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Kelapa kopyor (KC) merupakan tanaman perkebunan bernilai ekonomis
tinggi. Namun demikian, tingginya serangan hama dan penyakit,
perubahan peruntukan lahan ataupun ancaman bencana alam dapat
menyebabkan hilangnya keragaman genetika KC. Dalam penelitian ini
dilaporkan hasil analisis keragaman genetika KC secara molekuler.
Sampel penelitian yang digunakan terdiri atas 12 varietas atau aksesi KC
dan 1 varietas KC hibrida dengan masing-masing digunakan 1 sampai 4
pohon. DNA masing-masing sampel diekstak menggunakan metode CTAB,
kemudian diamplifikasi menggunakan teknik RAPD dan SSR. 30 marka
molekul RAPD dan 10 marka molekul SSR digunakan pada penelitian ini.
DNA hasil PCR dianalisis menggunakan Microchip Electrophoresis-202
MultiNA. Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Genalex 6.51.
Analisis Kluster dibuat berdasarkan pengelompokkan Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) dan indeks kesamaan
dihitung menggunakan Koefisien Jaccard. Visualisasi Dendrogram dan
Principal Coordinat Analysis (PCoA) dibuat menggunakan Software
Paleontological Statistic 4.03. Hasil penelitian menunjukkan bahwa marka
OPA 3 (RAPD) mampu memisahkan varietas KC genjah dengan KC
dalam. KC genjah memiliki hasil amplifikasi sebanyak 4 pita dengan
ukuran 200 bp, 235 bp, 325 bp, dan 400 bp, sedangkan KC dalam memiliki
pita berukuran 130 bp, 200 bp, 235 bp, 325 bp, dan 400 bp. Dengan marka
CnCirA9 (SSR), KC genjah memiliki pita DNA sebanyak 1 pita yaitu 70 bp,
sedangkan KC dalam memiliki pita DNA hasil amplifikasi dengan ukuran
bervariasi antara 70 bp, 80 bp, ataupun memiliki keduanya. Hasil
penelitian juga menunjukkan bahwa secara molekuler nilai heterogenitas
KC genjah lebih rendah dibandingkan dengan nilai heterogenitas KC
dalam baik menggunakan pendekatan RAPD maupun SSR.
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1. PENDAHULUAN

Kelapa kopyor merupakan salah satu produk perkebunan yang memiliki nilai ekonomis tinggi karena
harganya bisa 10 kali lipat lebih besar dibandingkan kelapa normal (Antu et al., 2020). Namun demikian,
adanya perubahan penggunaan lahan, tingginya serangan hama dan penyakit, dan ancaman bencana alam dapat
membuat keragaman genetika kelapa kopyor berkurang atau bahkan hilang (Asril et al., 2022). Oleh karena itu,
upaya konservasi kelapa Kopyor telah dilakukan dalam rangka mempertahankan keragaman genetika kelapa
Kopyor. Keragaman genetika tanaman dapat membantu populasi dalam menghadapi penyakit, hama, perubahan
iklim, ataupun kondisi stress lainnya (Chung et al., 2023). Salah satu langkah penting dalam konservasi adalah

Proceedings homepage: https://conferenceproceedings.ump.ac.id/pspfs/issue/view/39



https://conferenceproceedings.ump.ac.id/pspfs/issue/view/39
https://doi.org/10.30595/pspfs.v8i.1479
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:irfanabdulfatah071@gmail.com

ISSN: 2808-7046 93

pengumpulan informasi keragaman genetika baik secara fenotipik maupun secara genetik dari tanaman yang di
konservasi. Analisis kekaragaman genetik umumnya dilakukan berdasarkan penanda morfologi, biokimia, dan
molekuler (Rajesh et al., 2015).

Penanda morfologi memiliki kelebihan berupa mudah diamati, dan murah tetapi polimorfisme yang
dihasilkan sedikit, heritabilitas rendah, serta dipengaruhi oleh tahap perkembangan dan kondisi lingkungan
(Rajesh et al., 2015). Penanda biokimia memiliki kelebihan bersifat kodominan, serta relatif mudah dikerjakan
tetapi polimorfisme yang dihasilkan relatif sedikit serta dapat dipengaruhi oleh berbagai metode ekstraksi,
jaringan tanaman, serta berbagai tahap pertumbuhan tanaman (Mondini et al., 2009). Untuk melengkapi
kekurangan pada penanda Morfologi dan Biokimia maka digunakan penanda Molekuler. Meskipun penanda ini
membutuhkan biaya yang besar, tetapi hasil yang didapatkan memiliki keakuratan yang tinggi, polimorfisme
tinggi, dan tidak terpengaruh oleh lingkungan (Maskromo et al., 2015). Diantara berbagai jenis penanda
molekuler, terdapat 2 penanda yang banyak digunakan untuk menganalisis keragaman genetik pada kelapa yaitu
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) dan Simple Sequence Repeats (SSR).

