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            4 II. TINJAUAN PUSTAKA 2.1. Kelapa 2.1.1. Asal usul kelapa Kelapa adalah satu jenis tumbuhan dari suku aren-arenan atau Arecaceae . Tumbuhan ini memiliki manfaat yang banyak, hampir semua bagiannya dapat dimanfaatkan oleh manusia sehingga dianggap sebagai tumbuhan serba guna. Kelapa secara alami tumbuh di daerah pantai sampai ke pegunungan mencapai ketinggian ± 30 m (Palungkun,1992). Hasil penelitian menunjukkan terdapat dua pendapat mengenai asal-usul kelapa. Amerika Selatan semula diperkirakan sebagai negara asal tanaman kelapa. Sejak ribuan tahun Sebelum Masehi, kelapa sudah dibudidayakan disekitar Lembah Andes di Kolumbia, Amerika Selatan (Perera et al., 2000). Lebrun et al. (1998) menganalisis DNA populasi kelapa dari berbagai negara menggunakan RFLP (Restriction Fragmen Length Polymorphism). Penelitian tersebut membuktikan penyebaran tanaman kelapa berasal dari Asia Tenggara menuju Pasifik dan pantai barat Amerika. Hal tersebut didukung oleh Teulat et al. (2000) dan Perera et al. (2000) bahwa penyebaran kelapa berawal dari Benua Asia ke arah Timur menuju Pasifik dan Amerika, serta ke barat menuju Afrika. Cara penyebaran buah kelapa bisa melalui aliran sungai atau lautan, atau dibawa oleh para awak kapal yang sedang berlabuh dari pantai yang satu ke pantai yang lain (Warisno, 1998) Budidaya kelapa banyak ditemukan di daerah Philipina dan Sri Langka. Di daerah tersebut tanaman kelapa dikenal sejak 3000 tahun yang lalu. Philipina juga merupakan salah satu perintis dalam teknologi pengolahan berbagai macam produk kelapa, sehingga para ahli juga berpendapat bahwa tanaman kelapa berasal dari Philipina (Warisno, 1998). 
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4
 II. TINJAUAN PUSTAKA
 2.1. Kelapa
 2.1.1. Asal usul kelapa
 Kelapa adalah satu jenis tumbuhan dari suku aren-arenan atau Arecaceae .
 Tumbuhan ini memiliki manfaat yang banyak, hampir semua bagiannya dapat
 dimanfaatkan oleh manusia sehingga dianggap sebagai tumbuhan serba guna.
 Kelapa secara alami tumbuh di daerah pantai sampai ke pegunungan mencapai
 ketinggian ± 30 m (Palungkun,1992).
 Hasil penelitian menunjukkan terdapat dua pendapat mengenai asal-usul
 kelapa. Amerika Selatan semula diperkirakan sebagai negara asal tanaman kelapa.
 Sejak ribuan tahun Sebelum Masehi, kelapa sudah dibudidayakan disekitar
 Lembah Andes di Kolumbia, Amerika Selatan (Perera et al., 2000). Lebrun et al.
 (1998) menganalisis DNA populasi kelapa dari berbagai negara menggunakan
 RFLP (Restriction Fragmen Length Polymorphism). Penelitian tersebut
 membuktikan penyebaran tanaman kelapa berasal dari Asia Tenggara menuju
 Pasifik dan pantai barat Amerika. Hal tersebut didukung oleh Teulat et al. (2000)
 dan Perera et al. (2000) bahwa penyebaran kelapa berawal dari Benua Asia ke
 arah Timur menuju Pasifik dan Amerika, serta ke barat menuju Afrika. Cara
 penyebaran buah kelapa bisa melalui aliran sungai atau lautan, atau dibawa oleh
 para awak kapal yang sedang berlabuh dari pantai yang satu ke pantai yang lain
 (Warisno, 1998)
 Budidaya kelapa banyak ditemukan di daerah Philipina dan Sri Langka. Di
 daerah tersebut tanaman kelapa dikenal sejak 3000 tahun yang lalu. Philipina juga
 merupakan salah satu perintis dalam teknologi pengolahan berbagai macam
 produk kelapa, sehingga para ahli juga berpendapat bahwa tanaman kelapa berasal
 dari Philipina (Warisno, 1998).
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 2.1.2. Karakteristik Morfologi Tanaman Kelapa
 Kelapa adalah salah satu jenis tanaman yang termasuk ke dalam suku
 pinang-pinangan (Arecaceae). Semua bagian pohon kelapa dapat dimanfaatkan,
 mulai dari bunga, batang, pelepah, daun, buah, bahkan akarnya pun dapat
 dimanfaatkan (Mahmud dan Ferry, 2005).
 a. Akar
 Tanaman kelapa yang baru bertunas mempunyai akar tunggang. Namun
 perkembangan akar tersebut makin lama akan dilampaui oleh akar-akar yang lain,
 sehingga fungsi dan bentuknya sama seperti akar serabut biasa. Hasil penelitian
 Chuakul, (2005) akar tanaman kelapa dapat digunakan untuk antipiretik. Ogbole
 et al. (2010) menyatakan juga bahwa akar tanaman kelapa di Nigeria dapat
 dimanfaatkan sebagai bahan obat untuk anti pembengkakan.
 b. Batang
 Batang pohon kelapa merupakan batang tunggal, tetapi terkadang dapat
 bercabang. Pada umumnya, batang kelapa mengarah lurus ke atas dan tidak
 bercabang, kecuali pada tanaman di pinggir sungai, tebing dan lain-lain,
 pertumbuhan tanaman akan melengkung menyesuaikan arah sinar matahari.
