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Ringkasan

Kontribusi hutan tanaman rakyat saat ini semakin penting,
yaitu mencapai 46% bagi pemenuhan kebutuhan bahan baku
industri kayu nasional. Kayu sengon mendominasi hutan
tanaman rakyat terutama di Jawa karena pohon sengon mudah
beradaptasi dengan lingkungan yang ada, merupakan pohon
legum yang multiguna, di samping pemanfaatan kayu, daunnya
juga dapat menjadi pakan ternak, serta pada struktur akarnya
seringkali ditemukan bintil-bintil akar yang dapat menyuburkan
tanah. Akan tetapi, keberadaan hutan tanaman sengon
monokultur yang melimpah ini telah mendatangkan serangan
hama penggerek batang boktor dan penyakit karat tumor
yang melanda hampir seluruh populasi sengon di Jawa secara
bersama-sama. Upaya pengendalian hama boktor dan penyakit
karat tumor ini sudah diupayakan sejak mulai timbulnya
pandemi, tetapi metode pengendalian yang efektif dan efisien
belum ditemukan. Bila tidak dikendalikan maka hama boktor
dan penyakit karat tumor ini dapat merusak pertanaman hingga
70%. Hal tersebut menimbulkan pemikiran untuk menanam
jenis sengon unggul yang resisten terhadap serangan hama dan
penyakit tersebut melalui program pemuliaan pohon sengon.
Program pemuliaan pohon konvensional mempunyai kendala
berupa umur pohon yang panjang, serta membutuhkan lahan
yang luas untuk penanaman uji coba dan dengan demikian dana
yang diperlukan juga besar. Oleh karena itu, proses pemuliaan
perlu dipersingkat dan dibantu dengan teknologi baru, seperti
teknik molekuler, genomik-transkriptomik serta bioteknologi.

Pengamatan di lapang menunjukkan bahwa meskipun hampir
semua individu pohon sengon terserang hama dan penyakit
tersebut di atas, terdapat individu-individu yang relatif
resisten, bahkan bebas dari hama dan penyakit tersebut. Hal
ini dimungkinkan karena populasi sengon di Jawa mempunyai



keragaman genetik yang cukup besar sebagai modal dasar
seleksi. Individu yang resisten terhadap hama boktor ternyata
mempunyai mekanisme pertahanan biokimia, di antaranya
adalah mempunyai aktivitas inhibitor enzim yang lebih
tinggi dibandingkan yang rentan. Demikian pula individu
yang resisten terhadap penyakit karat tumor juga mempunyai
kandungan metabolit sekunder yang lebih banyak dibandingkan
yang rentan, sebagai pertahanan terhadap serangan penyakit
karat tumor. Pendekatan genomik-transkriptomik berhasil
mengungkapkan bahwa resistensi terhadap hama dan penyakit
melibatkan banyak gen yang terkait dengan metabolit sekunder
maupun adaptasi tanaman dengan lingkungan, baik biotik
maupun abiotik dengan pembentukan multi-transkrip dan pola
ekspresi yang rumit.

Dengan kerumitan-kerumitan tersebut, program pemuliaan
pohon sengon untuk resistensi terhadap hama boktor dan
penyakit karat tumor disarankan untuk menerapkan metode
“genome wide selection” menggunakan penanda SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) dalam jumlah yang cukup banyak
serta tersebar pada seluruh genom tanaman sengon. Beberapa
penanda SNP yang telah dikembangkan dan diujikan pada
sejumlah kecil individu pohon menunjukkan bahwa penanda
tersebut dapat digunakan untuk membantu mempercepat
program pemuliaan pohon sengon unggul yang resisten
terhadap hama boktor dan penyakit karat tumor.
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Pendahuluan

Penurunan sumber daya dan produksi hutan alam

Hutan hujan tropis Indonesia merupakan yang terbesar ketiga
di dunia setelah Brazil dan Kongo dengan luasan mencapai
126 juta hektare atau 10% dari total luas hutan di dunia
(KLHK 2021). Sampai dengan awal tahun 1990-an sektor
kehutanan masih memberikan kontribusi terhadap pendapatan
nasional ke-2 terbesar setelah migas dan urutan ke-3 di bawah
migas dan tekstil. Selama krisis ekonomi, sektor kehutanan
masih memberikan kontribusi yang signifikan. Pada tahun
1999/2000 devisa yang diperoleh dari aktivitas kehutanan
antara lain US$ 84,02 juta dari pulp dan US$ 93,99 juta dari
paper, serta devisa dari ekspor kayu olahan selama lima tahun
terakhir sebesar US$ 28,12 juta untuk kayu gergajian dan
USS$ 2.720,33 juta untuk kayu lapis (Pusat Rencana Kehutanan
Departemen Kehutanan RI 2001).