Penggunaan kedua penanda tersebut pada analisis keragaman genetik untuk saling melengkapi karena
RAPD bersifat dominan dan acak, sementara SSR bersifat Kodominan, menargetkan lokus tertentu, dan
polimorfisme tinggi (Ramesh et al., 2020). Sampai saat ini penelitian tentang keragaman genetika kelapa kopyor
terutama menggunakan penanda molekuler masih terbatas. Penelitian sebelumnya pernah dilakukan
menggunakan penanda SSR oleh Maskromo et al (2015) pada 3 varietas Kopyor Genjah Pati dan Rahayu et al
(2022) pada populasi Kelapa Kopyor Puan Kalianda. Namun, seiring bertambahnya varietas kelapa Kopyor
yang ada seperti Genjah Hijau Cungap Merah, Kopyor Dalam Sumenep, dan Kopyor Dalam Pati, maka
diperlukan penelitian yang lebih lanjut untuk menganalisis keragaman genetika kelapa Kopyor pada semua
varietas. Oleh karena itu, penelitian ini akan menganalisis keragaman genetika kelapa Kopyor menggunakan
penanda RAPD dan SSR.

2. METODE PENELITIAN
Bahan Tanaman
Sampel Kelapa Kopyor yang digunakan berjumlah 33 individu dari 13 varietas yang diambil dari Kebun
Plasma Nutfah Kelapa Kopyor Universitas Muhammadiyah Purwokerto (Tabel 1). Jumlah pohon pada masing-
masing varietas berkisar antara 1 hingga 4 pohon.
Tabel 1. Varietas kelapa kopyor yang digunakan

No Varietas Nomor Pohon Simbol Tipe
1 KCM 1 Genjah
1 Kopyor Cungap Merah 2 KCM 2 Genjah
11 KCM 11 Genjah
1 GKS 1 Genjah
2 Genjah Kuning Sinumpur 6 GKS 6 Genjah
7 GKS 7 Genjah
. .. . 2 GHS 1.2 Genjah
3 Genjah Hijau Sinumpur 1 4 GHS 1.4 Genjah
5 GHS 2.5 Genjah
4 Genjah Hijau Sinumpur 2 6 GHS 2.6 Genjah
7 GHS 2.7 Genjah
. . 7 GCS 1.7 Genjah
5 | Genjah Coklat Sinumpur 1 3 GCS 18 Genjah
2 GCS 2.2 Genjah
6 | Genjah Coklat Sinumpur 2 3 GCS 2.3 Genjah
5 GCS 2.5 Genjah
1 GMS 1 Genjah
7 Genjah Merah Sinumpur 2 GMS 2 Genjah
3 GMS 3 Genjah
. 7 KPK 7 Dalam
8 Puan Kalianda 16 KPK 16 Dalam
9 Dalam Sumenep 2 DS 2 Dalam
10 Dalam Banyumas 1 1 DB 1 Dalam
3 DB 3 Dalam
11 Dalam Banyumas 13 DB 13 Dalam
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No Varietas Nomor Pohon Simbol Tipe
5P DB5P Dalam
6P DB6P Dalam

1 DP1 Dalam

12 Dalam Pati 2 DP 2 Dalam

5 DP 5 Dalam
9 H9 Hibrida

13 Hibrida (GKS 2 x DB5P) 37 H 37 Hibrida

38 H 38 Hibrida

Ekstraksi DNA

DNA diisolasi dengan metode CTAB dengan prosedur yang dipublikasikan oleh Doyle & Doyle (1987).
DNA Amplifikasi dan Elektroforesis