 Berdasarkan karakter batang kelapa dapat dibedakan menjadi dua macam yaitu
 kelapa Dalam (Tall) dan kelapa Genjah (Dwarf).
 Kelapa Dalam (Tall) memiliki ciri pada pangkal batangnya membesar
 (disebut bole), umumnya memiliki batang yang tingginya sekitar 15-30 meter
 sedangkan kelapa Genjah memiliki ciri pangkal batangnya tidak membesar atau
 tidak ada bole umumnya memiliki batang yang tinggi sekitar 5-10 meter, dari
 hasil silang kedua tipe tersebut disebut kelapa Hibrida yang memiliki ciri mirip
 dengan kelapa Genjah. Batang pohon kelapa banyak dimanfaatkan sebagai bahan
 konstruksi bangunan, bahan mebel dan jembatan (Foale and Harries, 2014).
 c. Daun
 Pertumbuhan dan pembentukan mahkota daun, dimulai sejak biji
 berkecambah dan pada tingkat pertama membentuk 4 – 6 helai daun. Daun
 tersusun saling membalut satu sama lain, merupakan selubung dan memudahkan
 susunan lembaga serta akar menembus sabut pada waktu tumbuh (Steenis et al.,
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 2005). Daun kelapa tersusun majemuk, menyirip, berwarna kekuningan jika masih
 muda dan berwarna hijau tua jika sudah tua. Manfaat daun kelapa sangat banyak
 sebagai bahan kerajinan tangan seperti hiasan, atap rumah, sapu, keranjang (Foale
 and Harries, 2010). Di Bali daun muda sampai daun tua setiap hari sangat
 diperlukan untuk perlengkapan upakara.
 d. Bunga
 Pohon kelapa mulai berbunga kira-kira setelah 3 – 4 tahun, pada kelapa
 genjah, dan 4 – 8 tahun pada kelapa dalam, sedang kelapa Hibrida mulai berbunga
 sesudah umur 4 tahun. Karangan bunga mulai tumbuh dari ketiak daun yang
 bagian luarnya diselubungi oleh seludang yang disebut spatha. Spatha merupakan
 kulit tebal dan menjadi pelindung calon bunga, panjangnya 80 – 90 cm (Steenis et
 al., 2005).
 e. Buah
 Bunga betina yang telah dibuahi mulai tumbuh menjadi buah, kira-kira 3 –
 4 minggu setelah manggar terbuka. Tidak semua buah yang terbentuk akan
 menjadi buah yang bisa dipetik, tetapi diperkirakan 1/2 - 2/3 buah muda
 berguguran, karena pohon tidak sanggup membesarkannya. Buah yang masih
 kecil dan muda sering disebut bluluk atau bungsil (bahasa Bali).
 Kelapa diklasifikasikan pula dalam tiga varietas berdasarkan bentuk buah
 dan asal perkawinannya yaitu typical (Tall Varieties = kelapa Dalam) Nana
 (Dwarf Varieties = kelapa Genjah) dan kelapa Semi Dalam atau kelapa Hibrida
 (aurantiaca) (Perera et al.,1996).
 Buah merupakan bagian utama dari tanaman kelapa yang dimanfaatkan
 sebagai bahan industri. Beberapa komponen dari buah kelapa adalah sebagai
 berikut sabut, tempurung, daging buah dan air kelapa. Komponen buah kelapa
 tersebut memiliki manfaat yang penting dan bernilai. Sabut kelapa (Mesocarpium)
 merupakan bagian terluar dari buah kelapa yang membungkus tempurung kelapa
 dengan ketebalan sabut kelapa bervariasi berkisar antara 4-6 cm. Sabut kelapa
 memiliki serat-serat halus yang dapat digunakan sebagai bahan pembuat karpet,
 karung, sikat dan keset. Daging buah adalah komponen utama dari kelapa yang
 dapat diolah menjadi berbagai macam produk bernilai ekonomi yang tinggi seperti
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 minyak goreng, VCO, santan, selai, es kelapa muda (Allorerung et al., 2006).
 Pada Pengembangan Inovasi Pertanian (2014) menjelaskan buah kelapa
 mengandung 25% air kelapa, presentase kandungan air kelapa tergantung umur
 buah. Kelapa muda mengadung 95,5% air, o,1% lemak dan protein serta
 karbohidrat 4,0%. Vitamin C, B komplek dan mineral juga banyak terkandung di
 air kelapa muda. Mineral pada air kelapa sangat bermanfaat mempercepat
 penyerapan obat-obat dalam darah dan menurunkan hipertensi salah satunya
 mineral K.
 Klasifikasi tumbuhan kelapa (Suhardiman, 1999; Foale and Haries, 2010)
 adalah sebagai berikut:
 Kingsom : Plantae
 Divisi : Spermatophyta
 Sub Divisi : Angiospermae
 Kelas : Monocotyledoneae
 Ordo : Palmales (Arecales)
 Family : Palmae (Arecaceae)
 Genus : Cocos
 Spesies : Cocos nucifera L.
