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RINGKASAN

ANDI NADIA NURUL LATHIFA HATTA. Asosiasi Marka Simple Sequence
Repeat dan Single Nucleotide Amplified Polymorphism dengan Karakter
Pertambahan Tinggi Batang pada Populasi Kelapa Indonesia. Dibimbing oleh
SUDARSONO, DEWI SUKMA, dan ISMAIL MASKROMO.

Kelapa (Cocos nucifera L.) di Indonesia secara umum dibedakan menjadi
dua tipe yaitu kelapa Dalam dan kelapa Genjah. Pemuliaan terhadap tanaman
kelapa Indonesia telah dilakukan dengan menyilangkan kelapa Dalam dan Genjah
yang menghasilkan kelapa Hibrida dengan sifat yang intermediate terhadap
tetuanya. Validitas keberhasilan dalam persilangan dibuktikan secara morfologis.
Salah satu ciri morfologis yang umum dilihat adalah pertambahan tinggi tahunan
Kelapa melalui sebelas bekas daun kelapa. Salah satu kelemahan dalam pemuliaan
konvensional kelapa yaitu memerlukan waktu yang lama untuk mengamati karakter
morfologis pada hasil persilangan. Marka molekuler dapat digunakan pada awal
fase pertumbuhan kelapa, sehingga tidak perlu menunggu hingga karakter
morfologis tertentu dapat diamati. Pemuliaan tanaman pendekatan bioteknologi
berbasis marka molekuler merupakan terobosan untuk mempercepat proses
pemuliaan dengan tingkat keakuratan yang tinggi.

Marka molekuler yang dikembangkan dibedakan menjadi dua yaitu marka
dominan dan marka kodominan. Marka dominan memiliki kelemahan tidak
membedakan alel heterozigot, sedangkan tanaman kelapa dapat menyerbuk silang
yang berarti tingkat heterozigotnya tinggi. Oleh sebab itu, dalam penelitian ini
digunakan marka kodominan. Marka kodominan yang digunakan dalam penelitian
Ini yaitu marka Single Nucleotide Amplified Polymorphism (SNAP) dan marka
Simple Sequence Repeat (SSR). Marka SNAP didesain menggunakan dasar gen
(gene-based marker). Sedangkan marka SSR dalam penelitian ini menggunakan
dasar genom (genome-based marker).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan informasi keragaman
genetik populasi plasma nutfah kelapa Indonesia berdasarkan marka SSE berbasis
whole genome kelapa; mendapatkan informasi marka SSR berbasis whole genome
kelapa yang berasosiasi dengan karakter pertambahan tinggi tahunan tanaman
kelapa Indonesia; mendapatkan informasi keragaman nukleotida genom kelapa,
informasi keragaman beberapa genotipe kelapa berdasarkan situs SNP, dan
pengembangan marka SNAP berbasis gen pertambahan tinggi kelapa (gen CYP
P450 87A3, DET2, dan FBP SNE).

Percobaan pertama menginformasikan 16 kromosom kelapa memiliki
masing-masing tandem pengulangan. Pengulangan motif nukleotida berhasil
didesain primer SSR. Dari 20 primer yang diuji, 18 pasang primer menunjukkan
hasil positif sedangkan 2 pasang primer menunjukkan hasil negatif. Dari 18 pasang
primer, terdapat 2 lokus yang menghasilkan pita monomorfik yaitu lokus Cn-1-1
(primer 20) dan Cn-4-2 (primer 16). Terdapat 1 lokus mikrosatelit, yaitu lokus Cn-
5-1 (primer 15) tidak menghasilkan pita pada sekuenser vertikal.

Percobaan kedua menginformasikan 14 lokus SSR menunjukkan
polimorfisme, masing-masing terdapat 2 hingga 4 pita, dengan alel yang bervariasi
antara homozigot dan heterozigot tiap akssesinya. Rata-rata nilai jumlah alel yang
teramati secara aktual (Na), heterozigositas (Ho dan He) dan Polymorphic



Information Content (PIC) berturut-turut adalah 2.92, 0.95, 0.59 dan 0.67. Analisis
keragaman genetik pada 25 varietas kelapa Indonesia menggunakan 14 lokus SSR
polimorfik menunjukkan hasil klustering menjadi tiga Kkluster. Kluster pertama
didominasi oleh tipe genjah dan hibrida, kluster kedua didominasi oleh tipe dalam
dan hibrida, serta kluster ketiga didominasi oleh tipe hibrida. Sebanyak 4 lokus
berhasil diasosiasikan dengan karakter pertambahan tinggi tanaman, yaitu Cn-16-
1, Cn-10-1, Cn-8-1, Cn-7-1.