DNA Amplifikasi dilakukan menggunakan Thermal Cycler Eppendorf. Primer RAPD yang digunakan
berjumlah 30 primer yaitu OPA (1 sd 10), OPB (1 sd 10), dan OPBA (1-10). Primer SSR yang digunakan
berjumlah 12 primer yaitu Cn Cir A3, Cn Cir A9, Cn Cir B6, Cn Cir B12, Cn Cir C7, Cn Cir C12, Cn Cir E2,
Cn Cir E10, Cn Cir E12, Cn Cir F2, Cn Cir G11, dan Cn Cir H7. Primer-primer tersebut kemudian diseleksi
untuk memilih primer yang dapat membedakan kelapa kopyor genjah dan kopyor dalam. PCR dilakukan dengan
mencampurkan pl MyTagTM One-Step RT-PCR Kit, ddH20O, Primer, dan sampel. Pada RAPD, Denaturasi
dilakukan pada suhu 95°C selama 15 detik, Annealing 31°C selama 15 detik, dan Extension 72°C selama 10
detik. Pada SSR, Denaturasi dilakukan pada suhu 95°C selama 15 detik, Annealing 54°C selama 30 detik, dan
Extension 72°C selama 30 detik. Elektroforesis dilakukan menggunakan Microchip Electrophoresis-202
MultiNA Shimadzu.
Analisis Data

Hasil elektroforesis dianalisis dengan memberikan skor 1 untuk kehadiran pita DNA dan O untuk tidak
adanya pita DNA. Parameter yang diamati yaitu Indeks Informasi Shannon (1), Heterozigositas yang diharapkan
(He), dan Heterozigositas yang teramati (Ho). Parameter tersebut dianalisis menggunakan Software Genalex
6.51. Analisis Kluster dibuat berdasarkan pengelompokkan Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean (UPGMA) dan indeks kesamaan dihitung menggunakan Koefisien Jaccard. Visualisasi Dendrogram dan
Scatter Plot untuk Principal Coordinat Analysis (PCoA) dibuat menggunakan Software Paleontological Statistic
4.03.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Seleksi Primer

Seleksi primer dilakukan pada kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam untuk memilih primer
yang dapat membedakan keduanya. Hasil elektroforesis seleksi primer RAPD disajikan dalam Gambar 1 dan
seleksi primer SSR disajikan dalam Gambar 2. Hasil menunjukkan bahwa 2 primer RAPD (OPA 3 dan OPBA
6) dan 3 primer SSR (Cn Cir A9, Cn Cir B12, dan Cn Cir E10) dapat membedakan kelapa kopyor dalam dan
kelapa kopyor genjah. Oleh karena itu, primer tersebut akan digunakan untuk menganalisis keragaman genetika
kelapa kopyor pada penelitian ini.
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Gambar 1. Seleksi primer RAPD yang diujikan pada varietas kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam
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Gambar 2. Seleksi primer SSR yang diujikan pada varietas kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam

Analisis RAPD

3 primer RAPD yang diujikan pada 33 individu kelapa kopyor dari 13 varietas berhasil mengamplifikasi
segmen DNA pada varietas kelapa kopyor. Pita hasil amplifikasi menunjukkan polimorfisme dan dapat
digunakan untuk membedakan kelapa Kopyor Genjah, Dalam, dan Hibrida. Primer OPA 3 merupakan primer
RAPD yang paling konsisten dalam membedakan kelapa kopyor genjah dan kopyor dalam. Hasil Elektroforesis
RAPD menggunakan OPA 3 disajikan dalam Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil elektroforesis RAPD menggunakan primer OPA 3

Primer OPA 3 mengamplifikasi 5 pita DNA dengan ukuran 130 bp, 200 bp, 235 bp, 325 bp, dan 400 bp.
Kelapa kopyor genjah dengan kelapa kopyor dalam memiliki perbedaan pada pita DNA yang berukuran 130 bp.
Semua varietas kelapa kopyor dalam memiliki pita DNA dengan ukuran 130 bp, sedangkan semua varietas
kelapa kopyor genjah tidak memilikinya. Primer OPBA 6 mengamplifikasi 4 pita DNA dengan ukuran 200 bp,
230 bp, 295 bp, dan 385 b. Kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam memiliki perbedaan pada pita DNA
yang berukuran 200 bp dan 230 bp. Semua varietas kelapa kopyor genjah memiliki pita DNA dengan ukuran
200 bp dan 230 bp, sedangkan kehadiran 2 pita tersebut pada kelapa kopyor dalam bervariasi yaitu hanya salah
satu dari keduanya ataupun keduanya tidak teramplifikasi. Sementara itu, pola pita DNA pada kelapa kopyor
hibrida memiliki persamaan yang lebih besar dengan pola pita DNA pada kelapa kopyor genjah. Sementara itu,
primer OPA 10 mengamplifikasi 5 dengan ukuran 115 bp, 150 bp, 230 bp, 335 bp, dan 400 bp.

