.26 0.26 0.16 0.07
Total 6 3 7 7 8

Na=Jumlah alel, Ne=Jumlah alel efektif, I=Shannon Index, He= Indeks rata-rata keragaman gen,
PLP= Persentase lokus polimorfik, Gst = Koefisien diferensiasi genetik

Hasil AMOVA menunjukkan hal yang serupa dengan AMOVA vyang
dilakukan dengan penanda RAPD (Tabel 4.8). Keragaman terbesar ditemukan
dalam populasi (96%) sementara antar populasi sebesar 3%. Sementara itu nilai
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Phi-stat keragaman genetik antar region tidak nyata dengan P-value >0.05.
Nilai Phi-stat antar populasi dan dalam populasi berada pada kelas diferensiasi
kecil (<0.05) menurut Hartl dan Clark (1997).

Tabel 4.8 Hasil AMOVA AFLP

Sumber df SS MS Est. Var. d-stat P-
variasi value
Antar region 1 20.718 20.7187 0.07813 0.00646 0.218
Antar 2 36.437 18.2187 0.41471 0.03456 0.0049
populasi

Dalam 60  695.000 11.5833 11.5833 0.04081 0.0008
populasi

Total 63  752.156 12.0761

*tidak signifikan, df= derajat bebas, SS=Jumlah Kuadrat, MS= Kuadrat Tengah, Est. Var = perkiraan
Variasi.

Analisis jarak genetik menunjukkan jarak genetik antar populasi
termasuk rendah (<0.1). Jarak genetik terbesar ditunjukkan pada populasi
Bogor_R dengan Bogor S (0.289). Sementara itu, jarak genetik terkecil
ditunjukkan oleh Ciamis_R dan Ciamis_S (0.0139). Dalam hal ini, populasi
dari region Bogor justru terpisah cukup jauh antara populasi yang terserang dan
tidak terserang karat tumor Gambar 4.4).

Jarak genetik tersebut kemudian dikonfirmasi dengan hasil analisis
STRUCTURE (Gambar 4.5). Terdapat dua pola genetik utama yang berbeda
dengan hasil analisis RAPD. Hasil analisis STRUCTURE menunjukkan pola
genetik populasi Bogor_S cenderung mirip dengan populasi Ciamis_R dan
Ciamis S. Sementara itu, berdasarkan penanda AFLP yang digunakan terlihat
kemiripan pola genetik antara populasi Bogor_S, Ciamis_R, dan Ciamis_S.

Bogor_R

Bogor_S

Ciamis_R ‘

Ciamis_S

Coafficient

Gambar 4.4 Dendrogram jarak genetik Nei (1972) populasi berdasarkan penanda
AFLP
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Bogor R Bogor S Ciamis R Ciamis_S
Gambar 4.5 Hasil analisis STRUCTURE dengan penanda AFLP

Hasil analisis Principal Coordinate menunjukkan bahwa tidak banyak
individu yang terkelompokkan (Gambar 4.6). Hanya terdapat dua kelompok
yang terdiri dari kurang dari sepuluh individu pada masing-masing kelompok.
Kelompok pertama terdiri dari tujuh aksesi yang berasal dari populasi Bogor_S,
satu aksesi berasal dari populasi Ciamis_S, dan satu aksesi dari populasi
Ciamis_R. Kelompok kedua berisi lima aksesi dari populasi Ciamis_R dan dua
aksesi dari populasi Ciamis_S. Aksis-1 pada analisis Principal Coordinate
menjelaskan 13.05% dari variabel dan aksis-2 menjelaskan 7.33% dari total
variabel sehingga PCoA dapat menjelaskan 20.38% dari total variabel. Kedua
aksis tersebut memiliki eigen value yang paling tinggi dibanding aksis lainnya.

Principal Coordinates (1 vs 2)

4#333

® Bogor_R

O Bogor_S

Axis 2

# Ciamis R

A Ciamis_S

Axis 1

Gambar 4.6 Hasil PCoA dengan penanda AFLP

4.3.3. Analisis dengan Gabungan RAPD dan AFLP

Penggabungan penanda RAPD dan AFLP memberikan hasil yang tidak
jauh berbeda dengan hasil analisis masing-masing penanda pada variabilitas
genetik. Nilai He berkisar antara 0.17 hingga 0.212 dengan nilai tertinggi pada
populasi Bogor_S. Sementara itu nilai indeks informasi Shannon berada pada
kisaran sedang dengan rentang nilai 0.278-0.338. Diferensiasi genetik berada
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pada kisaran yang sama Yyaitu 7.15%. Hasil analisis variabilitas genetik
disajikan pada Tabel 4.9.

Tabel 4.9 Variabilitas genetik berdasarkan Gabungan RAPD dan AFLP

Populasi Na Ne I He PLP Gst
Bogor R 1.472 1.284 0.281 0.177 70.19%

Bogor_S 1.770 1.340 0.338 0.212 86.96%
Ciamis_R 1.404 1.289 0.282 0.180 67.08%
Ciamis_S 1.466 1.276 0.278 0.175 70.81%

Total 1.528 1.297 0.295 0.186 73.76% 0.0715

te: Na=Jumlah alel, Ne=Jumlah alel efektif, 1=Shannon Index, He= Indeks rata-rata
keragaman gen, PLP= Persentase lokus polimorfik, Gst = Koefisien diferensiasi genetik

Analisis jarak genetik menunjukkan gabungan kedua penanda mampu
memisahkan aksesi dari dua region. Populasi dari region Ciamis memiliki jarak
genetik yang lebih kecil (0.0137) jika dibandingkan dengan populasi dari
region Bogor (0.0233). Jarak genetik antar populasi tersebut divisualisasikan
dengan dendrogram yang disajikan pada Gambar 4.7.

Bogor R

T 4 4 T T T T T T T T T T T T T T T T 4 1
ao1 002 002 oo o8
Coaffieient

Gambar 4.7 Dendrogram jarak genetik Nei (1972) populasi berdasarkan
gabungan penanda RAPD dan AFLP

Analisis struktur populasi menghasilkan dua pola genetik dominan (K)
yang ditunjukkan dengan warna Hitam dan Abu-abu (Gambar 4.8). Populasi
Bogor_S memiliki kemiripan pola dengan populasi Ciamis_S. Populasi
Ciamis_R memiliki pola yang agak mirip dengan populasi Ciamis_S dan
Bogor_S, sementara populasi Bogor_R memiliki pola yang berbeda dari ketiga
populasi lainnya

Bogor_R Bogor_S Ciamis_R Ciamis_S

Gambar 4.8 Hasil analisis STRUCTURE dengan gabungan RAPD dan AFLP
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Hasil PCoA menunjukkan bahwa sebagian besar aksesi yang tidak
terserang karat tumor berada di atas aksis 2 sementara sebagian besar aksesi
yang terserang karat tumor berada di bawah aksis 2. Tidak terdapat perbedaan
pengelompokan aksesi terserang dan tidak terserang berdasarkan region Bogor
maupun Ciamis. Axis 1 menjabarkan 8.58% dari total variabel sementara axis
2 menjelaskan 6.44% dari total variabel sehingga jumlah variabel yang mampu
dijabarkan oleh plot PCoA sebesar 15.02%. Plot PCoA disajikan pada Gambar
4.9. Sementara itu, variasi molekuler (Tabel 4.10) menunjukkan bahwa nilai
Fst antar dan dalam populasi berada pada rentang moderat. Variasi tertinggi
terdapat pada variasi dalam populasi yaitu sebesar 94%.

Tabel 4.10 Hasil AMOVA gabungan RAPD dan AFLP

Sumber variasi df SS MS Est. Var. O-stat P-value
Antar region 1 27.891 27.891 0.000 -0.019 0.9980
Antar populasi 2 80.031 40.016 1.299 0.063 0.0001
Dalam populasi 60 1153.563 19.226 19.226 0.046 0.0001
Total 63 1261.484 20.525

*tidak signifikan, df= derajat bebas, SS=Jumlah Kuadrat, MS= Kuadrat Tengah, Est. Var = perkiraan Variasi.

Principal Coordinates (PCoA)
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Gambar 4.9 Hasil analisis PCoA dengan gabungan penanda RAPD dan AFLP

4.3.4. Analisis cpDNA

Produk PCR vyang dihasilkan menggunakan penanda psbA-trnH
intergenic spacer memiliki ukuran 457-462 bp dengan rata-rata kandungan GC
sebesar 27.7%. Gao et al. (2013) menyatakan bahwa ukuran rata-rata hasil
PCR psbA-trnH intergenic spacer pada tanaman dari famili Fabaceae berada
pada kisaran 249-515 bp. Sekuen yang diperoleh kemudian di-BLAST pada
database NCBI menggunakan fitur blastn dan diperoleh sekuens sengon
memiliki kemiripan yang tinggi dengan spesies-spesies lain dalam famili
Fabaceae, terutama yang termasuk dalam clade Caesalpinioideae. Sekuens
daerah psbA-trnH intergenic spacer sengon dalam penelitian ini merupakan
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yang pertama diunggah di GenBank dan dapat diakses dengan nomer aksesi
LC456638.1 sampai LC456701.1.