Percobaan ketiga menghasilkan informasi 9 SNP pada CYP P450 87A3 dan
penanda SNAP dikembangkan berdasarkan situs SNP tersebut. Analisis lokus
tunggal pada lokus SNAP CYP2_SNP1 menunjukkan asosiasi dengan pertambahan
tinggi batang kelapa. Genotipe homozigot CC untuk lokus SNAP CYP2_SNP1
memiliki asosiasi dengan karakter pertambahan tinggi batang lambat. Alel T dan C
pada lokus CYP2_SNP1 memilki aksi aditif, dimana genotipe TC merupakan aditif
dari genotipe CC dan TT. Efek heterosis negatif terlihat pada lokus SNAP
CYP1_SNP2, CYP2_SNP3, CYP2_SNP5, CYP2_SNP1l. Pada lokus
CYP2_SNP8 menunjukkan bahwa tidak ada asosiasi antara genotipe dan karakter
pertambahan tinggi tahunan kelapa.

Percobaan keempat menghasilkan informasi 7 SNP pada gen DET2 dan
penanda SNAP dikembangkan berdasarkan situs SNP tersebut. Genotipe GG pada
lokus SNAP DET2_SNP2, genotipe GG pada lokus DET2_SNP5, dan alel TT pada
DET2_SNP7 menunjukkan asosiasi dengan karakter pertambahan tinggi batang
lambat. Alel-alel pada tiga lokus tersebut memilki aksi aditif. Hasil analisis
menunjukkan bahwa tidak ada asosiasi antara genotipe dan karakter pertambahan
tinggi tahunan kelapa untuk lokus DET2_SNP1, DET2_SNP4, dan DET2_SNP9.

Percobaan kelima menunjukkan sebanyak 3 SNP dan 2 situs indel pada FBP
SNE. Penanda SNAP yang berhasil dikembangkan yaitu pada lokus FBP_SNP3,
sementara itu primer indel menunjukkan hasil monomorfik. Analisis lokus tunggal
pada lokus SNAP FBP_SNP3 menunjukkan asosiasi dengan pertambahan tinggi
batang kelapa. Alel G dan C pada lokus FBP_SNP3 memilki aksi aditif, dimana
genotipe GC merupakan aditif dari genotipe CC dan GG.

Kelima percobaan menunjukkan bahwa terdapat lokus-lokus dari marka
SSR dan marka SNAP yang menunjukkan asosiasi dengan tinggi tahunan tanaman
kelapa. Asosiasi antar lokus dengan karakter morfologi ini juga dapat menjelaskan
aksi gen serta efek heterosis yang terdapat dalam populasi kelapa yang diuji. Marka
yang berasosiasi dengan karakter pertambahan tinggi tahunan kelapa ini diharapkan
dapat membantu percepatan pemuliaan kelapa di Indonesia.

Kata kunci: pertambahan tinggi batang, populasi kelapa Indonesia, SNAP, SSR



SUMMARY

ANDI NADIA NURUL LATHIFA HATTA. Association Simple Sequence Repeat
and Single Nucleotide Amplified Polymorphism Marker with Trunk Height
Increment Character in Indonesian Coconut Population. Supervised by
SUDARSONO, DEWI SUKMA and ISMAIL MASKROMO.

Coconut (Cocos nucifera L.) in Indonesia is generally divided into tall
goconut and dwarf coconut. Breeding of the Indonesian coconut plant has been
garried out by crossing the tall and dwarf coconuts, which produce hybrid coconuts
with intermediate properties to their parents. The validity of success in crosses was
sroven morphologically. The morphological characteristic that is commonly seen
1S the increase in the height of the coconut trunk through eleven coconut leaf marks.
One of the weaknesses in conventional coconut breeding is that it takes a long time
t0 observe the morphological character. Molecular marker-based plant breeding is
the biotechnology breakthrough to speed up the breeding process with a high degree
of accuracy.