Namun pada tahun 2000-an, produksi kayu dari hutan alam
terus mengalami penurunan. Sebagai contoh, kinerja produksi
Izin Usaha Pemanfaatan Hasil Hutan Kayu Hutan Alam
(IUPHHK-HA) pada 2 tahun berturut-turut, kontribusinya
dalam memenuhi kebutuhan Bahan Baku Industri (BBI)
nasional menurun dari 19,8% pada tahun 2007 menjadi
14,6% pada tahun 2008. Turunnya kontribusi kehutanan pada
perekonomian Indonesia disebabkan oleh banyak faktor,
tetapi faktor utamanya adalah besarnya laju kerusakan hutan
atau degradasi hutan dan alih fungsi hutan (deforestasi),
terutama dari hutan alam. Turunnya kemampuan hutan alam
dalam memasok kebutuhan kayu nasional sebenarnya telah
dirasakan sejak tahun 80-an, sehingga pada era tersebut mulai
dicanangkan pembangunan hutan tanaman, terutama hutan
tanaman industri untuk memenuhi kebutuhan industri kayu.



Peningkatan peran hutan tanaman

Menurut Peraturan Pemerintah Nomor 34 Tahun 2002,
pembangunan hutan tanaman selain bertujuan untuk
memenuhi kebutuhan bahan baku industri, juga diharapkan
untuk merehabilitasi hutan dan lahan kritis yang tidak
produktif lagi. Secara perlahan namun pasti hutan tanaman
mulai menggantikan peran hutan alam dalam memenuhi
kebutuhan kayu nasional. Kinerja produksi hutan tanaman
dalam memenuhi BBI nasional telah meningkat dari 63,5%
pada tahun 2007, menjadi 68,8% pada tahun 2008 (Susetyo
2021). Dalam beberapa tahun terakhir, suplai bahan baku kayu
dari hutan tanaman semakin meningkat dari sebesar 37,3 juta
m’ pada tahun 2015 menjadi 46,6 juta m’ pada tahun 2018.
Dari produksi tersebut, secara khusus pasokan bahan baku
dari hutan rakyat meningkat dari 4,8 juta m’ pada tahun 2015
menjadi sebesar 6,2 juta m’ pada tahun 2018 (KLHK 2019).

Hutan Tanaman Rakyat (HTR) terutama di Jawa semakin
menunjukkan kontribusi dan peranan yang semakin baik
terutama untuk memenuhi berbagai keperluan industri serta
untuk penyerapan tenaga kerja dan Usaha Kecil Menengah
(UKM). Potensi HTR mencapai 34,8 juta ha dengan sebaran
di Jawa seluas 2,7 juta ha dengan potensi 78,7 juta m’,
sedangkan di luar Jawa luasnya 32,1 juta ha dengan potensi
912 juta m’. Jenis tanaman hutan berkayu, tanaman budidaya
tahunan berkayu maupun jenis lainnya di Hutan Tanaman
Industri (HTI) atau Hutan Tanaman rakyat (HTR) diarahkan
untuk mendukung industri hasil hutan, bioenergi, pangan,
obat-obatan, kosmetika, kimia, dan pakan ternak. Jenis-
jenis kayu yang ditanam khususnya di Jawa adalah sengon
(55,97%), mahoni (8,76%), jati (19,74%), jabon, sonokeling
dan sebagainya (Susetyo 2021).
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Sengon (Falcataria moluccana) adalah salah satu jenis cepat
tumbuh yang banyak dipakai dalam program reboisasi di
Indonesia, maupun pada penanaman hutan rakyat. Sengon
banyak ditanam terutama oleh petani dan masyarakat, baik
dalam sistem monokultur atau agroforestri karena memiliki
banyak manfaat, mudah dibudidayakan, merupakan jenis
legume, sehingga dapat menambat nitrogen dari udara dengan
bantuan bakteri (Siregar et al. 2007; Budelman 2005). Sengon
menjadi komoditas hutan rakyat yang sangat populer terutama
sejak dicetuskannya Program Pemerintah, yaitu “sengonisasi”
pada tahun 1989. Sengon merupakan jenis pohon cepat tumbuh
yang dapat dipanen ketika berusia 4—6 tahun. Prospek ekspor
kayu sengon yang tergolong kayu ringan saat ini sangat besar.
Ekspor kayu ringan Indonesia tercatat sebesar US$ 3,2 miliar
atau berkontribusi sebesar 45% dari total ekspor produk kayu
Indonesia (BPS 2021). Sementara itu, pangsa pasar kayu dunia
tercatat sebesar US$ 2,1 triliun.