Analisis menggunakan model Tamura-3-parameter menunjukkan bahwa
tidak ada jarak genetik antar individu, populasi, dan region. Dendrogram
(Gambar 4.10) menunjukkan individu-individu sengon tidak membentuk
pengelompokan tertentu. Selanjutnya, dari 64 aksesi, hanya terdapat satu
individu yang memiliki perbedaan insersi satu basa (B3 R, individu tidak
terserang karat tumor dari Bogor). Berdasarkan analisis keragaman, dari
seluruh aksesi hanya terdapat satu haplotipe (Keragaman haplotipe Hq=0.00).
Analisis InDel menunjukkan hanya ada satu InDel yang terdeteksi dengan nilai
keragaman InDel sebesar 0.031 sehingga terdapat dua haplotipe InDel.
Perbedaan InDel disajikan pada Tabel 4.11. Insersi yang terjadi pada aksesi
B3_R yaitu penambahan basa sitosin (C) pada nukleotida nomor 85.

C16_5_psbA
C1_R_psbA 1
B10 R_psbA
B1_S psbA
C16_R_psbA
B4 R psbA
C15 5 _psbA
C9_R_pshA
C6 R psbA
C5_5 psbA
G15 R_psbA
C13_5 psbA
C14 R _psbA
B7_S pshA 1
G145 psbA
B7 R_psbA
C11_R_psbA
C7_R_psbA
C13 R psbA
C4_R_psbA
(125 psbA
G115 psbA
C12 R_psbA
1.5 _psbA 1
€2 5 psbA
B15_5 psbA
C10 S5 _psbA 1
€3 5 _psbA
B9 R_psbA 2
B3 R_psbA
C10_R_psbA 1
B16 R _psbA
(8.5 psbA
B2 5 psbA 3
€9 5 psbA
B9 S psbA
C8 R _pshA
C4 5 psbA
C7_S psbA
B5_5 _psbA 1
B15 R psbA
B12_R_psbA
C6_5 psbA
B3 5 _psbA
C5_R_psbA
B6_R_psbA
B5 R_psbA
B2 R_psbA 3
C3_R_pshA
B11_R_psbA
C2 R pshA
B14_5 psbA
B8_5_psbA 1
B6 5 psbA 1
B16_S psbA
B12_5_pshA
B14 R psbA
B4 S psbA
B13 5_pshA
B10_5_psbA
B13 R _psbA
BB R_psbA
B11_5_psbA
B1_R_psbA

Gambar 4.10 Dendrogram sengon berdasarkan sekuens daerah psbA-
trnH intergenic spacer
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Tabel 4.11 Polimorfisme InDel pada sekuen psbA-trnH intergenic spacer sengon

Nomor situs
Aksesi 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95
Cl15 R AT AATTAATS- TTATTGTTT CT
C6_S AT AATTAAT- TTATTGTTT CT
B12 R AT AATTAAT- TTATTGTTT CT
B3 S AT AATTAAT- TTATTGTTT CT
B3 R AT AATTAATTCTTATTGTTTZ CT

Hasil analisis jarak genetik antara sekuens sengon dengan sekuens A.
chinensis menunjukkan sengon yang sampelnya diambil untuk penelitian ini
sebagai aksesi semuanya merupakan jenis sengon yang sama Yyaitu Falcataria
moluccana dan terpisah dengan A. chinensis (Gambar 4.11). Sengon yang
diambil sebagai pembanding bervariasi dari Bogor dan Ciamis serta aksesi
yang terserang dan tidak terserang karat tumor, termasuk aksesi B3_R yang
memiliki satu situs InDel. Jarak genetik antara sengon dengan A. chinensis
berdasarkan region psbA-trnH intergenic spacer sebesar 0.017.

NC 0473641 Falcataria moluccana voucher 14CS8092-KUN plastid complete genome
B11 S psbA

B3 R psbA

C10 S psbA 1
C16 R psbA

CH R psbA

KR532922 1 Albizia chinensis

KR532923.1 Albizia chinensis

—

0.0020

Gambar 4.11 Dendrogram sengon dan sengon merah berdasarkan
sekuen daerah psbA-trnH intergenic spacer

Analisis keragaman menunjukkan dari 380 situs sekuens, sebanyak enam
situs pada sekuens A. chinensis memiliki perbedaan basa dengan sekuens
sengon pada region psbA-trnH intergenic spacer. Selain itu, terdapat 21 gaps
pada alignment sekuen A. chinensis dan sengon. Analisis InDel menunjukkan
terdapat lima situs InDel dengan nilai keragaman InDel 2.190 dan rata-rata
panjang InDel 3.550. Analisis haplotipe menunjukkan terdapat dua haplotipe
dengan nilai keragaman (Hd) sebesar 0.476. Polimorfisme antar aksesi
disajikan pada Tabel 4.12.
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Tabel 4.12 Polimorfisme daerah psbA-trnH intergenic spacer pada sengon dan
sengon merah

. Nomor Situs
Aksesi 1 46 50 53 150 152 153 154 155 156 157 198 202 203 204 205 206 207 238 261 319 339 345 346 347 348 349 350
B11 S TT- AGTAAGAACTTTTTTT- AG- - - - - -
B3 R TTCAGTAAGAACTTTTTTT- AG- - - - - -
C10_ S TT- AGTAAGAACTTTTTTT AG- - - - - -
Cl6 R TT- AGTAAGAACTTTTTTT AG- - - - - -
C5R TT- AGTAAGAACTTTTTTT- AG- - - - - -
KR5329221TG- C- - - - - - - A- - - - - - CACAGAAGGA
KR532923.1T G- C- - - - - - - A- - - - - - CACAGAAGGA

4.3. Pembahasan

Keragaman genetik, dalam hal ini ditunjukkan oleh nilai He dan indeks
Shannon’s I, merupakan faktor penting dalam evolusi hutan tanaman. Keragaman
genetik yang tinggi merupakan sumber daya penting untuk penemuan gen-gen
baru dalam menghadapi ancaman hama, penyakit, dan perubahan iklim baik yang
sudah terjadi maupun yang akan datang. Patogen adalah organisme yang laju
evolusinya lebih cepat dibandingkan dengan laju evolusi tanaman, sehingga bisa
jadi di masa yang akan datang virulensi patogen akan lebih hebat dibanding saat
ini. Oleh karena itu, keragaman genetik di hutan tanaman perlu dianalisis secara
berkala untuk memperkirakan di masa yang akan datang apakah dengan jenis dan
sumber material tanam yang ada akan cukup untuk menghadapi hal tersebut.

Penggunaan penanda RAPD, AFLP, dan gabungan keduanya menghasilkan
nilai keragaman yang masih berada dalam rentang rendah-menengah. Dari seratus
individu, kemungkinan individu yang bersifat heterozigot berkisar pada 14-24
individu. Keragaman genetik menunjukkan bahwa dalam setiap populasi,
perkiraan variasi kecepatan mutasi antar lokus rendah dengan nilai indeks
Shannon berkisar antara 0.231-0.370 yang berarti populasi-populasi tersebut
memiliki variasi molekuler yang mirip (Weir 1990). Index Shannon | berada pada
rentang 0-1 dengan nilai semakin mendekati 1 maka keragaman genetik semakin
tinggi (Costa et al. 2011).

Studi oleh Yuskianti dan Shiraishi (2017) menunjukkan bahwa keragaman
genetik sengon Jawa Barat berkisar pada 0.299 menggunakan penanda Single
Nucleotide Polymorphism (SNP). Sementara itu jenis pada tanaman lain yang
dikembangkan pada hutan tanaman seperti jabon (Neolamarckia cadamba) juga
memiliki rata-rata keragaman genetik dalam populasi sebesar 0.204
(Nurtjahjaningsih et al. 2014). Pengembangan hutan tanaman dengan menyeleksi
individu superior secara terus menerus akan berimplikasi pada terjadinya
population bottleneck (Doebley et al. 2006) yang jika dilakukan secara berlebihan
akan berdampak pada menurunnya variasi genetik secara drastis (Wright dan Gaut.
2005). Penurunan variasi genetik dapat diatasi dengan peningkatan keragaman
genetik dengan pemuliaan modern seperti dengan melakukan induced mutation
(Kusuma 2017).