The developed molecular markers are divided into dominant markers and
codominant markers. Dominant markers have the disadvantage of not
distinguishing heterozygous alleles. Meanwhile, the coconut plant is cross-
pollinated, which means it has a high heterozygous level. Therefore, in this study,
codominant markers were used. The codominant markers used in this study were
Single Nucleotide Amplified Polymorphism (SNAP) and Simple Sequence Repeat
(SSR) markers. SNAP markers are designed using gene-based markers. SSR
markers in this study are genome-based markers.

This study aimed to obtain information on the genetic diversity of the
Indonesian coconut germplasm population based on coconut whole genome-based
SSR markers; obtain information on coconut whole genome-based SSR markers
associated with the annual height gain of Indonesian coconut plants; obtained
information on the nucleotide diversity of the coconut genome, information on the
diversity of several coconut genotypes based on SNP sites, and the development of
SNAP markers based on coconut height increment genes (CYP P450 87A3, DET2,
and FBP SNE genes).

The first experiment, 16 coconut chromosomes had their respective tandem
repeats. The tandem repeat motif was successfully designed as an SSR primer. Of
the 20 primers tested, 12 pairs were AT motifs, 6 pairs were AG motifs, and 2
primer pairs were AC motifs. 18 pairs of primers showed positive results, while 2
pairs of primers showed negative results. There are 2 loci that produce
monomorphic bands, the Cn-1-1 (primer 20) and Cn-4-2 (primer 16) loci. There is
1 microsatellite locus, the Cn-5-1 locus (primer 15) does not produce bands on the
vertical sequencer.

The second experiment revealed that 14 SSR loci showed polymorphism,
each with 2 to 4 bands, with alleles varying between homozygous and heterozygous
for each accession. The mean values for the number of alleles that were actually
observed (Na), heterozygosity (Ho and He) and Polymorphic Information Content
(PIC) were 2.92, 0.95, 0.59 and 0.67, respectively. Analysis of genetic diversity in
25 Indonesian coconut accessions using 14 polymorphic SSR loci showed
clustering results into three clusters. The first cluster is dominated by the dwarf and
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hybrid types, tall types and hybrids dominate the second cluster, and hybrid types
dominate the third cluster. There are 4 loci that associated with coconut trunk height
increment, Cn-16-1, Cn-10-1, Cn-8-1, and Cn-7-1.

The third experiment yielded information on 9 SNPs on CYP P450 87A3,
and SNAP markers were developed based on these SNP sites. Single locus analysis
at the SNAP CYP2_SNP1 locus showed an association with coconut trunk height
increment. The CC homozygous genotype for the SNAP CYP2_SNP1 locus is
associated with a slow stem height increment. The T and C alleles at the
CYP2_SNP1 locus have an additive action, where the TC genotype is additive to
the CC and TT genotypes. Negative heterotic effects were seen at the SNAP
CYP1_SNP2, CYP2_SNP3, CYP2_SNP5, and CYP2_SNP1l loci. The
CYP2_SNP8 locus showed no association between the genotype and the character
of the annual height increment of coconuts.

The fourth experiment yielded information on 7 SNPs in the DET2 gene,
and SNAP markers were developed based on these SNP sites. The GG genotype at
the DET2_SNP2 SNAP locus, the GG genotype at the DET2_SNP5 locus, and the
TT allele at DET2_SNP7 showed associations with the slow stem height increment.
The alleles at these three loci have additive action. The analysis showed no
association between the genotype and the characters for the annual height increment
of coconuts for the DET2_SNP1, DET2_SNP4, and DET2_SNP9 loci.

The fifth experiment showed 3 SNPs and 2 indel sites on FBP SNE. The
SNAP marker successfully developed was at the FBP_SNP3 locus, while the indel
primers showed monomorphic results. Single locus analysis at the SNAP
FBP_SNP3 locus showed an association with coconut trunk height increment. The
G and C alleles at the FBP_SNP3 locus have an additive action, where the GC
genotype is additive to the CC and GG genotypes.

The five experiments showed that there were loci from the SSR and SNAP
markers, which were associated with the coconut plant's annual height. The
association between loci and morphological characters can also explain gene action
and heterosis effects in the coconut population tested. This marker associated with
the character of the annual height increase of coconuts can help accelerate coconut
breeding in Indonesia.