Persentase lokus polimorfisme, Indeks informasi Shannon, dan Heterozigositas yang diharapkan pada
kelapa kopyor genjah memiliki nilai berturut-turut 1,59%, 0,008, dan 0,005 (Tabel 2). Nilai tersebut lebih kecil
dibandingkan nilai pada kelapa kopyor dalam yaitu 8,89%, 0,051, dan 0,034. Hal tersebut menunjukkan bahwa
nilai heterozigositas pada kelapa kopyor genjah lebih kecil dibandingkan kelapa kopyor dalam. Hal ini
disebabkan karena perilaku reproduksi mereka dimana kelapa kopyor genjah melakukan penyerbukan sendiri
sedangkan kelapa kopyor dalam melakukan penyerbukan silang (Upadhyay et al., 2004).

Tabel 2. Nilai Persentase Lokus Polimorfisme (%P), Indeks Informasi Shannon (1), dan Heterozigositas yang
Diharapkan (He) pada kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam.

Varietas %P ' He
Kopyor Genjah 1,59% 0,008 0,005
Kopyor Dalam 8,89% 0,051 0,034
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Analisis SSR

3 primer SSR yang diujikan pada sampel yang sama berhasil mengamplifikasi segmen DNA pada
varietas kelapa kopyor. Pita hasil amplifikasi menunjukkan polimorfisme dan dapat digunakan untuk
membedakan kelapa Kopyor Genjah, Dalam, dan Hibrida. Primer Cn Cir A9 merupakan primer SSR yang
paling konsisten dalam membedakan kelapa kopyor genjah dan kopyor dalam. Hasil Elektroforesis SSR

menggunakan Cn Cir A9 disajikan dalam Gambar 4.
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Primer Cn Cir A9 mengamplifikasi 4 pita DNA dengan ukuran 70 bp, 80 bp, 120 bp, dan 130 bp.
Kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam memiliki perbedaan pada pita DNA yang berukuran 70 bp dan
80 bp. Semua kelapa kopyor genjah memiliki pita DNA dengan ukuran 70 bp, sedangkan kelapa kopyor dalam
bervariasi yaitu hanya memiliki pita berukuran 70 bp, hanya memiliki pita berukuran 80 bp, ataupun memiliki
kedua pita tersebut. Kelapa kopyor hibrida menunjukkan kombinasi dari kedua induk yaitu memiliki pita
berukuran 70 bp dan 80 bp dan memiliki 2 pita band unik yang membedakan dari kedua induknya berukuran
120 bp dan 130 bp. Primer Cn Cir E10 mengamplifikasi 3 pita DNA dengan ukuran 175 bp, 185 bp, dan 195 bp.
Sementara itu, Cn Cir B12 mengamplifikasi pita DNA dengan ukuran 100 bp dan 120 bp.

Hasil analisis penanda SSR juga menunjukkan hasil yang sama dengan penanda RAPD dimana kelapa
kopyor genjah memiliki nilai keragaman genetika yang lebih rendah dibandingkan dengan kopyor dalam
berdasarkan nilai persentase lokus polimorfisme, Indeks Informasi Shannon, Heterozigositas yang teramati, dan
heterozigositas yang diharapkan (Tabel 3). Nilai parameter tersebut pada kelapa kopyor genjah secara berturut-
turut 4,76%, 0,030, 0,000, dan 0,021, sedangkan pada kelapa kopyor dalam berturut-turut 40,00%, 0,244, 0,189,
dan 0,169.

Tabel 3. Nilai Persentase Lokus Polimorfisme (%P), Indeks Informasi Shannon (1), Heterozigositas yang
teramati (Ho), dan Heterozigositas yang Diharapkan (He) pada kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam.

Varietas %P [ Ho He
Kopyor Genjah 4,76% 0,030 0,000 0,021
Kopyor Dalam 40,00% 0,244 0,189 0,169

Secara umum hasil analisis menggunakan penanda RAPD dan SSR sesuai dengan penelitian sebelumnya
yang dilakukan oleh Perera et al (2000), Teulat et al (2000), Meerow et al (2003), Devakumar et al (2006),
Rajesh et al (2008), Dasanayaka et al (2009), dan Riangwong et al (2020) yang menyatakan bahwa tingkat
keragaman pada populasi kelapa dalam lebih tinggi dibandingkan dengan kelapa genjah. Perilaku kelapa dalam
yang melakukan penyerbukan silang diduga menjadi penyebab keragaman yang tinggi pada kelapa dalam
dibandingkan dengan kelapa genjah yang melakukan penyerbukan sendiri (Upadhyay et al., 2004).