 2.1.3. Ekologi
 Tanaman Kelapa sangat membutuhkan lingkungan hidup yang sesuai
 untuk pertumbuhan dan reproduksinya. Faktor lingkungan berpengaruh sangat
 besar terhadap pertumbuhan kelapa adalah iklim. Faktor iklim sangat dipengaruhi
 oleh letak lintang dan ketinggian tempat. Tanaman kelapa pertumbuhan
 optimumnya pada 10˚ LS - 10˚ LU dan masih tumbuh dengan baik pada 15˚ LS –
 15˚ LU, oleh sebab itu kelapa banyak ditemukan tumbuh di daerah tropis seperti
 Indonesia, Philipina, India, Srilangka, dan Malaysia (Setyamidjaja, 2000).
 Beberapa faktor iklim yang penting dalam pertumbuhan kelapa (Suripin,
 2004):
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 a) Kelapa dapat tumbuh dengan baik pada curah hujan antara 1300-2300
 mm/tahun, bahkan bisa sampai 3800 mm atau lebih, sepanjang tanah
 tempat tumbuh mempunyai drainase yang baik.
 b) Angin mempunyai peran penting dalam penyerbukan bunga (penyerbukan
 silang) sehingga dapat menghasilkan keturunan yang lebih bervariasi,
 selain itu angin juga berperan dalam proses transpirasi.
 c) Tanaman kelapa membutuhkan sinar matahari dengan lama penyinaran
 minimum 120 jam/bulan atau 2000 jam/tahun sebagai sumber energy
 untuk proses fotosintesis. Apabila pertumbuhan kelapa dinaungi oleh
 tanaman lain maka tanaman muda tidak tumbuh dan berkembang dengan
 baik dan terhambatnya perkembangan buah. Jika penyinaran perbulan
 lebih tinggi dari rata-rata, jumlah produksinya biasanya juga akan
 meningkat.
 Selain faktor iklim, faktor lain yang sangat berperan penting juga adalah
 keadaan tanah. Kemampuan tanah menahan air serta kedalaman tanah sangat
 penting untuk menjaga pertumbuhan kelapa menjadi optimum. Pertumbuhan
 tanaman kelapa juga tergantung dari derajat keasaman (pH) tanah. Derajat
 keasaman (pH) tanah yang baik adalah 6,5-7,5, tapi ada juga kelapa yang dapat
 tumbuh pada tanah yang mempunyai pH 5-8 (Rahim, 2006).
 2.1.4. Kelapa Madan di Bali.
 Kelapa Madan merupakan kelapa yang memiliki karakter morfologi yang
 unik dan keberadaannya jarang sehingga bila diperlukan perlu menelusuri
 beberapa daerah di Bali, selain itu kelapa Madan jarang dikenali karena memiliki
 karater morfologi yang berbeda. Kelapa Madan di Bali banyak digunakan sebagai
 bahan upacara, bagian tanaman kelapa juga sangat diperlukan sebagai bahan
 upacara seperti daun muda (busung, bahasa Bali), daun tua (slepaan, bahasa Bali),
 buah muda yang diperlukan airnya dan buah tua. Buah yang digunakan sebagai
 bahan upacara adalah buah yang masih kecil (bungsil), buah yang lebih besar tapi
 belum jadi daging buah/ endospermnya (bungkak) kelapa muda (kuud) dan kelapa
 tua (wayah) (Suastawa dan Diarta, 2000). Penelitian Kriswiyanti (2014)
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 ditemukan 23 ragam kelapa madan 18 ragam kelapa Dalam (Tall), empat ragam
 kelapa Genjah (Dwarf) dan satu ragam kelapa Spicata.
 Kelapa Madan dapat dibedakan menjadi dua tipe berdasarkan karakter
 batang yaitu kelapa Madan tipe Dalam (Tall) dan kelapa Madan tipe Genjah
 (Dwarf). Biasanya untuk kepentingan upakara masyarakat menggunakan kelapa
 Madan tipe Dalam, apabila kelapa Dalam tidak didapatkan bisa digantikan dengan
 kelapa Madan tipe Genjah (Dwarf) (Kriswiyanti, 2013a). Kelapa tipe Dalam
 umumnya memiliki batang yang tinggi sekitar 15 meter dan bagian pangkal
 membesar (disebut bole), mahkota daun terbuka penuh berkisar 30-40 daun,
 panjang daun berkisar 5-7 meter, berbunga pertama lambat berkisar 7-10 tahun
 setelah tanam, buah masak sekitar 12 bulan setelah penyerbukan, umur tanaman
 dapat mencapai 80-90 tahun, lebih toleran terhadap macam-macam jenis tanah
 dan kondisi iklim, kualitas kopra dan minyak serta sabut umumnya baik, pada
 umumnya menyerbuk silang. Kelapa tipe Genjah pada umumnya memiliki batang
 pendek berkisar 12 meter dan agak kecil, tidak memiliki bole, panjang daun
 berkisar 3-4 meter, berbunga pertama cepat berkisar 3 - 4 tahun setelah tanam,
 buah masak berkisar 11-12 bulan sesudah penyerbukan, umur tanaman dapat
 mencapai 35-40 tahun, kualitas kopra dan minyak serta sabut kurang baik,
 umumnya menyerbuk sendiri (Foale dan Harries, 2010).