Permasalahan Produksi Hutan
Tanaman Sengon Saat Ini

Permasalahan hutan tanaman monokultur

Hutan tanaman yang umumnya bersifat monokultur ternyata
mempunyai masalah yang tidak ditemui pada hutan alam.
Masalah utama yang ditemui adalah serangan hama dan
penyakit akibat melimpahnya jumlah pohon inang. Nair (2000)
telah mengidentifikasi dan mendeskripsikan hama dan penyakit
yang ditemui pada hutan tanaman di Indonesia. Hampir semua
jenis pohon cepat tumbuh yang ditanam dalam hutan tanaman
mempunyai masalah hama penyakit, bahkan seringkali lebih
dari satu macam yang harus ditangani. Masalah hama penyakit
ini di samping akibat dari sistem monokultur, juga diakibatkan
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adanya perubahan iklim yang saat ini melanda dunia.
Perubahan iklim telah diketahui menyebabkan timbulnya
wabah hama penyakit baru, baik itu tanaman, hewan maupun
manusia. Perubahan iklim sangat mempengaruhi musim
hujan dan kemarau di Indonesia, sehingga menimbulkan
dampak besar seperti kebakaran hutan atau sebaliknya, yaitu
curah hujan yang sangat tinggi, cuaca yang sulit diprediksi
yang dapat mempengaruhi kinerja pertumbuhan tanaman dan
produktivitas hutan tanaman.

Hama dan penyakit utama yang dilaporkan dapat
menghancurkan pertanaman sengon adalah hama penggerek
batang atau biasa dikenal dengan nama boktor (Xystrocera
festiva) dan penyakit karat tumor akibat jamur Uromycladium
falcatariae (Matsumoto 1994; Suharti et al. 1998; Haneda
et al. 2021; Doungsa-ard et al. 2015). Hama dan penyakit
tersebut telah menyerang seluruh hutan tanaman sengon baik
di Jawa maupun luar Jawa tanpa ada pengecualian. Penggerek
batang mulai menyerang saat tanaman berumur 2-3 tahun
dan berlangsung hingga panen pada umur 5-6 tahun. Tanpa
pengendalian yang memadai, hama boktor dapat merusak
tanaman dari mulai 10%—-70% atau bahkan seluruh pertanaman
(Nair dan Sumardi 2000). Upaya untuk pengendalian hama
ini telah banyak dilakukan dengan berbagai metode, dari
mulai fisik, kimiawi maupun biologis, namun tidak ada hasil
yang efektif dan efisien (Notoatmodjo 1963; Suratmo 1974;
Hardi dan Intari 1990). Hal ini disebabkan karena hama yang
perilakunya menggerek ke dalam batang, sehingga sulit untuk
dicapai dan dimusnahkan dari luar.

Sementara itu, penyakit karat tumor dapat menyerang tanaman
pada semua umur, mulai dari bibit di persemaian hingga
tanaman tua di lapang. Potensi merusak dari penyakit ini jauh
lebih besar dari pada hama boktor karena awal serangan yang
sangat dini dan hampir seluruh pertanaman terkena serangan.
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Pada areal Perum Perhutani, Kesatuan pemangkuan Hutan
(KPH) Kediri, Resort pengelolaan Hutan (RPH) Pandantoyo,
yang menanam sengon seluas 970 ha, serangan penyakit
karat tumor mencapai 80-90%, sehingga diumumkan sebagai
darurat nasional pada tahun 2016-2017. Metode pengendalian
penyakit karat tumor yang efektif juga belum tersedia,
meskipun berbagai metode telah dicoba (Baskorowati 2020).
Pengamatan di lapang menunjukkan bahwa baik hama boktor
maupun penyakit karat tumor dapat menyerang tanaman pada
saat yang bersamaan, sehingga potensi kerugian ekonomi
sangat besar.

