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ABSTRAK 

Seleksi kelapa untuk ketahanan terhadap penyakit gugur buah, yang disebabkan oleh 
fiytophthora palmivora Butler, dilakukan dengan menginokulasi buah kelapa dengan 
patogen, sehingga seleksi tersebut tidak dapat dilakukan pada bibit kelapa. D (random 
amplified polynzorphic DNA) bisa dijadikan sebagai penanda molekuler untuk menyeleksl 
secara tidak langsung ketahanafierentanan tanaman terhadap penyakit. Fragmen DNA 
tertentu yang diamplifkasi menggunakan primer acak bisa terpaut dengan gen-gen ketahanan 
tanaman terhadap penyakit. Tujuan penelitian ini adalah melacak penanda 
ketahana&erentanan kelapa terhadap penyakit gugur buah yang diakibatkan oleh P. 
palmivora. DNA 5 pohon kelapa CSK (Genjah Salak) yang tahan dan 5 pohon kelapa GSK 
rentan terhadap penyakit tersebut diekstrak lalu diamplifikasi dengan 40 primer (Operon kit A 
dan B). Primer OB-17 rnenghasilkan polimorfisme DNA diantara tanaman kelapa GSK yang 
tahan dan rentan terhadap penyakit phytophthora, ditandai dengan adanya sebuah fragmen 
DNA berukuran 375 pb spesifik pada kelapa yang rentan. 

Kata kunci : penanda molekuler, penyakit phytophthora kelapa, RAPD (random amplified 
polymorplzic DNA), PCR (polymerase chain reaction), dan primer acak. 

Penyakit busuk pucuk dan gugur buah, yang disebabkan oleh Ph~roplzthora 

palmivora Butler (Bennett er at., 1986), adalah salah satu penyakit penting pada tanaman 

kelapa di Indonesia (Novarianto dan Mahmud, 199 1). Penyakit gugur buah menggugurkan 

buah kelapa muda sebeluin matang panen. Sedangkan penyakit busuk pucuk mematikan 

tanaman ketapa dewasa (Warokka dan Mangindaan, ! 993). 

Pengendalian yang efektif bagi penyakit phytophthora tersebut belum ditemukan. 

+ Setiap tanaman kelapa yang terserang (teruta~na penyakit busuk pucuk) harus ditebang. OIeh 

karena itu perIu dirakit tanaman kelapa bespl-oduksi tinggi yang tahan terhadap penyakit 

phytophthora (Novarianto et al., 1994). 

Program pemuliaan tanaman kelapa untuk ketahanan terhadap penyakit ph~itophthora 

meliputi bebesapa kegiatan, seperti: seleksi individu pohon induk, persilangan dan seleksi hasii 
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silangan (Novarianto dan Mahmud, 199 1). Seleksi tanaman kelapa untuk ketahanan terhadap 

penyakit phytophthora gugur buah kelapa dilakukan dengan menginokulasi buah kelapa 

dengan patogen (Sitepu et al., 1988). Sehingga diperlukan waktu yang cukup lama untuk 

dapat menyeleksi suatu bibit kelapa yang diseleksi terhadap penyakit tersebut. Oleh karena 

itu perlu dicari suatu cara seleksi secara tidak langsung yang dapat menyeleksi ketahanan 

pohon kelapa terhadap penyakit phytophthora gugur buah kelapa sejak tanaman mas& dalarn 

stadia bibit. Penanda molekuler, seperti RAPD (mndorn amplified polymorphic DNA), 

memungkinkan untuk digunakan dalarn menyeleksi tanaman yang tahan terhadap penyakit 

pada tahap awal perkembangan tanaman (Melchinger 1990; Winter dan Kahl, 1995). 

D bisa digunakan sebagai penanda ketahanan tanaman terhadap suatu penyakit 

- pada tingkat DNA karena adanya keterpautan antara gen ketahanan dengan sekuens DNA 

tertentu yang dapat digandakan dengan primer 10-mer acak. Fragrnen DNA berukuran 1100 

pb yang digandakan dengan primer QA14 terpaut dengan gen ketahanan Up2 tanaman kacang 

hijau terhadap penyakit karat (Miklas et al., 1993). Fragmen DNA berukuran 600 pb yang 

digandakan dengan primer OPD 20 terpaut dengan gen ketahanan Vf tanaman apel terhadap 

penyakit kudis (Yang dan Kruger, f 994). 

Penanda QPD 20/600 pada tanaman apel diidentifikasi dengan membandingkan 

polimorfisme DNA diantara gabungan (bulk) DNA antara tanaman apel yang tahan dan rentan 

terhadap penyakit kudis, lalu hasilnya dibandingkan dengan individu tanaman ape1 hasil 

silangan antara canaman yang tahan dengan yang rentan terhadap penyakit tersebut (Yang dan 

Kruger, 1994). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi penanda isozirn dan penanda RAPD 

untuk ketahanan tanaman kelapa terhadap penyakit ph~~ophthora gugur buah kelapa. 

BAWAN DAN RIETODE. 