Berdasarkan hasil AMOVA hampir tidak dapat perbedaan genetik antar
region, sedangkan variasi genetik antar populasi sebesar 3-10%. Sumber
keragaman terbesar yaitu variasi dalam populasi yang berkisar antara 90-97%.
Variasi genetik yang lebih tinggi dari 93% dalam populasi juga ditemukan pada
penelitian Fageria dan Rajora (2013) pada dua lokasi hutan tanaman white spruce
di Saskatchewan, Kanada. Sementara itu, nilai Fst antar populasi dan dalam
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populasi berkisar berada pada kategori rendah hingga moderat (Hartl dan Clark
1997). Penelitian Bodare et al. (2013) pada populasi white cedar yang berdekatan
di Ghasts Barat, India, menunjukkan bahwa pada populasi yang berdekatan masih
terdapat perbedaan genetik yang cukup kuat dengan nilai Fst 0.009.

Berdasarkan penanda genetik RAPD dan gabungan RAPD dan AFLP,
terdapat pengelompokan parsial antara aksesi-aksesi yang terserang dan tidak
terserang karat tumor. Pengelompokan parsial tersebut berbeda dengan penelitian
elana (2018) yaitu tidak terdapat pengelompokan individu terserang dan tidak
terserang karat tumor. Penelitian lain oleh Rahmawati (2017) dalam menganalisis
perbedaan genetik antara sengon yang terserang dan tidak terserang karat tumor di
iKediri (Jawa Timur) dan Sukabumi, Jawa Barat, menggunakan penanda SSR,
menunjukkan terdapat tiga pengelompokan individu yaitu kelompok individu
resisten, kelompok individu terserang, dan kelompok individu yang berisi
gampuran individu resisten dan terserang karat tumor. Hal tersebut menunjukkan
bahwa pemilihan penanda berpengaruh terhadap kemampuan memisahkan aksesi
yang terserang dan tidak terserang karat tumor.

Daerah psbA-trnH intergenic spacer pada tanaman memiliki variasi genetik
yang cukup tinggi (Du et al. 2011). Daerah tersebut memiliki banyak InDel dan
maononukleotida yang berulang atau homopolymer run (Denver et al. 2004). Oleh
karena itu daerah tersebut mampu mengidentifikasi jenis-jenis dengan
kekerabatan yang cukup dekat (Kamiya et al. 2016). Jumlah InDel yang sangat
kecil pada variasi intraspesies serta terdapat 27 situs yang berbeda ketika
dibandingkan dengan sekuens A. chinensis menunjukkan bahwa sengon yang
tidak terserang karat tumor di lapangan merupakan satu spesies yang sama dengan
yang terserang karat tumor yaitu F. moluccana. Hasil yang diperoleh tersebut
berbeda dengan penelitian lain pada tanaman kakao oleh Gutiérrez-Lépez et al.,
(2016), yang menunjukkan bahwa meskipun sudah dibudidayakan dalam waktu
lama, terdapat 12 haplotipe yang berbeda pada tanaman kakao di Sonocusco,
Meksiko.

Keragaman genetik yang tinggi merupakan salah satu potensi resistensi
tanaman menghadapi laju evolusi patogen yang jauh lebih cepat. Sementara itu,
erosi genetik yang merupakan efek samping dari kegiatan budidaya tanpa
memperhatikan keragaman genetik akan menyebabkan hilangnya keragaman dan
sifat penting, termasuk resistensi (Liu et al., 2016). Sementara itu, keragaman
genetik sengon di hutan tanaman khususnya di Pulau Jawa cenderung rendah
(Olivia 2012; Yuskianti dan Shiraishi, 2017). Tidak adanya variasi haplotipe dan
keragaman genetik yang rendah kemungkinan disebabkan oleh rendahnya
keragaman genetik pada populasi asal benih yang ditanam (Akinnagbe et al.,
2019).

4.4. Kesimpulan

Keragaman genetik dan nilai fiksasi genetik dalam populasi sengon di dua
lokasi penelitian berada pada rentang rendah-menengah. Penggunaan kombinasi
penanda RAPD dan AFLP mampu mengelompokkan aksesi-aksesi yang terserang
karat tumor dan yang tidak terserang berdasarkan PCoA. Analisis struktur
populasi menunjukkan perbedaan genetik antara populasi terserang dan tidak
ierserang yang paling nyata ditunjukkan oleh penanda RAPD. Daerah psbA-trnH
Intergenic spacer pada sengon sangat conserved dan mampu membedakan sengon
gengan sengon merah yang morfologinya mirip.
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V ANALISIS TRANSKRIPTOM DENGAN NGS DAN
PERBEDAAN EKSPRESI GEN TERKAIT SERANGAN
PENYAKIT KARAT TUMOR

5.1. Pendahuluan

Perkembangan biologi molekuler, didukung oleh bioinformatika yang
semakin maju, dapat digunakan untuk memahami mekanisme molekuler dan
genetik yang mendasari proses-proses yang terjadi pada dalam tumbuhan. Metode
molekuler seperti next-generation sequencing (NGS) telah digunakan pada DNA
genomik dan RNA transkriptomik dalam beberapa penelitian untuk menentukan
fungsi putatif pada gen berdasarkan homologinya (Caldas et al. 2016,
Khorramdelazad et al. 2018, Munch et al. 2018).

RNA-seq yaitu sekuensing RNA yang terbentuk dari aktivitas seluler
dengan menggunakan teknologi sekuensing paralel yang masif seperti Roche 454
dan Illumina. RNA-seq dapat menunjukkan gen-gen putatif yang terekspresi pada
jaringan tertentu, seperti kambium tanaman sengon yang terinfeksi karat tumor.
RNA-seq dapat menghasilkan gambaran secara utuh transkriptom pada suatu
waktu dan kondisi tertentu pada jaringan yang digunakan dan dapat digunakan
untuk mengkarakterisasi dan mengkuantifikasi ekspresi gen (Wong et al. 2011,
Song et al. 2016, Shih et al. 2018). RNA-seq dapat digunakan pada jenis-jenis
non-model yang belum memiliki reference genome dengan metode De Novo
(Unamba et al. 2016). Penggunaan RNA-seq pada pohon komersial di Indonesia
belum banyak dilakukan untuk mendukung program pemuliaan ataupun kegiatan
sejenis. Sementara itu, penggunaan penanda molekuler dalam pemuliaan sengon
selama ini masih banyak menggunakan penanda berbasis fragmen yang belum
diketahui secara jelas apakah terpaut atau tidak dengan gen-gen tertentu yang
mengkode ketahanan atau kerentanan sengon terhadap karat tumor. Oleh karena
itu, perlu diketahui terlebih dulu gen-gen apa yang terkait dengan kerentanan dan
ketahanan sengon terhadap karat tumor untuk pengembangan penanda molekuler
yang spesifik.

Penelitian ini bertujuan untuk membuat referensi transkriptom dan
menganalisis perbedaan ekspresi gen-gen kandidat antara jaringan kayu yang
terserang karat tumor dan yang berada di sekitar karat tumor serta menganalisis
transkriptom pada jaringan karat tumor di daun dan batang sengon.

5.2. Bahan dan Metode

Analisis NGS dilakukan dengan dua tahap. Yang pertama yaitu NGS untuk
sepasang sampel dari kayu pohon yang sehat dan kayu yang berada 10 cm dari karat
tumor. Kedua pohon tersebut harus benar-benar berdekatan di lapangan. Sampel kayu
diambil dan dipreservasi dalam nitrogen cair. Sampel kemudian dikirim ke Beijing
Genomic Institute (Hongkong). Ekstraksi RNA dilakukan dengan metode CTAB-
pBIOZOL (BGI 2016). RNA hasil ekstraksi diuji kualitas dan integritasnya
menggunakan NanoDrop ND-1000 spectrophotometer dan Agilent 2100
Bioanalyzer. Proses sekuensing dilakukan dengan alat BGISEQ-500.

Tahap kedua yaitu dilakukan dari masing-masing dua sampel tumor yang
berasal dari jaringan daun dan batang dari tanaman sengon di lapangan. Sampel
tumor dipreservasi dalam tube berisi larutan RNA later (Invitrogen) sampai Saat
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ekstraksi. Proses ekstraksi RNA dilakukan dengan kit GeneAid plant total RNA
minikit. Hasil ekstraksi kemudian dielektroforesis pada agarose 1% untuk melihat
kualitas RNA. Selain itu, uji kualitas juga dilakukan dengan Implen Nanophotometer
NP80 (Implen GmbH, Munich, Germany) dan Agilent 2100 Bioanalyzer. RNA
hasil ekstraksi kemudian dikirim ke Novogen Hongkong. Proses sekuensing
dilakukan dengan alat Illumina HiSeq 4000.