Tiadanya metode pengendalian yang efektif, ditambah dengan
kurangnya pengetahuan serta tidak adanya sumber daya yang
memadai pada masyarakat untuk melakukan upaya terstruktur
melalui penelitian dan pengendalian terpadu, telah membuat
hama dan penyakit ini tetap bertahan dalam populasi sengon
hingga saat ini. Tidak adanya metode efektif dan efisien dalam
pengendalian hama dan penyakit ini telah memunculkan
kemungkinan pengendaliannya melalui penanaman benih
atau bibit unggul yang resisten terhadap hama dan penyakit
tersebut. Benih dan bibit unggul ini hanya dapat dihasilkan
dari suatu program pemuliaan atau seleksi pohon resisten.

Program Pemuliaan Pohon Sengon
Konvensional

Pemuliaan pohon konvensional

Program pemuliaan pohon cepat tumbuh telah dimulai di
Indonesia dengan dimulainya pengembangan HTI karena
adanyaunsur penelitian dan penggunaan benih atau bibit unggul
yang menjadi syarat bagi pemegang Izin Usaha Pengelolaan
Hasil Hutan kayu Hutan tanaman Industri (IUPHHK-HTI)
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atau Perizinan Berusaha Pemanfaatan Hutan (PBPH) hutan
tanaman. Pada awal pembangunan hutan tanaman, program
pemuliaan pohon diarahkan untuk meningkatkan produksi
kayu, yaitu dengan metode seleksi berulang yang berfokus
pada pertambahan pertumbuhan tinggi dan diameter pohon.
Karakter resistensi terhadap hama penyakit umumnya
merupakan karakter tambahan. Program pemuliaan yang
dilakukan perusahaan HTI telah mampu meningkatkan
produksi akasia dan eukaliptus sebanyak 26% sehingga
riap volume kayu dari 20 m’/ha/th menjadi 2527 m’/ha/th
(Leksono 2011). Pada saat itu juga untuk tanaman sengon telah
ditemukan provenansi yang sangat cepat pertumbuhannya,
di mana pada umur 3 tahun diameter batang dapat mencapai
25 cm dengan tinggi batang lurus hingga 20 m, yaitu provenan
Solomon yang kemudian sangat populer dan dicari-cari benih
dan bibitnya di antara para pengusaha hutan rakyat (Trubus
2014). Sayangnya, pengamatan selanjutnya oleh Siregar
& Sopandi (unpublished data) menunjukkan bahwa jenis
sengon Solomon ini juga terserang hama boktor (Tabel 1) dan
penyakit karat tumor. Jenis sengon Solomon juga tidak dapat
beradaptasi dengan baik pada kondisi iklim Indonesia karena
jenis ini hampir tidak dapat berbunga dan berbuah hingga
pohon mencapai umur tebang maksimum, yaitu 8 tahun.
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Tabel 1. Rata-rata derajat serangan hama boktor (%), diukur
dengan jumlah titik/pohon, pada 8 provenans sengon
di 3 lokasi uji penanaman sengon Jawa Barat

) Lokasi
No | Provenansi Rata-rata
Unwim |Sumedang | Garut
1. | Solomon 2,00 3,36 1,90 2,42
2. | Kediri SSO 1,50 2,30 1,60 1,80
Rata-rata 1,75 2,83 1,75
3. | Subang 1,20 - -
4. | Kuningan 2,00 - -
5. | Banjarnegara 2,29 - -
6. | Sumedang - 3,77 -
7. | Sukabumi - - 2,70
8. | Kediri CSO - - 1,70
Rata-rata total 1,80 3,14 1,98

(Siregar & Sunarya, unpublished data)