Keywords: Indonesian coconut population, SNAP, SSR, yearly trunk height
increment
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Pohon filogenetik berdasarkan metode Neighbour Joining
menggunakan piranti lunak DARwin berdasarkan 14 lokus marka
SSR (Keterangan: Merah varietas genjah, kuning varietas dalam,
hijau varietas hibrida)

Representasi konstitusi genotipe dan pertambahan tinggi batang
kelapa pada 25 varietas kelapa berdasarkan lokus SSR. (A) Cn-16-
1; (B) Cn-10-1; (C) Cn-8-1; (D) Cn-7-1

Peta sekuen dan hasil amplifikasi dari gen CYP P450 87A3. (A) Gen
CYP P450 87A3 pada genom kelapa; (B) Sekuen yang
teramplifikasi dengan primer CYP1 dan CYP2; (C) Visualisasi
produk PCR pada CYP1 dan CYP2.

Representatif sekuen dari putativ gen CYP P450 87A3 dari sampel
Dalam Bali (DBI). (A) pasangan primer CYP-1 dan (B) primer
CYP-2

Representatif dari exonic- dan intronic-SNPs pada ekson 2 dari gen
CYP 450 87A3.

Representatif Multiple sequence alignment (MSA) dari ekson 1 gen
CYP 450 87A3

Pohon filogenetik berdasarkan SNP pada gen CYP P450 87A3 antar
varietas kelapa
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DAFTAR GAMBAR (Lanjutan)

Validasi primer CYP2_SNP11 pada varietas kelapa. (A) Visualisasi
pada beberapa genotype yang menunjukkan polimorfisme; (B)
Representasi skor serta genotype yang terdapat pada CYP2_SNP11
Representasi konstitusi genotype dan pertambahan tinggi batang
kelapa pada 31 varietas kelapa berdasarkan lokus tunggal gen CYP
P450 87A3. (A) CYP1_SNP2; (B) CYP2_SNP1; (C) CYP2_SNP3;
(D) CYP2_SNP5; (E) CYP2_SNPS; (F) CYP2_SNP11

Peta sekuen dan hasil amplifikasi dari gen DET2. (A) Gen DET2
pada genom Kkelapa beserta sekuen yang teramplifikasi dengan
primer DET2_F dan DET2_R; (B) Visualisasi produk PCR pada
DET?2.

Representatif sekuen gen DET2 dari sampel Dalam Tenga (DTA)
koloni 2

Hasil Multiple sequence alignment (MSA) dari gen DET2
Representatif dari exonic- dan intronic-SNPs pada gen DET2
Pohon filogenetik berdasarkan SNP gen DET2 antar varietas kelapa
Validasi primer DET2_SNP2 pada varietas kelapa. (A) Visualisasi
pada beberapa genotype yang menunjukkan polimorfisme;
(B) Representasi skor serta genotype yang terdapat pada
DET2_SNP2

Representasi konstitusi genotipe dan pertambahan tinggi batang
kelapa pada 31 varietas kelapa berdasarkan lokus tunggal gen DET2.
(A) DET2_SNP1; (B) DET2_SNP2; (C) DET2_SNP4;
(D) DET2_SNP5; (E) DET2_SNP7; (F) DET2_SNP9.

Peta sekuen dan hasil amplifikasi dari gen FBP SNE. (A) Gen FBP
SNE pada genom kelapa beserta sekuen yang teramplifikasi dengan
primer FBP_F dan FBP_R; (B) Visualisasi produk PCR pada FBP
SNE.

Representatif sekuen gen FBP SNE dari sampel Dalam Palu (DPU)
Multiple sequence alignment (MSA) dari gen FBP SNE
Representatif dari exonic-SNPs pada gen FBP SNE

Pohon filogenetik berdasarkan SNP pada gen FBP SNE antar
varietas kelapa

Hasil amplifikasi primer Indel yang menunjukkan pita monomorfik
Validasi primer FBP_SNP3 pada varietas kelapa. (A) Visualisasi
pada beberapa genotipe yang menunjukkan polimorfisme;
(B) Representasi skor serta genotipe yang terdapat pada FBP_SNP3
Representasi konstitusi genotipe dan pertambahan tinggi batang
kelapa pada 31 varietas kelapa berdasarkan lokus tunggal gen FBP
SNE_SNP3 gen FBP
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