 Kelapa Dalam terutama pada kelapa Madan rata-rata menghasilkan buah
 sedikit dan bahkan dalam satu tandan tidak ada yang berhasil yang menjadi buah
 serta penampilan karakter morfologi kelapa Dalam di lapangan sangat beragam,
 hal ini disebabkan antara lain akibat perbedaan masa antesis bunga jantan dan
 reseptif bunga betina pada kelapa Dalam tidak bersamaan sehingga lebih
 cenderung bersifat menyerbuk silang, sedangkan pada tipe Genjah terdapat masa
 tumpang tindih antara masa reseptif bunga betina dan antesis bunga jantan
 sehingga tipe Genjah lebih cenderung menyerbuk sendiri, selain itu antar populasi
 kelapa dan antar pohon dalam satu populasi kelapa terdapat perbedaan waktu awal
 dan lamanya periode antesis bunga jantan dan reseptif bunga betinanya, sehingga
 memungkinkan menghasilkan jumlah buah yang banyak tapi ukurannya kecil-
 kecil (Harries et al., 2004).
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 Kelapa Madan yang dianalisis pada penelitian ini yaitu kelapa Bluluk,
 Pudak, Padma dan Bunga (Gambar 1). Kelapa Padma dan Bunga yang
 merupakan kelapa yang baru ditemukan di daerah desa Ngis dan Selumbung.
 Kelapa Pudak di Desa Selumbung batangnya yang bercabang lima seperti pohon
 pudak dan jumlah buah yang dihasilkan rata-rata 2 butir pertandan. Kriswiyanti
 (2013a) dalam penelitiannya menjelaskan kelapa yang batangnya bercabang
 disebut kelapa Ancak, jumlah percabangannya bermacam-macam ada bercabang
 2, 3, 4, 6 hingga 9. Warna daun dan tangkai daun kelapa Pudak kedua varietas
 hijau serta bentuk mahkota bulat. Pada penelitian Kriswiyanti (2014) menyatakan
 munculnya percabangan dikotom kerena terhambatnya perkembangan meristem
 pucuk bagian tengah sehingga terbentuk 2 pucuk meristem yang akan menjadi 2
 cabang dan seterusnya.
 Ciri dari kelapa Salak adalah kumpulan buahnya jika diamati seperti
 kumpulan buah salak, sehingga dinamakan kelapa Salak oleh masyarakat. Nama
 lain kelapa tersebut yaitu dengan nama kelapa Bluluk karena dilihat dari bunga
 betinanya seperti kumpulan buah bluluk dari pohon Aren. Ciri batang ada bole,
 jumlah bunga jantan sedikit dan bunga betina banyak pada kelapa ini, sehingga
 membedakan dengan kelapa lainnya. Warna daun dan tangkai daun hijau
 kekuningan, warna buah hijau kecoklatan dan bentuk buah agak lonjong. Kelapa
 Bluluk termasuk kelapa Dalam yang memiliki ciri pangkal batang membengkak
 (ada bole), jumlah buah yang dihasilkan rata-rata 5 butir pertandan, kelapa ini
 ditemukan di Desa Apit Yeh. Hasil penelitian Perera et al. (2008) menunjukkan
 bahwa secara genetik kelapa spicata tall mengalami mutasi pada jumlah
 kromosom 2n = 18-24, aneuploidy, sedangkan kelapa Dalam pada umumnya
 memiliki kromosom 2n = 32 (n=16), tetapi keduanya memiliki panjang kromosom
 sama.
 Ciri khas yang dimiliki kelapa Bunga adalah bunganya tidak pernah rontok
 sampai kering tetap menempel dipohonnya, warna tangkai daun hijau, daun
 berwana hijau kekuningan dan mahkota bulat. Kelapa Bunga termasuk kelapa
 Dalam yang memiliki ciri pangkal batang ada bole, jumlah buah yang dihasilkan
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 cukup banyak 7 butir pertandan dan bentuk buahnya bulat. Kelapa Bunga
 ditemukan di Desa Selumbung Kecamatan Manggis.
 Kelapa Padma memiliki karakteristik yang unik, buah kelapa seperti
 bentuk senjata Padma, senjata Dewa Siwa, karpel dari kelapa yang masih kecil
 (bungsil, bahasa Bali), kelapa muda (kuud, bahasa Bali) dan kelapa tua (wayah,
 bahasa Bali) tidak berkembang dengan baik. Warna tangkai daun dan daunnya
 berwarna hijau, bentuk mahkota bulat dan jumlah buah yang dihasilkan rata-rata 3
 butir/tandan. Kelapa ini merupakan tipe kelapa Dalam dengan ciri pangkal batang
 membesar (ada bole) dan ditemukan di kebun milik desa didekat pura Dalem Desa
 Adat Ngis. Menurut Bayu (2005) perubahan morfologi bunga dan penyimpangan
 morphologi lainnya akibat dari mutasi diluar inti sel yang biasanya disandikan
 oleh gen mitokondria. Hasil penelitian Hetharie et al. (2007) tentang karakter
 morfologi bunga dan buah abnormal pada kelapa sawit menunjukkan bahwa buah
 abnormal pada kelapa sawit diakibatkan adanya karpel tambahan pada bunga
 yang akan berkembang sampai fase buah.