Program pemuliaan konvensional biasanya dimulai dengan
tahapan penelitian tentang keragaman genetik jenis yang
dimaksud, disusul dengan seleksi fenotipe pohon-pohon plus
yang kemudian dilanjutkan dengan uji provenan dan progeny,
sampai tahap terakhir yaitu pembangunan kebun benih untuk
produksi benih unggul. Dibandingkan program pemuliaan
tanaman pertanian, program pemuliaan pohon mempunyai
kendala besar yang harus diatasi, yaitu umur pohon serta
membutuhkan sumber daya lahan maupun dana yang cukup
mahal untuk penanamannya. Oleh karena itu, seringkali hasil
penelitian uji genetik seperti uji provenan dan progeny di
kemudian hari akan dikonversi menjadi kebun benih yang
diharapkan menjadi sumber benih unggul.
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Peran keragaman genetik dalam pemuliaan

Keragaman genetik pohon merupakan modal awal program
pemuliaan pohon karena tanpa keragaman maka seleksi tidak
akan dapat dilakukan. Pengamatan di lapang menunjukkan
bahwa hampir semua tanaman sengon di Jawa terkena serangan
hama boktor dan karat tumor. Pengamatan ini menjadikan
timbulnya asumsi bahwa keragaman genetik sengon di Jawa
sangat rendah karena tidak ada tanaman yang terlihat resisten
terhadap hama boktor dan penyakit karat tumor. Asumsi ini
juga dipicu adanya laporan bahwa tanaman sengon di Jawa
berasal dari satu aksesi sengon yang ada di Kebun Raya
Bogor yang diambil dari habitat aslinya, yaitu Indonesia
bagian Timur pada tahun 1871 (Heyne 1987). Penelitian
selanjutnya menggunakan penanda biokimia maupun DNA
menunjukkan bahwa hipotesis tersebut tidak benar karena
ditemukan bahwa keragaman genetik populasi sengon di Jawa
cukup besar dengan nilai H, berkisar antara 0,13-0,65 (Siregar
et al. 1998; 2003; 2012; 2019). Keragaman populasi sengon
di Jawa yang cukup besar ini tidak mungkin berasal dari
satu aksesi di Kebun Raya Bogor. Kisaran nilai heterozigot
harapan populasi sengon ini setara dengan nilai heterozigot
harapan beberapa populasi jenis pohon lain, misalnya jenis
pohon hutan mangrove Rhizophora mucronata di Sumatra
Utara mempunyai nilai rata H= 0,17 (Basyuni et al. 2012),
jenis kamper (Dryobalanops aromatica) di Sumatra Utara dan
Aceh dengan H = 0,19 dan I= 0,31 (Ritonga et al. 2018); Pinus
merkusii di Tapanuli dengan H,= 0,45 (Siregar dan Dwiputra
2013); serta Shorea laevis dan S. parvifolia dibeberapa populasi
di Sumatra dan Kalimantan masing-masing mempunyai
Ht= 0,17 dan 0,07 (Zulfahmi et al. 2015).
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Resistensi Jenis Pohon Tropis
Terhadap Hama dan Penyakit

Hubungan antara pohon sengon dengan hama
boktor

Serangan hama dan infeksi penyakit dapat terjadi bila ada
kesesuaian antara pohon inang dengan hama dan penyakit
tersebut, serta didukung oleh kondisi lingkungan yang
optimum. Resistensi atau kerentanan terhadap hama dan
penyakit seringkali terkait dengan sebuah bahan alami
tertentu, protein, enzim, ekstraktif, atau metabolit sekunder
yang diproduksi oleh individu pohon. Sebagai contoh,
resistensi tanaman jagung terhadap hama penggerek batang
adalah karena adanya kandungan enzim cysteine proteinase
(Jiang et al. 1995). Menurut Finkeldey (2005) seringkali
bahan alami tersebut ditentukan oleh satu atau hanya beberapa
lokus gen yang dapat dideteksi dengan metode molekuler atau
terpaut dengan beberapa marka genetik molekuler. Tanaman
tidak mempunyai sistem kekebalan yang berdasar pada
antibodi seperti pada hewan, tetapi mereka mengaktifkan
beberapa mekanisme pertahanan, seperti penguatan dinding
sel dan akumulasi protein yang bersifat antimikroba, serta
ikatan kecil zat phytoalexins (Lamb & Dixon 1997). Oleh
karena itu, pendekatan yang biasa dilakukan adalah dengan
membandingkan kandungan zat kimia individu yang resisten
dan yang rentan atau profil genetiknya.