Pengolahan data hasil NGS dilakukan dengan beberapa tahap: 1) Quality
Control dan pra-pengolahan data, 2) De Novo Assembly, 3) mensejajarkan hasil
reads ke transkriptom reference, 4) Annotation, dan 5) Differential expression
analysis (Korpelainen et al. 2014). Quality control dilakukan untuk
menghilangkan basa-basa dengan low confidence, bias sekuens, bias posisi
Aukleotida ujung 3°/5°, residu PCR, adapter yang belum dihilangkan, dan
ikontaminasi sekuens. Quality control dan pra proses data dilakukan dengan
perangkat lunak FastQC (Andrews 2010) dan Trimmomatic (Bolger et al. 2014).

De Novo assembly dilakukan jika sekuens yang diperoleh belum memiliki
reference genome. De Novo Assembly akan dilakukan menggunakan perangkat
lunak Trinity v.2.3.2 (Grabherr et al. 2013) dengan parameter default dan panjang
minimum 200 bp. Untuk mengurangi kelompok transkrip hampir sama dan
memperoleh contig yang lebih lengkap, contig-contig yang terbentuk kemudian
di-reassembly menggunakan perangkat lunak CAP3 (Huang dan Madan 1999)
dan CD-HIT-EST (Li dan Godzik 2006) dengan identity threshold 90% untuk
menghilangkan contig-contig yang ambigu. Contig-contig yang terbentuk
kemudian di filter dan diklasterisasi kembali menggunakan perangkat lunak
Corset dengan nilai ekspresi dalam Counts per Million (CPM) >1 (Davidson dan
Oshlack 2014). Hasil reads yang sudah terklaster tersebut disejajarkan dengan
reference menggunakan Bowtie2 (Langmead dan Salzberg 2012).

Contig yang diperoleh tersebut kemudian dibandingkan atau dianotasikan
dengan sekuens dari beberapa basis data antara lain non-redundant protein (nr)
NCBI dan SwissProt menggunakan algoritma Basic Local alignment Search Tools
(BLAST) dengan cut-off E-value 1E-5 (Altschul et al. 1990). Identifikasi
kemiripan sekuens dari beberapa contig dalam grup yang homolog dan deteksi
contig dengan Open Reading Frames (ORFs) dilakukan dengan perangkat
BLASTX pada NCBI ORF Finder. Analisis Gene Ontology dan KEGG pathway
dilakukan menggunakan perangkat lunak Blast2GO (Conesa et al. 2005, Go6tz et
al. 2008).

Analisis differential expression gene (DEG) yaitu analisis untuk
mengidentifikasi kandidat gen-gen yang diekspresikan secara signifikan pada
jaringan sengon yang terserang dan tidak terserang karat tumor. Nilai ekspresi gen
dinyatakan dalam Counts per million reads (CPM). Semakin tinggi nilai CPM
maka semakin tinggi nilai ekspresi gen tersebut. Kriteria penetapan DEG adalah
dengan nilai log Fold Change (FC) sebesar >2 dan nilai peluang relatif (p) <0.05.
Nilai logFC >2 artinya adalah nilai logCPM gen yang akan dibandingkan adalah
=2 x lebih tinggi atau lebih rendah dibandingkan dengan gen pembanding.
Analisis DEG dilakukan dengan package edgeR pada R statistical software
(Robinson et al. 2010).
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5.3. Hasil
5.3.1. Hasil NGS Kayu dari Sengon Sehat dan Terserang Karat Tumor
Proses sekuensing berhasil dilakukan dengan hasil yang dapat dilihat
pada Tabel 5.1. Selain hasil reads dari individu terserang dan tidak terserang,
dilakukan juga penggabungan atau merge terhadap reads kedua individu.
Program Trinity menyusun reads dengan panjang tertentu dari overlap untuk
membentuk fragmen yang lebih panjang tanpa basa ambigu N yang disebut
contig. Contig-contig tersebut kemudian diproses lebih lanjut dengan
clustering untuk membentuk contig dengan kualitas tinggi (unigene) (Shu et al.
2013). RNA-seq dilakukan dengan platform BGISEQ-500 melalui tahapan
library construction yang berbeda dengan platform lain. Pada BGISEQ-500,
library berbentuk siklik utas yang kemudian diubah menjadi DNA nanoball
(DNB) untuk proses selanjutnya (Huang et al. 2017).

Tabel 5.1 Hasil reads dan assembled contigs kayu sengon

Features - Jumlah
Terserang Tidak terserang Merged
Reads
- Jumlah reads 79 050 000 79 040 000 158 090 000
7910 000 7900 000
- Jumlah basa 000 000 15 810 000 000
Transkrip
- Jumlah transkrip 380 032 118 171 400 633
114 550

- Jumlah basa 278 860 152 451 325 278 365
- Kisaran panjang 201-17 824 201-8 098 201-12 634
- Rata-rata jumlah

basa 733.78 969.36 811.91
- N50 1324 1439 1521
- GC contents (%) 40.1 40.6 39.8
Contigs
- Jumlah contig 72 968 41 332 70 089
- Jumlah basa 100 689 847 57 231 623 115 068 922
- Kisaran panjang 201-21 986 201-8 098 181-15 997
- Rata-rata jumlah

basa 733.78 1385 1641
- N50 1074 1243 1382
- GC contents (%) 41.1 40.8 40.6

Contig yang sudah terbentuk dari hasil assembly kemudian dianalisis
lebih lanjut dengan melakukan anotasi pada database Nr NCBI, TrEMBL.
Untuk analisis gene ontology, dan KEGG pathway; contig yang digunakan
merupakan contig hasil merge yang sudah dianotasikan pada database Nr
NCBI. Hasil anotasi dapat dilihat pada Tabel 5.2.
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Tabel 5.2 Functional annotation dari Contig kayu sengon

Jumlah (%)

Sumber Tidak Merged
Terserang
terserang

Jumlah C(?ntlg 72 968 41 332 70 089

Database:
- Nr NCBI - - 68 927 (98.34)
- Nt NCBI 61 213 (83.89) 37 986 (91.90) 62 880 (89.71)
- SwissProt 40 694 (55.76) 25633 (62.02) 42 783 (61.04)
-  TrEMBL - - 58 593 (83.59)
- Gene ontology - - 17 134 (24.45)
- KEGG 3 256 (4.65)

Analisis gen ontologi mengklasifikasikan gen-gen tersebut ke dalam tiga
kategori ontologi: proses molekuler, proses biologi, dan lokasi seluler yang
disajikan pada Gambar 1. Hasil analisis KEGG pathway menunjukkan
beberapa perbedaan pathway yang dihasilkan oleh contig-contig dari kedua
individu. Terdapat 40 kejadian proses seluler yang berbeda pada kedua
individu yaitu ada proses yang terjadi pada satu individu dan pada individu
lainnya tidak atau jumlah enzim yang terlibat dalam proses seluler tersebut
berbeda antara kedua individu. Proses yang berbeda antara lain sintesis
antibiotik, drug metabolism, sintesis penicillin, sintesis novobiocin, dan beta-
Lactam resistance. Selain perbedaan jumlah enzim, hasil analisis menunjukkan
jumlah pathway dan enzim yang sama namun memiliki berbeda jumlah
sekuens seperti proses fosforilasi oksidatif, T-cell receptor signalling pathway,
sintesis butanoate, dan sintesis Galaktosa. 20 pathway dengan perbedaan
jumlah contig terbesar disajikan pada Gambar 5.1.

Analisis DEG dilakukan dengan membandingkan sekuens transkriptom
tanaman sengon yang sehat terhadap tanaman sengon yang terserang karat
tumor. Hasil analisis DEG menunjukkan terdapat 5 944 gen yang diekspresikan
secara up-regulated dan 8 075 gen yang diekspresikan secara down-regulated
dengan nilai absolut logFC > 2 (Gambar 5.2). Daftar 10 gen teratas yang
terekspresi secara up-regulated dan down regulated disajikan pada Tabel 5.3.
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Tabel 5.3 Daftar 10 gen dengan ekspresi tertinggi DEG kayu tidak terserang

Vs terserang karat tumor

ID sekuen logFkC FDR Nama Gen
Up-regulated
FalSK.97594.1.T.79583.c4.92.i2 12.17 9.7E-28 Transcription factor CPC
FalSK.82701.1.T.79466.c1.91.i4 10.96 7.7E-21 Serine carboxypeptidase-like 18
FalSK.95586.66090.7.88690.c1.g1.i13  10.40 2.8E-17 Serine carboxypeptidase-like 18

Universal stress protein A-like
FalSK.95586.109491.7.81468.c3.g4.i2  10.10 1.9E-15 protein
FalSK.61811.0.7.83289.c6.92.i1 10.07 2.6E-15 Cytochrome P450 78A5

Ubiquitin carboxyl-terminal
FalSK.95586.84704.7.84126.c0.91.i4 9.86 1.2E-33 hydrolase 13