 2.2. Penanda Molekuler
 Penanda molekuler yang pertama kali dikenal adalah penanda protein yang
 secara genetik dikenal sebagai penanda. Isoenzim adalah enzim-enzim yang
 terdiri dari molekul-molekul aktif yang memiliki struktur kimia yang berbeda
 tetapi mengkatalis reaksi yang sama. Enzim tersebut diproduksi berdasarkan
 kode-kode yang dikontrol oleh gen yang terdapat pada lokus yang berbeda atau
 lokus yang sama. Isoenzim merupakan produk langsung dari gen dan relatif bebas
 dari pengaruh lingkungan, sehingga dapat digunakan sebagai ciri genetik untuk
 mempelajari dan mangidentifikasi keragaman individu atau suatu kultivar
 (Sukmajaya et al., 1996). Meskipun penanda ini telah banyak digunakan dalam
 analisis genetik tanaman, namun dalam perkembangannya, penanda isozim masih
 sangat terbatas jumlahnya. Selain itu, beberapa sistem enzim tertentu dipengaruhi
 oleh regulasi perkembangan jaringan, yaitu hanya mengekspresikan suatu sifat
 pada jaringan tertentu. Kedua faktor tersebut merupakan kendala utama
 penggunaan penanda isozim dalam mengeksploitasi potensi genetik. Penggunaan
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 penanda isozim mempunyai keterbatasan yaitu umur tanaman berpengaruh
 terhadap pola pita yang dihasilkan. Disamping itu, penanda isozim menghasilkan
 polimorfisme yang terbatas, sehingga sulit untuk membedakan kultivar yang
 berkerabat dekat (Asins et al., 1995).
 Kajian keragaman genetik tanaman sangat erat kaitannya dengan kajian
 tentang gen, DNA dan kromosom. Seiring dengan perkembangan teknologi
 molekuler modern maka pengetahuan tentang DNA telah banyak dimanfaatkan
 dalam bidang biologi, kedokteran dan pemuliaan tanaman pertanian. DNA
 merupakan polimer dari asam nukleat yang tersusun dari nukleotida-nukleotida
 dan mengandung informasi genetik. DNA memiliki struktur kimia berupa
 makromolekul kompleks yang terdiri atas 3 macam molekul, yaitu gula pentosa
 (deoksiribosa), asam fosfat, dan basa nitrogen. DNA terdiri atas dua utas benang
 polinukleotida yang saling berpilin membentuk heliks ganda (double helix)
 (Susanti, 2003). Menurut Stryer (1988) basa nitrogen yang menyusun nukleotida
 yaitu purine dan pirimidin. Purine adalah basa nitrogen yang strukturnya berupa
 dua cincin, yang termasuk purine ialah adenin (A) dan guanin (G), sedangkan
 pirimidin ialah basa nitrogen yang strukturnya berupa satu cincin, yang termasuk
 pirimidin ialah sitosin (C) dan timin (T).
 Ilmu pengetahuan yang terus berkembang akibat zaman yang semakin
 maju, maka pada awal tahun 1980-an ditemukan teknologi molekuler yang
 berbasis pada DNA, penanda molekuler tersebut dapat menutupi kekurangan dari
 penanda isozim, karena dengan adanya penanda DNA yang langsung terintegrasi
 dengan sistem genetik lebih mencerminkan keadaan genom yang sesungguhnya.
 Penggunaan penanda DNA menawarkan alternatif analisis keragaman genetik
 (DNA Fingerprinting) yang lebih baik terutama mengkarakterisasi suatu populasi
 tanaman karena mampu menyediakan polimorfisme pita DNA dalam jumlah yang
 banyak, konsisten, dan tidak dipengaruhi oleh lingkungan (Barahima, 2006).
 Penanda molekuler merupakan teknik yang efektif dalam analisis genetik
 dan telah dimanfaatkan secara luas dalam program pemuliaan tanaman.
 Pemanfaatan penanda DNA sebagai alat bantu seleksi Marker Assisted Selection
 (MAS) lebih menguntungkan dibandingkan dengan seleksi secara fenotipik
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 (Thorman and Osborn, 1992). Seleksi dengan bantuan penanda molekuler
 didasarkan pada sifat genetik tanaman saja, tidak dipengaruhi oleh faktor
 lingkungan. Dengan demikian, kegiatan pemuliaan tanaman menjadi lebih tepat,
 cepat, dan relatif lebih hemat biaya dan waktu (Azrai, 2005).
 Seleksi berdasarkan karakter fenotipik tanaman di lapangan memiliki
 beberapa kelemahan seperti yang disarikan oleh Lamadji et al. (1999) di
 antaranya (1) memerlukan waktu yang cukup lama, (2) kesulitan memilih dengan
 tepat gen-gen yang menjadi target seleksi untuk diekspresikan pada sifat-sifat
 morfologi atau agronomi, (3) rendahnya frekuensi individu yang diinginkan yang
 berada dalam populasi seleksi yang besar, dan (4) fenomena pautan gen antara
 sifat yang diinginkan dengan sifat tidak diinginkan sulit dipisahkan saat
 melakukan persilangan. Pemilihan penanda yang akan digunakan dalam analisis
 genetik perlu mempertimbangkan tujuan yang diinginkan, sumber dana yang
 dimiliki, fasilitas yang tersedia, serta kelebihan maupun kekurangan masing-
 masing tipe penanda. Keberhasilan penggunaan suatu marka penyeleksi dalam
 kegiatan pemuliaan bergantung pada tiga syarat utama yang harus dipenuhi yaitu:
 1) tersedianya peta genetik dengan jumlah marka polimorfisme cukup memadai
 sehingga dapat mengidentifikasi QTL atau gen-gen target utama secara akurat. 2)
 marka terkait erat dengan QTL (Quantitative Trait Loci) atau gen target utama
 pada peta genetik yang sudah dikonstruksi, dan 3) kemampuan menganalisis
 sejumlah besar tanaman secara efektif. Jenis penanda molekuler yang dapat
 digunakan untuk mengungkapkan keragaman genetik tanaman sangat banyak,
 diantaranya STS, RAPD, SNPs, ekspresi gen, ISSR dan SSR.