Analisis Kluster dan Principal Coordinate Analysis (PCoA)

Analisis Kluster menggunakan pengelompokkan UPGMA disajikan pada Gambar 5. Dendrogram
berdasarkan RAPD dan SSR menunjukkan hasil yang sama yaitu memisahkan kelapa kopyor genjah dan kelapa
kopyor dalam ke dalam kelompok yang berbeda. Kedua Dendrogram memisahkan populasi kelapa kopyor
menjadi 2 kelompok utama. Kelompok | terdiri dari semua varietas kelapa kopyor dalam dan kopyor hibrida.
Kelompok 1l terdiri dari semua varietas kelapa kopyor genjah. Hasil tersebut sesuai dengan penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Perera et al (2000), Meerow et al (2003), Upadhyay et al (2004), dan Rajesh et
al (2008) yang menemukan bahwa kelapa genjah dan kelapa dalam terpisah dalam kelompok yang berbeda pada
analisis Kluster.
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Tergabungnya Kelapa kopyor hibrida ke dalam kelompok kelapa kopyor dalam menunjukkan bahwa
varietas hibrida yang digunakan terkonfirmasi sebagai hibrida dari kedua induknya karena kopyor hibrida
mengikuti sifat induknya yang jantan (kopyor dalam). Pada Dendrogram berdasarkan RAPD, jarak kesamaan
genetik pada semua pasangan berkisar antara 0,625 hingga 1, sedangkan jarak kesamaan genetik pada
Dendrogram berdasarkan SSR pada semua pasangan berkisar antara 0,167 hingga 1.

Cluster | Cluster |

Cluster Il

Cluster Il

Gambar 5. Dendrogram dengan pengelompokkan UPGMA pada populasi kelapa kopyor berdasarkan penanda
RAPD (kiri) dan berdasarkan penanda SSR (kanan)

Scatter Plot Principal Coordinate Analysis ditunjukkan pada gambar 6. Hasil Scatter Plot berdasarkan
penanda RAPD dan SSR menunjukkan pengelompokan yang sama dengan Dendrogram UPGMA dimana
kelapa Kopyor Dalam dan Kelapa Kopyor Genjah terpisah pada kelompok yang berbeda. Kedua Scatter Plot
juga membagi populasi kelapa kopyor menjadi 2 kelompok utama. Kelompok | terdiri dari semua varietas
kelapa kopyor dalam dan kopyor hibrida. Sementara itu, kelompok Il terdiri dari semua varietas kelapa kopyor
genjah.
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Gambar 6. Scatter Plot Principal Coordinate Analysis berdasarkan penanda RAPD (kiri) dan berdasarkan
penanda SSR (kanan)

Caordinate 1

Varietas kelapa kopyor genjah cenderung bertumpuk dan memiliki persebaran yang lebih sempit. Hal
tersebut menunjukkan bahwa varietas kelapa kopyor genjah memiliki kesamaan genetik yang besar. Sementara
itu, kelapa kopyor dalam memiliki pola persebaran yang lebih luas. Hal ini dikarenakan keragaman pada
kelompok kopyor dalam lebih tinggi dibandingkan dengan kopyor genjah. Penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Meerow et al (2003), Upadhyay et al (2004), Dasanayaka et al (2009), dan Riangwong et al
(2020) juga telah mengungkap bahwa kelapa dalam memiliki pola persebaran yang lebih luas dan menyeluruh
dibandingkan dengan kelapa genjah.
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4. SIMPULAN

Berdasarkan primer OPA 3, kelapa kopyor genjah dengan kelapa kopyor dalam memiliki perbedaan pita
DNA yang berukuran 130 bp. Berdasarkan primer OPBA 6, kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam
memiliki perbedaan pada pita DNA yang berukuran 200 bp dan 230 bp. Berdasarkan primer Cn Cir A9, kelapa
kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam memiliki perbedaan pada pita DNA yang berukuran 70 bp dan 80 bp.
Kelapa kopyor genjah memiliki nilai keragaman genetika yang lebih rendah dibandingkan dengan kopyor
dalam. RAPD maupun SSR mampu memisahkan kelapa kopyor genjah dan kelapa kopyor dalam ke dalam
kelompok yang berbeda. Varietas kelapa kopyor genjah cenderung bertumpuk dan memiliki persebaran yang
lebih sempit dibandingkan dengan kelapa kopyor dalam yang memiliki persebaran yang lebih luas. Penelitian ini
diharapkan dapat menjadi dasar pemuliaan tanaman kelapa khususnya kelapa Kopyor.
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