NAD(P)H-dependent 6-
FalSK.95586.114481.T7.84961.c0.93.i6 9.78 1.3E-13 deoxychalcone synthase

UPF0057 membrane protein
FalSK.95586.114551.T7.84150.¢0.93.i2 9.78 1.3E-13 At2g24040

Retrovirus-related Pol polyprotein
FalSK.110044.1.T7.78909.c1.g1.i2 9.62 9.3E-13 from transposon RE1

Retrovirus-related Pol polyprotein
FalSK.110044.0.T.78909.c1.gl.il 954 29E-12 from transposon RE1
Down-regulated

Fasciclin-like arabinogalactan
FalSK.95586.47482.T7.84387.¢9.93.i1 -16.27 2.6E-59 protein 12
FalSK.95586.51624.7.88608.c2.9g2.i11  -15.41 6.9E-53 ATP synthase protein M125

Cytochrome ¢ oxidase subunit 1
FalSK.95586.43003.C22450 -14.55 2.1E-46 (Fragment)
FalSK.95586.51538.7.89133.c2.92.i2 -14.21 6.9E-44 Cytochrome c oxidase subunit 1

RNA-directed DNA polymerase
FalSK.95586.73299.C24188 -14.19 9.4E-44 homolog

NADH-ubiquinone oxidoreductase
FalSK.95586.35682.T.89651.c2.91.i5 -14.12 3.0E-43 chain5

NADH-ubiquinone oxidoreductase
FalSK.95586.60006.T.89651.c2.91.i8 -14.04 1.1E-42 chain5
FalSK.95586.39961.T.80573.c3.91.i8 -13.97 3.8E-42 COBRA-like protein 4
FalSK.95586.49425.7.89133.¢2.91.i6 -13.53 1.1E-61 Cytochrome c oxidase subunit 1

Photosystem 1l CP47 reaction
FalSK.95586.58752.T.88479.c6.93.i6 -13.03 3.4E-35 center protein

Tabel 5.4 Jumlah dan motif mikrosatelit yang ditemukan dalam transkriptom

kambium sengon

Jumlah Contig (persentase)

Motif Terserang Tidak terserang
Mononukleotida 15,979 (21.90) 18,786 (45.45)
Dinukleotida 7,157 (9,81) 3,879 (9.38)
Trinukleotida 3,676 (5.04) 2,258 (5.46)
Tetranukleotida 216 (0.30) 94 (0.23)
Pentanukleotida 31 (0.04) 6 (0.01)
Heksanukleotida 41 (0.06) 22 (0.05)

Analisis untuk menemukan motif-motif mikrosatelit menghasilkan
jumlah proporsi motif dan jumlah yang berbeda antara contig sengon terserang
dan tidak terserang karat tumor (Tabel 5.4). Motif mikrosatelit yang terbanyak
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ditemukan pada sengon terserang dan tidak terserang secara berturut-turut yaitu
untuk single nukleotida As (2115 contig) dan Ts (1354 contig); untuk
dinukleotida yaitu (AG)s pada kedua tanaman (434 terserang dan 226 tidak
terserang; (GAA)s (180 terserang dan 102 tidak terserang).

5.3.2. Hasil NGS Karat Tumor dari Daun dan Kayu Sengon

Data hasil (RAW data) memiliki beberapa sekuen dengan kualitas yang
kurang baik sehingga perlu dilakukan trimming. Persentase sekuen yang
dihilangkan dalam proses trimming vyaitu 0.3-0.5% dengan sekuen yang
diperoleh 99.95-99.97% dari total sekuen. Pengolahan data transkriptom dari
karat tumor dilakukan secara keseluruhan atau dengan menggunakan sekuen
gabungan (merged). Hasil sekuen dan assembly sekuens disajikan pada Tabel 5.

Tabel 5.5 Hasil reads dan assembled contigs karat tumor

Sekuens

Feature Daun 1 Daun 2 Kayu 1 Kayu 2 Merged

Reads
Jumlah reads 62 075986 65045236 65208176 58893330
Jumlah basa 9311397 9756785 9781226 8833999
(bp) 900 400 400 500
Panjang (bp) 300 300 300 300
GC content (%) 45.1 46.5 46.3 46.1
;ontig
Jumlah contig 94 255

. 201-
Panjang 22 716
Panjang rata-
rata 2072.021
GC content (%) 41.8

Contig yang terbentuk pada sekuen merge kemudian dianotasikan dengan
database SwissProt (Bairoch dan Apweiler 1997) dari UniProt. Selain itu,
dilakukan juga analisis dengan database Gene Ontology dan KEGG pathway
(Kanehisa dan Goto 2000). Hasil anotasi dapat dilihat pada Tabel 6.

Tabel 5.6 Functional Annotation contig karat tumor

Jumlah Persentase
Contig 94 255
Database
- SwissProt 61 520 65.27
- Gene ontology 12 666 13.44
- KEGG pathway 4 641 4.92

Analisis gene ontology menunjukkan gen-gen yang diperoleh paling
banyak berada di sitoplasma (skor GO 1603.74). Fungsi molekuler yang
terbanyak ditemukan vyaitu aktivitas Kkatalitik (skor GO 1264.90). Fungsi
molekuler lain yang ditemukan yaitu aktivitas oksidoreduktase (skor GO
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617.32). Oksidoreduktase pada tanaman berperan dalam banyak fungsi,
termasuk respon terhadap patogen (Luthje et al. 1997). Pada kategori proses
biologi contig-contig yang diperoleh paling banyak berperan dalam ekspresi
gen (skor GO 1960.33). Selain itu, terdapat juga proses respon seluler terhadap
stimulus (skor GO 1078.41). Metal ion binding (skor GO 738.46)
menunjukkan adanya kompetisi antara inang dan patogen dalam menyerap
metal. Pada inang, senyawa metal berperan dalam resistensi terhadap patogen
(Fones dan Preston 2013). Hasil analisis gene ontology secara lengkap
disajikan pada Gambar 5.4.

Analisis DEG dilakukan dengan membandingkan ekspresi gen pada karat
tumor di daun dengan karat tumor pada kayu. Sampel yang digunakan dalam
analisis DEG vyaitu sampel Daun 2 dan kayu 2. Hasil analisis DEG
menunjukkan terdapat 4 883 gen yang terekspresi secara up-regulated, 3 609
gen yang terekspresi secara down-regulated, dan 53 030 yang terekspresi
secara tidak signifikan (nilai absolut logFC<2). Hasil DEG disajikan pada
Gambar 5.5. Sepuluh gen dengan ekspresi paling besar, baik secara down-
regulated maupun up-regulated disajikan pada Tabel 5.7.
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Tabel 5.7 Daftar 10 gen dengan ekspresi tertinggi DEG tumor di daun vs kayu

ID sekuen logkC  FDR Nama Gen
Down-regulated
Mitogen-activated protein
Fm170150.37989.T.115515.c0g1i6 -14.08 4.2E-40 kinase kinase kinase 5
Anthocyanin regulatory C1
Fm170150.62813.T7.115909.c¢1g2i2 -13.37 7.4E-35 protein
Anthocyanin regulatory C1
Fm170150.88424.T7.115909.c1g2i1 -13.36 7.9E-35 protein
Putative F-box/LRR-repeat
Fm170150.33595.T.125735.c492i1 -12.92 1.3E-31 protein At5g54820
Fm170150.26211.T.128225.¢0g1i3 -12.41 6.5E-28 Patatin-like protein 2
Fm124744.1.7.112149.c0gli2 -12.15 4.8E-26 Cytokinin dehydrogenase 3
Inhibitor of trypsin and
Fm170150.70644.T.124396.c1g5i2 -12.04 2.0E-60 hageman factor
Fm12233.0.T7.106922.c0g1lil -12.01 4.5E-25 Superoxide dismutase [Cu-Zn]
ATP synthase subunit alpha,
Fm170150.150261.T7.108582.c1g3il -11.89 3.0E-24 mitochondrial
Cold-responsive protein kinase
Fm170150.119442.7.92031.c0g2il -11.89 3.2E-24 1
Up-regulated
Fm170150.71692.Fm195586.92343.T
.58420.c0g2il 12.29 9.8E-26 Transcription factor UPBEAT1
Fm44288.2.Fm1113171.0.T.80273.c2
g2i3 12.13 1.4E-24 Ribonuclease 3
Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon
Fm170150.74932.T7.128668.c0g3il 11.97 1.6E-23 RE2
Fm170150.94017.T.124286.c0g3il 11.57 1.1E-20 Transcription factor MYB41
Putative ribonuclease H
Fm25315.0.T7.125928.c0g1lil 11.49 3.6E-20 protein At1g65750
Fm88263.0.T.122104.c0g1lil 11.25 1.4E-18 Pectinesterase 3
Isoform 2 of (S)-2-hydroxy-
Fm170150.98825.T.128726.c0g9i2 11.13 8.7E-18 acid oxidase GLO1
Fm170150.8904.Fm173583.0.T7.8614
4.c692i14 11.11 1.1E-17 Monothiol glutaredoxin-S2
Fm170150.150781.T.125996.c5g12i1  11.09 1.6E-17 Salicylic acid-binding protein 2
Fm53246.1.Fm154062.1.T.79557.c8g
4i3 10.85 5.7E-16 Expansin-B3
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Gambar 5.5 Volcano plot DEG karat tumor

5.4.  Pembahasan

Transkriptom atau RNA adalah hasil transkripsi dari DNA yang terekspresi
baik konstitutif maupun diinduksi. Transkrip-transkrip tersebut mengkode gen-
gen yang berperan dalam metabolisme tanaman. Proses transkripsi terdiri dari
beberapa tahap yaitu penempelan RNA polymerase, pemutusan ikatan hidrogen
DNA, penempelan nukleotida RNA, penempelan RNA backbone, dan pemutusan
ikatan hidrogen antara DNA dan RNA. Proses transkripsi RNA dilakukan hanya
jika ada kebutuhan. RNA yang sudah terbentuk dapat tetap tinggal di nukleus atau
berpindah ke sitoplasma.