 2.3. Mikrosatelit (Simple Sequence Repeat, SSR)
 DNA ruas berulang yang memiliki variasi paling tinggi dalam genom
 tanaman adalah fragmen dengan sekuen berulang sederhana atau pendek.
 Fragmen ini dikenal dengan nama minisatelit dan mikrosatelit. Minisatelit adalah
 DNA yang memiliki pengulangan dari basa-basa bergandeng antara 10-60 pasang
 basa, yang pada awal penemuannya banyak diaplikasikan pada genom manusia.
 Sedangkan Mikrosatelit (SSR) memiliki unit berulang lebih sedikit berkisar antara
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 1 - 6 pasang basa, terdapat dalam jumlah sangat banyak dan menyebar di dalam
 genom, dan banyak digunakan pada tanaman (Pandin, 2010)
 Variasi fragmen-fragmen ini biasanya merupakan hasil perubahan dalam
 jumlah kopi dari perulangan asal dan sering dikategorikan sebagai Variable
 Number of Tandem Repeats (VNTR). Karena level polimorfisme yang sangat
 tinggi dapat dideteksi dengan fragmen ini, VNTR diakui sebagai alat yang cocok
 untuk fingerprinting dan identifikasi kultivar tanaman (Karp et al., 1995).
 Fragmen ini juga dapat digunakan untuk mempelajari keragaman antar dan intra
 populasi, studi ekologi, menghitung jarak genetik, dan mempelajari evolusi
 tanaman (Perera et al., 2000).
 Mikrosatelit dikenal dengan beberapa nama seperti Simple Sequence
 Repeat (SSR), Simple Tandem Repeat (STR), Sequence Tagged Microsatelit Site
 (STMS), dan Simple Sequence Length Polimorphism (SSLP). Simple Sequence
 Repeat (SSR) memberikan kandungan informasi yang tinggi, pada umumnya
 single lokus, bersifat kodominan, membutuhkan jumlah DNA yang sangat sedikit,
 relatif sederhana, dan deteksi yang didasarkan pada PCR menandakan bahwa SSR
 merupakan alat ideal untuk banyak aplikasi genetika (Karp et al., 1995)
 Sekuen mikrosatelit DNA yang pendek dengan sekuen DNA pengapit
 bersifat conserved, memungkinkan mendesain primer untuk mengamplifikasi
 situs-situs spesifik menggunakan PCR. Jika primer-primer tersebut digunakan
 mengamplifikasi lokus-lokus SSR tertentu, maka setiap primer akan
 menghasilkan polimorfisme dalam bentuk perbedaan panjang hasil amplifikasi
 yang dikenal dengan SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism). Setiap
 panjang mewakili satu alel dari suatu lokus. Perbedaan panjang terjadi karena
 perbedaan jumlah unit pengulangan pada lokus-lokus SSR tertentu (Liu 1998).
 Keanekaragaman jumlah ulangan pada mikrosatelit dapat dideteksi dengan
 mengelektroforesis produk DNA hasil amplifikasi di dalam sekuen gel standar,
 yang dapat memisahkan fragmen- fragmen yang berbeda jumlah nukleotidanya
 (Pandin, 2010).
 Mikrosatelit DNA terdapat dalam jumlah banyak dan menyebar di dalam
 genom. Bentuk umum pengulangan mikrosatelit DNA (SSR) adalah pengulangan
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 dua basa secara sederhana seperti (CA)n; (AC)n; (GT)n; (GA)n; (CT)n; (CG)n;
 (GC)n; (AT)n; dan (TA)n, dalam hal ini n adalah jumlah pengulangan.
 Mikrosatelit dengan pengulangan 3-basa dan 4-basa ditemukan juga tetapi
 frekuensinya lebih rendah dibandingkan pengulangan 2-basa. Preston et al. (1999)
 menyatakan bahwa pengulangan SSR paling banyak adalah (AT)n diikuti oleh
 (A)n, (AG)n, (AAT)n, (AAC)n, (AGC)n, (AAG)n, (AATC)n, (AC)n bergantung
 pada jenis tanaman. Pada kelapa, sekuensing yang dilakukan pada 197 klon
 pustaka genom dari kelapa Tagnanan menunjukkan bahwa 75% mengandung
 sekuen DNA mikrosatelit dan 64% dari SSR tersebut adalah pengulangan 2-basa
 GA/CT, CA/GT dan GC/CG; 6% merupakan pengulangan 3-basa dan 30%
 merupakan pengulangan campuran (Rivera et al., 1999).
 Lokasi dari sekuen berulang sederhana seperti mikrosatelit yang terletak di
 antara gen atau yang bergandengan dengan suatu gen sangat penting, agar dapat
 digunakan sebagai penanda dari sifat yang disandi oleh gen tersebut. Beberapa
 fragmen sekuen berulang (SSR) yang terletak di dalam atau berdekatan dengan
 gen fungsional sudah ditemukan. Hal ini menunjukkan bahwa penanda
 mikrosatelit pada satu spesies mungkin saja dapat dimanfaatkan untuk
 menentukan informasi sekuen dari spesies lain (Pandin, 2010)
 Mikrosatelit dapat digunakan unutk menangani masalah keragaman
 genetik intraspesies dalam keanekaragaman hayati di Indonesia (Matra dan
 Nurmansyah, 2009). Pada tanaman bernilai ekonomi tinggi, teknik ini sangat
 potensial dikembangkan untuk tujuan pemuliaan. Penggunaan marka mikrosatelit
 dimulai sejak tahun 1999, telah banyak digunakan pada tanaman agronomi
 diantaranya talas, kacang tanah, karet, kapas, melon, manga, pinus, labu,
 mentimun dan kelapa (Pandin, 2010).