Bahan. Bahan yang digunakan adalah 238 pohon kelapa Genjah Salak (GSK), 5 

pohon kelapa Dalam Bali (DBI), 5 pohon kelapa hibrida PB-121, 5 pohon kelapa Genjah 

Kuning Nias (GKN), 5 pohon kelapa Genjah Hijau Nias (GHN) koleksi LOLITKA Pakuwon, 

Jawa Barat yang telah diseleksi ketahanannya terhadap phytophthora, dan 10 pohon kelapa 

GSK koleksi BALTTKA Mapanget. Hasil seleksi kelapa GSK menunjukkan 10 pohon tahan, 

216 pohon moderat tahan, 12 pohon kelapa rentan; kelapa DBI menunjukkan 1 pohon tahan 
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dan 4 pohon rentan; kelapa hibrida PB- 12 1,  GKN dan GHN kelima-lima pohon menunjukkan 

rentan terhadap penyakit gugur buah phytophthora. Sedangkan kelapa GSK koleksi 

BALITKA Mapanget yang dikoleksi langsung dari Kalimantan Selatan menurut laporan tahan 

terhadap penyakit tersebut (Billotte, 1996). 

Analisis RAPD. Analisis RAPD dilakukan pertarna membandingkan polirnorfisme 

DNA diantara 5 pohon kelapa GSK yang ekstrim tahan dan 5 pohon kelapa GSK ekstrim 

rentan terhadap penyakit phytophthora gugur buah kelapa. Tahap ini meyeleksi 40 primer 

(Operon kit A dan B). Primer yang mengamplifrkasi pita DNA spesifik diantara kedua 

kelornpok ketahanan tanaman kelapa terhadap penyakit tersebut, diuji lagi pada 5 individu 

pohon kelapa GSK yang ekstrim tahan, 9 pohon kelapa GSK yang moderat tahan dan 7 

individu pohon kelapa GSK yang rentan penyakit phytophthora gugur buah kelapa yang 

berasal dari populasi kelapa yang sarna. Tahap akhir, primer spesifik tersebut diuji pada 

kultivar kelapa GSK yang dikoleksi oleh BALITKA Mapanget, Sulawesi Utara dan beberapa 

kultivar kelapa lain koleksi LOLITKA Pakuwon. 

Isolasi DNA total kelapa dilakukan mengikuti Rohde et al. (1995) dengan beberapa 

perubahan. Amplifkasi DNA genornik kelapa menggunakan Themucycler Perkin Elmer 

Geneifmp PCR Systern 2400, dengan reaksi dan kondisi PCR mengikuti protokol Promega 

dengan sedikit perubahan. DNA arnplifikasi PCR dielektroforesis 

dalam 0,8 % gel agaros, diwarnai dengan .etidium bromida, polimorfisme DNA diamati di 

atas UV transilumiluminator dan didokumentasi. 

HASIL DAN PEMBAMASAN 

Pola pita RAPD. Amplifikasi DNA genornik 5 pohon kelapa GSK yang ekstrim 

tahan dan 5 pohon kelapa GSK yang ekstrim rentan terhadap penyakit phytophthora gugur 

buah keIapa dengan 40 primer 10-mer acak (Operon kit A dan B) menghasilkan 52 pola pita 

DNA. Dua pola pita DNA diantaranya, yaitu yang diamplifikasi oleh primer OBI7 

(5'AGGGAACGAG3') mampu membedakan kelapa GSK yang ekstrim tahan dan kelapa 

GSK yang rentan terhadap penyakit tersebut. Perbedaan kedua pola pita tersebut ditandai 

dengan adanpa sebuah pita DNA berukuran 375 pb (pasangan basa), yang spesifik terdapat 

kelapa GSK pang rentan. Selanjirtnya dinamakan fragmen DNA 6 B  17375 (0 adalah sumber 
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primer Operon, B17 adalah kit B nomor 17 dan 375 adalah ukuran pasangan basa fragmen 

DNA) (Garnbar 1). 

Gambar 1 .  DNA kelapa hasil amplifikasi PCR yang dielektroforesis pada gel 
agarose. M adalah penanda DNA I kb ladder. 1. Kelapa GSK 
tahan, dan 2. Kelapa GSK yang rentan terhadap penyakit phytophthora 
gugur buah kelapa. Tanda panah adalah fragmen DNA spesjifik 
berukuran 375 pb 

Selanjutnya, fragmen DNA OB 1 7375 ternyata spesifik hanya diamplifrkasi oleh DNA 

12 pohon kelapa CSK yang rentan dan tidak diamplifikasi oleh DNA 10 pohon kelapa GSK 

yang tahan maupun 9 pohon kelapa GSK yang moderat tahan terhadap penyakit phytophthora 

- 
gugur buah kelapa. Fragmen DNA OB 17375 ini diduga terpaut dengan ale1 gen tahan tanaman 

kelapa GSK terhadap penyakit tersebut. Dugaan ini didukung ofeh hasill RAPD 10 pohon 

kelapa CSK koleksi BALITKA Mapanget. Kelapa GSK ini tahan dan ternyata DNA kelapa 

ini tidak rnengamplifikasi fragmen DNA OB 1 7375. Sebaliknya fragmen DNA ini teramplifikasi 

oIeh DNA kelapa hibrida PB- 12 1 koieksi LOLITKA Pakuwon yang rentan terhadap penyakit 

tersebut. Berdasarkan data-data in& maka keberadaan kagmen DNA QB 1 TVs .. pa&, DNA 

kelapa GSK koleksi LOLITKA Pakuwon yang rentan terhadap penyakit gugur buah 

phytophthora diduga berasal dari silangan dengan kelapa hibrida PB- 12 1. 