Boktor (Xystrocera festiva Pascoe) termasuk dalam Ordo
Coleoptera, Famili Cerambycidae dan Subfamili Cerambycinae
(Hardi, 1998). Hama ini mempunyai daerah penyebaran di
Burma, Sumatra, Kalimantan, dan Jawa (Husaeni 2000).
Menurut Matsumoto (1994), boktor mempunyai beberapa
tanaman inang dari famili Fabaceae khususnya subfamili
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Mimosoideae, tetapi dari beberapa jenis tanaman inang tersebut
tampaknya yang paling disukai adalah jenis sengon (Falcataria
moluccana). Adapun beberapa jenis tanaman inang yang lain
adalah Albizia chinensis, Acacia mangium, A. auriculiformis,
A. vera, A. arabica, A. catcu, Pithecolobium jiringa, P. dulce,
Parkia speciosa, Samanea saman, Enterolobium cyclocarpum,
dan Calliandra calothyrsus. Kumbang betina merupakan
serangga nokturnal yang melakukan aktivitas terbang, kawin,
dan bertelur pada malam hari. Seekor kumbang betina
biasanya meletakkan satu atau dua, kadang—kadang sampai
tiga kelompok telur selama hidupnya. Larva—larva yang baru
menetas akan segera memakan bagian dalam kulit dan bagian
luar kayu gubal. Larva membuat lubang kecil kearah luar kulit
untuk mengeluarkan kelebihan serbuk gerek yang merupakan
gejala awal yang tampak dari adanya serangan boktor sengon.
Pada saat akan berkepompong, larva akan membuat lubang
gerek ke arah atas di bawah kayu gubal. Bentuk lubang
gereknya oval, berukuran 0,75-1,33 cm, dalamnya mencapai
20 cm. Menurut Matsumoto (1994), siklus hidup X. festiva
pada makanan buatan adalah 159 hari untuk kumbang jantan
dan 193 hari untuk kumbang betina. Pada kondisi alami siklus
hidup kumbang jantan 253 hari dan kumbang betina 250 hari.

Larva akan berkepompong di ujung lubang gerek dengan
kepala di bawah. Pupa dilindungi dengan CaCO, yang
merupakan dinding. Imago (kumbang) yang dihasilkan dari
pupa akan keluar melalui lubang gerek kemudian menggigit
kulit pohon yang menghalangi untuk keluar dari kulit Albizia
(Suratmo 1974).

|10]



Ransum I Ransum II Ransum III Ransum IV Ransum V

Gambar 1. Perilaku menggerek larva boktor (Xystrocera
festiva Pascoe) dalam makanan buatan (artificial
diet) (Siregar & Marta, unpublished data)

Penelitian tentang perilaku hama boktor dalam artificial diet
mengkonfirmasi perilaku larva boktor di alam (Gambar 1).
Larva yang diletakkan di atas makanan buatan, memakan
artificial diet yang tersusun dari serbuk kayu sengon dalam
tabung reaksi dengan cara menggerek, melingkar, dan menurun
semakin dalam dari atas tabung (Siregar & Marta, unpublished
data). Penelitian selanjutnya tentang aktivitas enzim yang ada
dalam pencernaan larva boktor selama menggerek batang
sengon, dari sejak larva menetas hingga masuk ke dalam
batang kayu sengon juga menunjukkan kesesuaian dengan
perilakunya (Siregar ef al. 2022). Ketika telur yang diletakkan
pada kulit pohon sengon oleh serangga dewasa menetas,
maka larva akan memakan kulit batang yang masih banyak
mengandung protein karena jaringan kulit terdiri dari sel-
sel yang masih hidup. Pada saat ini maka enzim yang sangat
aktif dalam pencernaan larva adalah tripsin, yaitu enzim
yang membantu mencerna protein. Seiring dengan semakin
besarnya ukuran larva, aktivitas enzim tripsin akan semakin
menurun, dan perlahan digantikan oleh enzim a-amilase.
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Aktivitas enzim a-amilase ini semakin meningkat seiring
dengan meningkatnya umur dan ukuran larva, serta aktivitas
larva yang mulai menggerek bagian batang kayu sengon yang
tentunya mempunyai kandungan karbohidrat atau bahan lain
yang terbuat dari karbohidrat dalam kayu (Siregar et al. 2022).