Transkriptom yang sudah di-assembly mengkode gen yang dibutuhkan oleh
tanaman pada kondisi saat sebelum ekstraksi sampel, dalam hal ini gen yang
berperan dalam resistensi dan kerentanan sengon terhadap karat tumor. Contig
tersebut kemudian di-homologkan pada database untuk mengetahui gen apa saja
yang terekspresi. Database non-redundant (nr) pada NCBI adalah database yang
tidak memiliki sekuens yang terduplikasi, baik yang berasal dari data yang
diunggah secara bebas maupun yang dikurasi oleh pengelola NCBI (RefSeq).
Total contig yang berhasil dipetakan pada database nr NCBI, database protein
yang terlengkap saat ini, dari merged contig sebanyak 98.34% dengan jumlah hits
56.726. Database nt merupakan kumpulan sekuens dari beberapa sumber
termasuk GenBank, RefSeq, Third Party Annotation (TPA), dan Protein Data
Bank (PDB). TrEMBL atau Translated EMBL, merupakan database protein yang
merupakan bagian dari Uniprot yang di-generate oleh komputer berdasarkan
informasi genetik dari database sekuens nukleotida yang terdapat pada European
Molecular Biology Laboratory (EMBL). SwissProt sendiri merupakan database
sekuens protein dengan tingkat anotasi yang tinggi (termasuk deskripsi fungsi
protein, struktur, modifikasi post-translasi, variasi, dll.) yang telah dikonfirmasi
dengan tingkat redundansi yang rendah dan terintegrasi dengan baik dengan
database yang lain (Bairoch et al. 2005). Analisis gene ontology bertujuan untuk
mengetahui fungsi molekuler dari gen, proses biologi yang terjadi, dan lokasi
sintesis kelompok gen tersebut. Database KEGG pathway adalah salah satu bagian
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dari KEGG database yang berisi kumpulan peta pathway yang merepresentasikan
interaksi molekuler dalam proses metabolisme, proses informasi genetik, proses
informasi lingkungan, proses seluler, sistem organisme, penyakit, dan pembuatan
obat-obatan. KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) adalah database
yang berisi data-data terkait high-level function dan kegunaan suatu sistem biologi
seperti sel, organisme, dan ekosistem berdasarkan informasi molekuler khususnya
dataset besar hasil sekuensing.

Pada tanaman terserang, aktivitas enzim-enzim hydrolase dalam proses
molekuler lebih tinggi dibandingkan tanaman yang tidak terserang. Hal tersebut
sesuai dengan penelitian Chenault et al. (2002) yang menunjukkan peningkatan
aktivitas enzim hydrolase pada tanaman kacang transgenik saat terinfeksi
Beberapa cendawan Kkarena beberapa jenis hydrolase berfungsi untuk
mendegradasi dinding sel cendawan. Selain itu, terdapat peningkatan aktivitas
transporter pada jaringan tanaman yang terserang seperti pada penelitian Sutton et
al. (2007) yang menunjukkan peningkatan aktivitas transporter pada jaringan
tanaman gandum yang terserang embun tepung akibat peningkatan suplai gula ke
jaringan patogen. Pada proses biologi, terdapat peningkatan aktivitas gen-gen
yang terkait dengan respon terhadap stres, modifikasi seluler, dan signal
transduction pada tanaman yang terserang karat tumor. Hal tersebut juga terjadi
pada penelitian Kim et al. (2004) terkait modifikasi seluler pada buah cabai yang
terinfeksi cendawan Coellethricum.

Merujuk pada database Uniprot (The Uniprot Consortium 2019), beberapa
gen dari daftar gen yang terekspresi secara up-regulated dan down-regulated
tersebut sudah diketahui memiliki fungsi tertentu dalam proses kejadian maupun
resistansi patogen pada tanaman. Transcription factor CPC memiliki peran dalam
respon terhadap asam jasmonat dan asam salisilat yang merupakan senyawa
respon terhadap serangan penyakit (Yanhui et al. 2006). Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 13 berperan dalam signaling pathway dari asam jasmonat
(Jeong et al. 2017). Selain gen-gen tersebut, ditemukan juga gen-gen lain yang
termasuk gen yang berperan penting dalam resistensi tanaman terhadap patogen
yaitu Leucine Rich repeat (LRR) (Swiderski et al. 2009), beberapa disease
resistance protein, dan beberapa Transcription Factor (TF) seperti WRKY
(Pandey dan Somssich 2009) dan Ethylene Responsive (McGrath et al. 2005).
Sementara itu, gen NADH-ubiquinone oxidoreductase (NUOR) dalam penelitian
Kant et al. (2019) merupakan factor yang meningkatkan kerentanan tanaman dari
genus Solanum terhadap patogen Rhizoctonia solani.

Selain daftar gen yang terekspresi, ditemukan juga situs-situs mikrosatelit
atau simple sequence repeat (SSR) yang merupakan salah satu penanda genetik
dengan tingkat diskriminasi yang cukup baik. Situs mikrosatelit yang ditemukan
memiliki kemungkinan terpaut dengan gen-gen yang terkait sifat resisten tanaman
(Goncalves-Vidigal dan Rubiano 2011). Situs mikrosatelit yang didapatkan akan
digunakan untuk desain primer dan primer tersebut selanjutnya digunakan untuk
seleksi tanaman resisten dan terserang karat tumor pada penelitian selanjutnya.

Sementara itu, pada jaringan tumor ditemukan gen-gen yang beberapa di
antaranya telah diketahui fungsinya. Patatin-like-protein merupakan anti-resistan
tanaman terhadap fungi Botrytis cinerea (La Camera et al. 2005). Patatin sendiri
merupakan protein yang memiliki fungsi utama untuk penyimpanan hasil
metabolisme (Shewry 2003). Anthocyanin regulatory C1 protein berperan dalam
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sintesis chalcone synthase yang merupakan senyawa defensif tanaman (The
Uniprot Consortium 2019). Cytokinin dehydrogenase menyebabkan terjadinya
defisiensi sitokinin pada jaringan tanaman (Werner et al. 2003). Retrovirus-
related Pol polyprotein from transposon RE2 berperan dalam sintesis aspartic
protease yang menyebabkan dwarfing (Xia et al. 2004). Pectinesterase berperan
dalam degradasi sel tanaman yang menyebabkan jaringan tanaman mengalami
pembusukan akibat adanya serangan penyakit (Fries et al. 2007). Salicylic acid-
binding protein 2 berperan dalam mengubah metil salisilat menjadi asam salisilat
yang berfungsi sebagai senyawa dalam signaling terhadap serangan penyakit
(Tripathi et al. 2010). Expansin berperan dalam biogenesis dan degradasi dinding
sel (Lee et al. 2001).

Berdasarkan Qblast yang dilakukan, perbedaan utama antara jaringan tumor
dan bukan tumor yaitu spesies yang match dengan sekuens. Pada jaringan kayu
dari tanaman sehat dan kayu sekitar tumor, spesies dengan match tertinggi hampir
seluruhnya berasal dari kingdom Viridiplantae. Hanya ada satu match yang
berasal dari kingdom lain yaitu alga hijau Chlamydomonas reindhardtii.
Sementara itu pada jaringan tumor, baik pada daun dan kayu, ditemukan sekuens
yang match dengan gen-gen yang berasal dari kingdom Fungi, Animalia, Protozoa,
dan Eubacteria. Beberapa fungi yang ditemukan berada dalam filum
Basidiomycota, filum yang sama dengan fungi patogen karat tumor pada sengon.
Salah satu fungi yang match yaitu Puccinia striiformis merupakan patogen
penyebab penyakit stripe rust (Liu dan Hambleton 2010) pada tanaman jagung
dan gandum (Jin et al. 2010).