 Penanda DNA mikrosatelit 37 pasang lokus sudah digunakan oleh Teulat
 et al. (2000) untuk mengetahui keragaman genetik dari 14 populasi kelapa dari
 berbagai geografi dan menemukan keragaman genetik berkisar antara 0,47-0,90.
 Dua dari empat populasi kelapa Genjah memiliki genotif homozigot untuk semua
 lokus (37 SSR), hal ini sesuai dengan sifat kelapa yang reproduksi autogamous.
 Penelitian Perera et al. (2001) menunjukkan bahwa dari 33 pupulasi kelapa
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 (Cocos nucifera var. typical form. typica) di Sri Langka secara keseluruhan
 mempunyai tingkat keragaman genetik sangat tinggi (0,999). Tingginya variasi
 didalam populasi (99%) karena masing-masing individu kelapa lokal mempunyai
 genotif yang unik. Hubungan genetik antar varietas 94 kelapa terdiri dari 51
 kelapa Dalam dan 43 kelapa Genjah menggunakan 12 pasang lokus mikrosatelit
 didapatkan keragaman genetik rata-rata 0,647±0,139 dengan rata-rata keragaman
 genetik kelapa Dalam 0,703±0,125 dan 0,374±0,204 untuk kelapa Genjah (Perera
 et al., 2003).
 Penelitian Kumaunang dan Maskromo (2007) menunjukkan keragaman
 genetik 12 aksesi kelapa Dalam di Kebun Percobaan Mapanget rendah. Hasil
 analisis masing-masing aksesi memiliki kemiripan 100%, kecuali aksesi kelapa
 Dalam Pungkol yang memiliki kemiripan 60%. Dasanayaka et al. (2009)
 mengidentifikasi hubungan genetik dari 43 aksesi yang sudah dikonservasi secara
 ex-situ dengan menggunakan 16 pasang lokus. Penelitian Rajesh el al. (2008)
 menunjukkan tingginya perbedaan populasi pada 26 aksesi kelapa di Andaman.
 Heterozigositas tinggi didapat pada aksesi kelapa Dalam. Kumar et al. (2011)
 menemukan tingkat kemiripan 0,7654 pada aksesi dari Genjah Papua dan Dalam
 Kirinama. Penelitian Ribeiro et al. (2010) tentang struktur 195 tanaman dari 10
 populasi kelapa di Brasil dengan menggunakan 13 pasang lokus didapatkan total
 68 alel, range 2-13 per lokus dengan rata-rata 5,23. Rata-rata keragaman genetik
 0,459 dan heterozigositas teramati 0,443. Penelitian Xiao et al. (2013) tentang
 keragaman genetik aksesi kelapa dari Asia Tenggara sebesar 0,453 dibandingkan
 dengan ragam genetik aksesi kelapa dari Cina sebesar 0,394.
 2.4. Ekstraksi DNA
 Langkah utama ekstraksi DNA ialah perusakan dinding sel (lisis),
 pemurnian DNA yaitu pemisahan DNA dari bahan padat seperti protein dan
 selulosa (Nicholl, 1993; Surzycki 2000). Metode CTAB (Cetyl Trimethyl
 Ammonium Bromide) dalam ekstraksi merupakan metode yang paling sering
 digunakan untuk tanaman yang banyak mengandung senyawa polifenol dan
 polisakarida (Lumaret et al. 1998; Jose dan Usha, 2000). CTAB merupakan
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 detergen yang dapat mendenaturasi protein, memisahkan karbohidrat, dan dapat
 mendegradasi dinding sel (Santoso, 2005). Menurut Purwantara (2001) CTAB
 merusak membran sel, bila dinding sel mengalami degradasi maka isi sel akan
 keluar termasuk DNA dan dilepas ke dalam buffer ekstraksi.
 Komposisi buffer ekstraksi ialah EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic
 Acid), NaCl, Tris-HCl, PVP (Polyvinylpyrollidone), dan β-mercaptoethanol.
 EDTA berfungsi sebagai senyawa pengkelat yang dapat mengikat ion Mn atau
 Mg (magnesium) (Sudarsono, 1996). NaCl memiliki fungsi untuk menghilangkan
 polisakarida dan menetralkan molekul DNA. Tris-HCl berfungsi untuk
 memudahkan DNA bercampur dengan supernatan. Merkaptoetanol dapat
 mencegah oksidasi senyawa fenolik sehingga dapat menghambat radikal bebas
 yang dihasilkan oleh oksidasi fenol terhadap nukleat (Wilkins and Smart, 1996).
 Menurut Milligan (1992) merkaptoetanol memiliki fungsi untuk melindungi RNA
 dari senyawa quinon, disulphide, peroksida, poliphenoksidase, dan protein. Proses
 pemanasan yang pertama memiliki tujuan untuk melarutkan CTAB dan
 mercaptoethanol, sedangkan pemanasan kedua saat inkubasi pada suhu 65˚C
 tujuannya untuk mendegradasi dinding sel dan protein.