Mekanisme pertahanan biokimiawi sengon
terhadap serangan hama boktor

Penelitian tentang sistem pertahanan tanaman tropis terhadap
serangan hama penyakit sangat jarang ditemukan. Penelitian
seperti itu terutama untuk jenis sengon belum pernah ada,
sehingga berdasarkan pengetahuan terbaik kami, penelitian
tersebut merupakan satu-satunya di dunia. Meskipun hampir
seluruh tanaman sengon rentan terhadap kedua hama dan
penyakit tersebut, pengamatan di lapangan menunjukkan
bahwa beberapa individu pohon mengindikasikan adanya
resistensi karena dapat bertahan hidup di antara populasi yang
terserang hebat oleh hama dan penyakit tersebut. Fenomena
tersebut sangat menarik untuk kegiatan program pemuliaan
pohon yang resisten terhadap hama dan penyakit. Adanya
individu-individu pohon yang resisten di antara pohon-pohon
yang sebagian besar rentan memang diharapkan, karena
populasi sengon di Indonesia pada umumnya, dan Jawa
khususnya, diketahui mempunyai keragaman genetik yang
cukup tinggi (Siregar dan Olivia 2012). Saat ini belum ada
informasi mendasar tentang proses biologis dan mekanisme
resistensi pada jenis pohon tropis. Pemahaman tentang
mekanisme resistensi terhadap hama dan penyakit bukan
hanya penting untuk pengendalian hama dan penyakit tersebut,
namun juga sangat bermanfaat untuk menerapkan mekanisme
tersebut untuk memproduksi bahan metabolit sekunder yang
berhubungan dengan mekanisme ketahanan tanaman dan
mempunyai kegunaan lain, misalnya gaharu.
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Adanya 2 macam enzim pencernaan, yaitu trypsin dan
a-amilase yang aktif dalam pencernaan larva yang sedang
aktif memakan kulit kayu sengon dan menggerek batang kayu
sengon mengindikasikan bahwa pada tanaman yang terlihat
resisten mempunyai zat inhibitor terhadap kedua enzim
tersebut. Ketika hama menyerang pohon sengon, maka bagian
kulit akan menjadi benteng pertahanan pertama terhadap
serangan tersebut. Penelitian selanjutnya menunjukkan bahwa
aktivitas trypsin inhibitor dan a-amilase inhibitor pada kulit
batang sengon adalah yang tertinggi dibandingkan daun dan
kayu sengon (Winarni ef al. 2001; Djati 2009; Siregar dan
Saimima 2011; Siregar et al. 2020). Dengan demikian, dapat
digambarkan bahwa hubungan antara pohon sengon sebagai
inang dengan hama boktor merupakan interaksi biokimiawi
antara enzim dengan inhibitornya. Apabila aktivitas inhibitor-
enzim dalam pohon sengon dapat melebihi aktivitas enzim
terkait dalam pencernaan larva boktor, maka pohon tersebut
akan lebih tahan terhadap serangan hama atau larva boktor.
Hal yang sebaliknya yaitu ketika aktivitas inhibitornya lebih
rendah maka pohon tersebut akan rentan terhadap serangan
hama boktor. Hal ini selanjutnya dikonfirmasi dengan
membandingkan aktivitas inhibitor-enzim, baik trypsin
inhibitor maupun enzim a-amilase inhibitor pada individu
pohon yang resisten, yang tidak terdapat serangan hama boktor
dengan individu yang rentan, yaitu penuh dengan lubang gerek
akibat serangan hama boktor. Terbukti bahwa individu pohon
atau aksesi yang resisten mempunyai aktivitas inhibitor enzim
yang secara signifikan lebih tinggi dibandingkan dengan
aksesi yang rentan (Siregar & Djati unpublished data; Siregar
dan Saimima 2011; Siregar et al. 2020) seperti terlihat pada
Gambar 2. Hubungan ini berlaku untuk sengon dari berbagai
provenan, seperti Subang, Banjarnegara, Kediri, Solomon,
dan sebagainya. Kaitan antara tingkat aktivitas enzim-
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inhibitor dengan kerentanan dan resistensi pohon sengon ini
juga dikonfirmasi dengan uji penghambatan pertumbuhan
larva boktor menggunakan artificial diet atau makanan buatan
(Siregar et al. 2011), di mana secara umum ditunjukkan
bahwa larva boktor tidak menyukai makanan buatan yang
mengandung serbuk pohon sengon sehat atau resisten yang
mempunyai aktivitas inhibitor enzim lebih tinggi dibandingkan
pohon yang sakit atau rentan.
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Gambar 2. Aktivitas trypsin inhibitor (a) dan a-amylase
inhibitor (b) pada pohon sengon yang sehat/resisten
dan sakit/rentan dari provenan Banjarnegara dan
Subang (Siregar & Djati, Unpublished data)
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Hasil penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian lain pada
tanaman pertanian ataupun tanaman dari daerah dengan
empat musim di mana trypsin dan a-amylase inhibitor adalah
salah satu dari mekanisme resistensi tanaman terhadap hama
serangga.