Berkembangnya teknologi RNA-Seq memungkinkan untuk dilakukannya
analisis terhadap gen-gen yang diekspresikan oleh patogen dan tanaman secara
bersamaan (Naidoo et al. 2018). Selain itu, RNA-Seq juga dapat memberikan
informasi interaksi yang terjadi antara patogen dan inang (Kovalchuk et al. 2019).
Analisis interaksi inang-patogen tersebut juga dapat dikombinasikan dengan de
novo assembly (Yazawa et al. 2013) sehingga memungkinkan untuk dilakukannya
penelitian interaksi antara tumbuhan inang dan patogen non-model.

5.5.  Kesimpulan

Perbedaan ekspresi gen antara kayu dari tanaman yang terserang dan tidak
terserang karat tumor pada level gene ontology yaitu pada proses biologis adanya
gen-gen yang mengekspresikan respon terhadap cekaman dan pada fungsi
molekuler yaitu adanya peningkatan aktivitas hydrolase, kinase dan transporter
akibat adanya infeksi. Sementara itu, pada karat tumor, terdapat ekspresi gen-gen
yang berperan dalam merespon stimulus atau cekaman pada proses biologis dan
gen-gen yang berfungsi mengikat senyawa metal karena adanya interaksi dan
kompetisi antara inang dan patogen. Pada jaringan karat tumor, terdapat sekuens
gen-gen yang memiliki kesamaan dengan gen-gen yang terekspresi dari spesies di
luar kingdom Plantae. Gen-gen yang terekspresi secara up-regulated dan down-
regulated digunakan untuk desain primer untuk pembuatan penanda molekuler
untuk seleksi tanaman yang terserang dan tidak terserang.
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VI PEMBAHASAN UMUM

Sengon, meskipun menghadapi banyak ancaman patogen, hama, dan rentan
patah akibat angin kencang, masih menjadi favorit masyarakat. Hal tersebut
berarti sengon memiliki permintaan tinggi di masyarakat sebagai bahan baku
untuk berbagai macam produk. Permintaan yang tinggi dan pasar yang luas
menunjukkan bahwa sengon masih menjadi jenis yang prospektif untuk
gengembangan hutan tanaman. Berdasarkan data statistik produksi kehutanan
indonesia 2012 hingga 2018 (BPS 2019), sengon di tiga tahun terakhir menempati
posisi lima besar pemasok kayu produksi.

Selain karena keuntungan finansial yang menjanjikan. Sengon juga
fnerupakan tanaman yang multifungsi sehingga populer di masyarakat. Sengon
persimbiosis dengan rhizobium untuk menambat nitrogen bebas di udara dan
mengubahnya menjadi bentuk amonia (Novriani 2011). Penanaman sengon
diharapkan mampu menyuburkan tanah untuk kemudian dilakukan tumpang sari
atau agroforestry dengan tanaman-tanaman semusim sebagai sumber pemasukan
antara. Penelitian Rachman dan Hani (2014) menunjukkan agroforestri cabai dan
sengon memberikan hasil yang baik ketika diterapkan di Ciamis, Jawa Barat.
Penelitian lain oleh Kusumedi dan Jariyah (2010) menunjukkan pendapatan
tahunan dari tanaman kapulaga yang diagroforestrikan dengan sengon dapat
mencapai Rp 18 juta.

Resistensi tanaman, baik secara ekologi maupun molekuler merupakan dua
hal yang erat keberadaannya dalam menghadapi serangan penyakit. Resistensi
ekologi tidak hanya menghambat patogen untuk menginfeksi tanaman, tetapi juga
menginduksi produksi senyawa atau sistem resistensi tanaman itu sendiri. Kondisi
yang tidak ideal bagi patogen dapat meningkatkan resistensi tanaman yang kurang
resisten. Hal tersebut dapat menjadi solusi bagi petani yang tidak memiliki akses
untuk mendapatkan benih tanaman resisten.

Berdasarkan hasil penelitian ini, kerapatan dan pemeliharaan tegakan
merupakan faktor penting dalam menurunkan tingkat infeksi penyakit karat tumor
pada lahan yang berada di daerah yang kurang ideal bagi pertumbuhan patogen.
Jika kondisi iklim luar tegakan sudah mendukung untuk menurunkan tingkat
serangan penyakit, tetapi perubahan iklim mikro tegakan ketika tanaman sengon
sudah mulai tinggi dan kanopinya menutupi lahan tidak diperhitungkan maka
kelembaban dalam tegakan akan tetap tinggi dan menjadi lokasi yang ideal untuk
infeksi patogen karat tumor. Selain berpengaruh terhadap perkembangan tumor,
kerapatan tegakan juga akan berpengaruh terhadap rasio sinar merah (R) dan
merah jauh (FR). Semakin rapat tegakan maka semakin banyak sinar R yang
terserap oleh daun sehingga rasio R:FR menjadi rendah. Rendahnya rasio R:FR
akan berdampak pada menurunnya kandungan asam jasmonat pada tanaman
sehingga lebih rentan terserang penyakit (Ballaré dan Austin 2019).

Tidak hanya teknik silvikultur, pengendalian karat tumor dengan sistem
silvikultur juga dapat dilakukan yaitu dengan menerapkan sistem silvikultur
tebang habis. Sistem tebang habis akan menyebabkan pada satu periode akan
terjadi absennya tanaman inang sehingga spora dari patogen tidak dapat
nerkembang. Spora patogen yang tidak dapat tumbuh dan berkembang sebelum
musim tanam baru diharapkan dapat menyelamatkan tanaman generasi berikutnya.
Regenerasi tanaman dapat dilakukan baik dengan tanaman asal benih ataupun
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dengan coppice system atau tunas trubusan dari tunggak kayu. Penerapan sistem
Coppice with Standards (CWS) telah dilakukan pada tanaman eukaliptus selain
untuk menghemat biaya produksi. Metode ini dapat diterapkan jika pada tegakan
tidak terdapat karat tumor yang tersisa pada tunggak tanaman yang ditinggalkan.
Jika diterapkan bersama dengan sistem agroforestri, pemilihan jenis tanaman sela
perlu mempertimbangkan aspek strata dan kerapatan hutan. Tanaman sela yang
terlalu tinggi dan rapat akan menyebabkan meningkatnya kelembaban relatif di
bawah tegakan. Salah satu jenis tanaman sela yang sudah diterapkan pada
tanaman sengon yaitu nanas di Perhutani Kediri dengan jarak tanam yang ideal
bagi sengon maupun nanas.

Adanya kecenderungan akan terjadinya bottleneck pada sumberdaya genetik
tanaman sengon merupakan sesuatu yang harus dihindari. Keragaman genetik
merupakan sesuatu yang harus dijaga dan jangan sampai hilang karena merupakan
potensi material pemuliaan di masa yang akan datang. Strategi pemuliaan sengon
sebaiknya tidak hanya menyeleksi sengon yang cepat tumbuh dan tahan hama
penyakit tetapi juga bagaimana meningkatkan keragaman genetik sengon.

Salah satu metode konvensional untuk meningkatkan keragaman genetik
yaitu dengan melakukan persilangan. Sengon adalah jenis tanaman yang
melakukan penyerbukan dengan tipe penyerbukan open pollination dengan
perantara angin, air, dan serangga sehingga dapat menerima polen dari individu
lain (Baskorowati et al. 2017). Salah satu jenis yang sudah berhasil dimuliakan
dan mengalami peningkatan keragaman genetik yaitu Pinus radiata di Australia
yang tidak hanya menyeleksi sifat yang diinginkan tetapi juga mendapatkan
tambahan keragaman genetik (McRae et al. 2013). Strategi yang sama telah
diterapkan pada jenis yang sama di New Zealand (Dungey et al. 2009) dengan
membuat kebun benih yang terdiri dari puluhan populasi dengan sifat unggul yang
beragam sehingga diharapkan dengan semakin banyaknya tetua maka akan
muncul lebih banyak sifat-sifat yang superior dan terjadi peningkatan keragaman
genetik.

Strategi yang kedua yaitu dengan melakukan mutasi. Induced mutation
dapat dilakukan secara kimia maupun fisika. Beberapa bahan kimia yang dapat
digunakan untuk mutasi yaitu Ethyleneimine (EI), Dimethyl sulphate (DMS),
Sodium Azide (NaNs), dan Ethyl methane sulphonate (EMS) (Ceccarelli et al.
2009). Sementara mutasi dengan metode iradiasi mulai banyak digunakan pada
tanaman hutan seperti sengon (Zakiah et al. 2017) dan Suren (Zanzibar 2011).
Dibandingkan dengan metode iradiasi, metode kimia dinilai lebih sedikit merusak
DNA (Xu 2010). Metode-metode pemuliaan dengan mutasi tersebut tidak hanya
menjaga keragaman genetik, tetapi juga menambah keragaman genetik.