Kelapa GSK koleksi LOLITKA Pakuwon dikoleksi dari buah kelapa GSK has8 

persilangan terbuka di peskebunan kelapa Pagilaran, Jawa Tengah. Kelapa GSK dl 

perkebunan kelapa ini ditanam sebagai tanaman pagar diantara blok-blok kelapa hibrida PB- 

12 1 (Saefuddin? 1938. Komunikasi pribadi). Berdasarkan seleksi yang dilakukan pada kelapa 

hibrida PB-121 koleksi LOLITKA Pakuwon ternyata kelapa hibrida ini rentan terhadap 

penyakit gugur buah phytophthora. Dipihak lain, kelapa CSK koleksi BALITKA Mapanget, 

Sulawesi Utara yang dikoleksi langsung dari KaIimantan Selatan tahan terhadap penyakit 

phytophthora (Billotte, 1996). Sehingga 12 pohon kelapa CSK koleksi LOLITKA Pakuwon 
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yang rentan terhadap penyakit tersebut diduga adalah hasil silangan terbuka diantara kelapa 

CSK dengan kelapa hibrida PB-121 yang berada disekitar pohon kelapa tetua kelapa GSK di 

perkebunan kelapa Pagilaran. 

Secara teoritis, kelapa GSK menyerbuk sendiri tetapi terdapat kemungkinan 

rnenyerbuk silang dengan pohon kelapa lain. Bunga Jantan dan bunga betina kelapa terletak 

terpisah pada tangkai bunga yang sama sehingga memungkinan bunga betina kelapa dlserbuki 

oleh kelapa lain. Peristiwa ini telah banyak ditemukan di alam (Menon dan Pandalay, 1960). 

Dengan demikian fragmen DNA 0 B  17375 bisa dijadikan penanda RAPD kerentanan 

kelapa GSK terhadap penyakit Phytophthora gugur buah kelapa walaupun keberadaanya tidak 

konsisten pada kultivar kelapa Iain (TabeI I ) .  

Tabel 1. Ketahanan terhadap penyakit phytophthora gugur buah kelapa 
dan keberadaan fragrnen DNA OB 1 7375 pada beberapa 
kultivar kelapa 

Keterangan : *) = Koleksi BMITKA Mapanget, **) = data Billote (1996) 
+ = ada, - = tidak ada 

Sesuai data pada Tabel 1 ter-nyata fragmen OB 1 7375 terlacak pada kelapa GSK, DBI 

dan kelapa hibrida PB- 121 yang rentan tetapi tidak ada pada kelapa GKN dan GHN yang juga 

rentan terhadap penyakit phytophthora gugur bush kelapa. Hal ini bisa dljelaskan juga 

melalui peristiwa rekombinasi antara gen tahan dengan fragrnan DNA tersebut. Sebagaimana 

model pada kelapa GSK, gen rentan diduga terpaut dengan fragmen DNA OB17375. Kalau 

terjadi rekombinasi antara gen tahan dengan fragmen DNA tersebut, maka bila gen tahan 

bersegregasi dengan gen rentan maka gen tahan akan membawa fragmen DNAOB 1 7375 

tersebut sehingga pada kelapa yang rentan, seperti GKN dan GWN tidak akan mempunyai 
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fragmen DNA tersebut. Peristiwa rekombinasi antara gen ketahanan dan penanda RAPD 

telah ditemukan pada beberapa tanaman yang lain, seperti; ape1 (Yang dan Kruger, 1994); 

kacang hijau (Young and Kelly , 1997); dan ubi jalar (Ukoskit et al., 1997). 

Penggunaan penanda RAPD OB17s75 . Melihat keberadaan fragmen DNA 

OB1737s pada beberapa kultivar kelapa yang rentan ferhadap penyakit phytophthora gugur 

buah kelapa, maka fragmen DNA OB1737s dapat dimanfaatkan untuk seleksi negarif pada 

kelapa GSK, DBI dan kelapa hibrida PB- 12 1. 

1. Primer OB 17 mampu membedakan kelapa GSK dan kelapa DBI yang tahan terhadap 

penyakit phpophthora gugur buah kelapa, dicirikan oleh sebuah pita DNA berukuran 375 

pb spesifik pada kelapa yang rentan, dinamakan penanda RAPD OB 1 7375. 

2. Walaupun tidak konsisten pada kelapa lain, penanda RAPD OB17375 bisa dijadikan 

penanda rentan terhadap penyakit phytophthora gugur buah kelapa pada kelapa GSK, 

DBI dan kelapa PB- 12 1. 
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