 Kloroform dan isoamilalkohol (CIAA) memiliki fungsi untuk
 mengendapkan dan mengekstrak polisakarida di dalam buffer ekstraksi yang
 dapat mengkontaminasi larutan DNA. Purwantara (2001) menyatakan bahwa
 penambahan isopropanol agar terjadi dehidrasi DNA sehingga menyebabkan
 terjadinya presipitasi, sedangkan penambahan etanol berfungsi untuk mencuci
 pellet setelah itu dikeringanginkan yang bertujuan untuk mengeringkan pellet dari
 sisa-sisa buffer maupun etanol.
 2.5. Elektroforesis DNA
 Teknik yang digunakan untuk pemisahan dan pemurnian suatu
 makromolekul khususnya seperti asam nukleat dan protein berdasarkan perbedaan
 ukurannya disebut dengan elektroforesis. Metode elektroforesis ini adalah metode
 yang paling sering digunakan dalam percobaan biologi molekuler dan biokimia
 (Magdeldin, 2012).
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 Menurut Jean (2010) elektroforesis gel agarosa ialah teknik yang paling
 baik dan paling sering digunakan di laboratorium untuk menganalisis DNA dan
 protein. Elektroforesis gel dapat memisahkan makromolekul berdasarkan laju
 perpindahannya melewati suatu gel yang berada pengaruh medan listrik, sehingga
 elektroforesis gel dapat memisahkan suatu campuran molekul DNA menjadi pita-
 pita yang masing-masing terdiri dari molekul DNA yang panjangnya sama
 (Campbell, 2002).
 Prinsip kerja elektroforesis ialah apabila molekul DNA bermuatan negatif
 jika dilewatkan melalui suatu medium yaitu agarose, lalu dialiri arus listrik maka
 molekul tersebut akan bermigrasi melalui matriks gel menuju ke kutub yang
 positif. Apabila makin besar ukuran molekulnya, maka makin lambat laju
 migrasinya. Berat molekul suatu fragmen DNA dapat diperkirakan dengan
 membandingkan laju migrasinya dengan laju migrasi fragmen molekul DNA
 standard (DNA marker) yang telah diketahui ukurannya. Visualisasi DNA dapat
 dilakukan di bawah paparan sinar ultraviolet setelah terlebih dahulu saat
 pembuatan gel ditambahkan dengan larutan etidium bromide atau dapat juga
 melihat visualisasi DNA dengan gel direndam dalam larutan etidium bromide
 sebelum dipaparkan diatas sinar ultraviolet (Dwidjoseputro 1998; Tarigan, 2011).
 2.6. PCR (Polymerase Chain Reaction)
 PCR (Polymerase Chain Reaction) merupakan proses penggandaan DNA
 secara in vitro dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen
 dengan molekul DNA target. Reaksi PCR dibantu oleh enzim polimerase dan
 oligonukleotida yang berperan sebagai primer. Selain enzim polimerase juga
 dibutuhkan dNTPs (Deoxynukleotide Triphosphates) yang terbagi atas dATP
 (nukleotida berbasis Adenin), dCTP (nukleotida berbasis Sitosin), dGTP
 (nukleotida berbasis Guanin ) dan dTTP (nukleotida berbasis Timin) (Muladno,
 2002). Kusuma (2010) menyatakan bahwa proses amplifikasi PCR melibatkan
 variasi suhu yang akan mendekati titik didih air, maka diperlukan enzim
 polimerase yang tetap stabil dalam temperatur tinggi. Pada proses PCR, enzim
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 polimerase yang digunakan ialah dari bakteri Thermophillus aquaticus (Taq) yang
 dapat hidup pada suhu 90˚C.
 Dalam proses PCR terdapat tiga tahap pengulangan, yaitu
 1. Denaturasi
 Pada tahap denaturasi molekul DNA dipanaskan sampai suhu 94˚C yang
 dapat menyebabkan terjadinya pemisahan untai ganda DNA menjadi untai DNA
 tunggal. Untai DNA yang tunggal inilah yang akan menjadi cetakan bagi untai
 DNA baru yang akan dibuat (Kusuma, 2010).
 Gambar 1. Untai DNA mengalami denaturasi (Madej, 1991)
 2. Penempelan (Annealing)
 Primer akan menuju daerah yang spesifik yang komplemen dengan
 urutan primer. Pada proses annealing ini, ikatan hidrogen akan terbentuk antara
 primer dengan urutan komplemen pada template selama 1-2 menit. Ini terjadi
 pada suhu antara 45–60°C. Penempelan ini bersifat spesifik. Suhu yg tidak tepat
 menyebabkan tidak terjadinya penempelan atau primer menempel di sembarang
 tempat (Kusuma, 2010).
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 Gambar 2. Penempelan primer dengan untai DNA yang telah terdenaturasi
 (Madej, 1991)
 3. Pemanjangan (Ektension)
 Setelah primer menempel pada untai DNA target, enzim DNA Taq
 polimerase akan memanjangkan sekaligus membentuk DNA yang baru dari
 gabungan antara primer, DNA cetakan dan nukleotida (Kusuma, 2010)
 Gambar 3. Perpanjangan DNA secara semi-konservatif (Madej, 1991)

Page 18
                        

21
 Gambar 4. Proses amplifikasi DNA target (Madej, 1991)
 Ketiga tahap tersebut dilakukan pengulangan, maka untai DNA baru yang
 dibentuk kembali akan mengalami mengalami proses denaturasi, penempelan dan
 pemanjangan untai DNA menjadi untai DNA yang baru. Pengulangan proses PCR
 tersebut akan menghasilkan amplifikasi DNA cetakan baru secara eksponensial
 (Kusuma, 2010).
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