Gen-gen yang terekspresi memiliki peran tersendiri dalam merespon
serangan penyakit karat tumor. Gen-gen yang terekspresi secara signifikan dapat
menjadi referensi senyawa yang terbentuk dan proses sintesisnya dalam merespon
infeksi karat tumor. Untuk pemuliaan dengan tujuan mendapatkan individu yang
resisten, penanda berbasis ekspresi gen merupakan sebuah upaya untuk
mendapatkan individu dengan sifat resistensi yang spesifik. Gen-gen yang
terekspresi tersebut juga berpaut dengan beberapa penanda molekuler seperti
mikrosatelit, minisatelit, dan Inter simple sequence repeat (ISSR). Penggunaan
penanda terpaut gen dapat mempermudah proses seleksi dalam pemuliaan.
Penanda SSR dan ISSR contohnya tidak memerlukan waktu, sumberdaya, dan
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teknik yang terlalu advance sehingga untuk seleksi skala besar akan lebih mudah
untuk dilakukan. Oleh karena itu, penanda berbasis situs-situs tersebut yang
terkait dengan gen-gen ketahanan juga dapat dikembangkan sebagai penanda
molekuler.

Hasil analisis transkriptom sengon mengonfirmasi mengapa terjadi trade-off
antara ukuran diameter atau pertumbuhan sengon dengan sifat resistensi terhadap
fenyakit. Beberapa gen yang berperan dalam sintesis asam jasmonat dan asam
salisilat ditemukan terekspresi secara up-regulate. Asam salisilat diproduksi lebih
Panyak dengan menghambat signalling auksin, brassinosteroid, dan giberelin
{Huot et al. 2014). Produksi asam jasmonat menghambat proses mitosis sel
sehingga jumlah sel baru yang terbentuk lebih sedikit serta ukuran sel baru lebih
iecil (Noir et al. 2013). Neuser et al. (2019) mengemukakan bahwa salah satu
penyebab dari adanya growth-defense trade-off antara pertumbuhan dan
ketahanan tanaman disebabkan oleh mekanisme homeostasis tanaman
menghadapi stress yang terkait dengan gen-gen reactive oxygen species (ROS)
yang juga banyak ditemukan terekspresi secara up-regulated pada tanaman yang
tidak terserang karat tumor dalam penelitian ini. Gen-gen ROS tersebut
menurunkan kemampuan dinding sel untuk meregang saat adanya serangan
patogen (Schmidt et al. 2016), sehingga dinding sel tetap tebal dan tanaman
memiliki pertahanan fisik menghadapi patogen.

Hasil analisis ekspresi gen dan anotasi gen menghasilkan data gen yang
terekspresi dan memiliki kemiripan sekuens dengan sekuens yang sudah
terkonfirmasi fungsi dan perannya pada tanaman. Akan tetapi, gen-gen yang
terekspresi tidak terbatas hanya pada gen yang merespon infeksi karat tumor. Pada
sekuens tumor batang, ditemukan kemiripan dengan sekuens gen penyandi protein
Miraculin. Senyawa tersebut merupakan protein yang termasuk dalam golongan
glycoprotein dan berfungsi sebagai taste modifier (Koizumi et al. 2011). Protein
tersebut merupakan produk alami dari tanaman Synsepalum dulificum. Miraculin
bekerja dengan menempel pada reseptor rasa manis sehingga ketika lidah
mencecap rasa asam akan terasa manis. Buah Miraculin sendiri di Jepang legal
digunakan sebagai zat aditif untuk mengurangi konsumsi gula. Terkait adanya
ekspresi gen Miraculin pada karat tumor, di masa yang akan datang perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut terkait keberadaan senyawa ini pada karat tumor.
Jika memang terbukti pada karat tumor terdapat senyawa Miraculin dan dapat
dimanfaatkan maka karat tumor yang selama ini hanya menjadi penyakit bisa
dikembangkan sebagai sumber pemasukan lain dari hutan tanaman.

Dalam penelitian terkait faktor ekologi, penelitian ini hanya di dua wilayah
yaitu Bogor dan Ciamis dengan jumlah plot yang terbatas. Pengambilan lokasi
Bogor dan Ciamis dilakukan berdasarkan pertimbangan kedua lokasi tersebut
berada pada zona iklim yang sama sehingga faktor iklim seperti perbedaan suhu
dan curah hujan yang drastis bukan merupakan faktor yang menentukan
keparahan dan intensitas serangan penyakit karat tumor dalam penelitian ini.
Pengambilan sampel yang digunakan dalam analisis keragaman genetik dilakukan
dengan metode pairing atau pasangan pohon terserang dan tidak terserang karat
twmor dalam satu plot dengan jumlah sampel yang diambil diseragamkan untuk
setiap plot. Terdapat satu plot dalam penelitian ini yang memiliki hanya satu
pohon yang terserang penyakit sehingga jumlah sampel yang dikumpulkan
sebagai aksesi dalam penelitian ini hanya dua kali jumlah plot yang digunakan
calam penelitian faktor lingkungan. Untuk analisis DEG jumlah sampel yang
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digunakan hanya satu pair untuk masing-masing tahap NGS. Hal tersebut perlu
dikonfirmasi lagi dengan jumlah pair yang lebih banyak.

Analisis faktor ekologi yang memengaruhi ketahanan tanaman terhadap
penyakit dilakukan dengan menggabungkan seluruh faktor yang diamati
dilakukan untuk melihat secara sekaligus perbedaan derajat seluruh faktor
memengaruhi tingkat serangan penyakit karat tumor. Analisis yang tidak
memisahkan faktor-faktor tersebut atau mengategorikan variabel menjadi faktor-
faktor iklim, tanah, dan budidaya dilakukan karena ketiga kategori faktor tersebut
bertindak secara sekaligus terhadap metabolisme tanaman dan infeksi patogen.
Penggunaan gabungan penanda molekuler AFLP dan RAPD dapat meningkatkan
kemampuan untuk memisahkan aksesi sengon yang terserang dan tidak terserang
karat tumor dibanding penggunaan penanda molekuler tunggal. Penggunaan lebih
dari satu penanda molekuler untuk analisis keragaman genetik membuat diperoleh
hasil yang lebih meyakinkan karena adanya konfirmasi dengan penanda yang
berbeda. Diketahuinya ekspresi kandidat gen-gen yang terkait dengan ketahanan
sengon terhadap karat tumor merupakan informasi berharga. Tidak hanya untuk
pengembangan penanda molekuler, peningkatan ketahanan induksi juga dapat
dilakukan dengan mengetahui proses sintesis yang melibatkan gen-gen tersebut.

VIl SIMPULAN DAN SARAN

7.1. Simpulan

Pengembangan hutan tanaman sengon yang minim serangan penyakit karat
tumor perlu mempertimbangkan resistensi ekologi dan resistensi genetik. Untuk
menurunkan dampak serangan penyakit karat tumor dapat menggunakan sistem
silvikultur tebang habis dengan masa bera dan juga dikombinasikan dengan
agroforestri dengan pertimbangan jenis tanaman dan jarak tanam yang tidak ideal
untuk patogen. Hasil analisis genetik menunjukkan sengon resisten berbeda dari
sengon yang terserang karat tumor secara genetik sehingga pemuliaan dengan
seleksi sifat resisten karat tumor pada sengon cukup menjanjikan. Pemuliaan
sengon resisten karat tumor di masa yang akan datang perlu meningkatkan
keragaman genetik karena di hutan tanaman keragaman genetik sengon berada
pada kelas rendah-sedang sehingga dibutuhkan upaya untuk menambah genetic
gain seperti persilangan dan mutasi. Hasil analisis ekspresi gen menunjukkan ada
gen-gen yang terekspresi secara berbeda pada tanaman yang terserang dan tidak
terserang tumor serta pada tumor di bagian batang dan daun. Seleksi berdasarkan
penanda berbasis ekspresi gen merupakan metode seleksi yang cukup baik untuk
dikembangkan untuk memudahkan kegiatan pemuliaan sengon berbasis molekuler.

7.2. Saran
Perlu dilakukan analisis verifikasi kandidat gen dengan metode Real Time-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) pada beberapa tingkat infeksi atau periode
pasca infeksi untuk mengetahui jangka waktu gen mulai terekspresi. Transkriptom
yang sudah di-assembly merupakan sumber data untuk Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) mining yang dapat mendeteksi perbedaan hingga satu basa
untuk genome wide association selection (GWAS).
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