Mekanisme pertahanan biokimiawi sengon
terhadap serangan penyakit karat tumor

Penelitian tentang serangan karat tumor pada sengon
menemukan hal serupa tentang resistensi terhadap penyakit
ini. Pengamatan di lapang menunjukkan bahwa terdapat variasi
keparahan serangan penyakit ini di antara pohon sengon yang
rata-rata terkena serangan karat tumor. Terdapat individu/
aksesi pohon sengon yang lebih resisten dibandingkan pohon
sekitarnya, terlihat dari jumlah tumor yang lebih sedikit pada
ujung-ujung ranting dan daun, serta keragaan pohon yang
lebih baik. Rahmawati et al. (2019) membandingkan aksesi
pohon sengon yang resisten dengan yang rentan terhadap
karat tumor, diambil dari petak yang sama, menggunakan
SEM (Scanning Electron Microscope) serta membandingkan
kandungan beberapa metabolit sekunder, di antaranya yaitu
flavonoid, triterpenoid, saponin, dan steroid. Gambar 3
menunjukkan bahwa struktur anatomi kayu sengon yang
resisten menunjukkan struktur yang teratur dan tidak
tertembus hifa dari jamur karat tumor. Sebaliknya pada aksesi
yang rentan, terlihat strukturnya rusak akibat invasi hifa yang
berhasil menembus jaringan kayu.
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Gambar 3. Analisis 3 dimensi anatomi kayu sengon dengan
mikroskop elektron, di mana (a) dan (b) adalah
jaringan kayu sengon yang resisten terhadap

serangan jamur karat tumor, sedangkan (c), (d),
(e), dan (f) adalah jaringan kayu sengon yang
rentan terhadap serangan jamur karat tumor
(Rahmawati et al. 2019)

Selanjutnya juga terbukti bahwa aksesi sengon yang resisten
terhadap serangan penyakit karat tumor mempunyai kandungan
metabolit sekunder yang lebih tinggi dibandingkan yang
rentan, terutama kandungan flavonoid, saponin, triterpenoid,
dan steroid.

Pewarisan sifat resistensi sengon dari hasil uji
keturunan

Tahun 2020 dilakukan pembangunan plot uji keturunan di
Petak 125D, RPH Pandantoyo, Perum Perhutani KPH Kediri
dengan menggunakan 50 famili resisten dan 50 famili rentan
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terhadap hama penggerek boktor dan penyakit karat puru guna
memperoleh sumber benih yang dibentuk dari uji coba genetik
untuk ketahanan terhadap hama dan penyakit. Penanaman
bibit menggunakan jarak tanam 3 m x 2 m dengan 25 tree
square plot. Namun, pengamatan hanya dilakukan pada 9
individu pohon pada bagian tengah plot. Sifat pertumbuhan
yang diukur adalah tinggi, diameter, serta skoring serangan
hama dan penyakit.

Hasil pengamatan di lapangan menunjukkan pertumbuhan
sengon 0 Bulan Setelah Tanam (BST), 3 BST, dan 9 BST
pada famili tanaman resisten dan rentan memiliki perbedaan
yang signifikan. Pendugaan nilai heritabilitas dilakukan untuk
mengetahui proporsi kontribusi faktor genetik yang diturunkan
dari tanaman induk kepada keturunannya. Pendugaan nilai
heritabilitas pada uji progeni tergolong dalam kategori sedang,
masing-masing berkisar antara 0,107-0,133 dan 0,102—
0,150 untuk variabel tinggi dan diameter. Sifat resistensi
diturunkan dari pohon induk ke keturunannya, ditunjukkan
dengan intensitas dan keparahan serangan karat puru pada
famili resisten yang lebih rendah dibandingkan dengan famili
rentan. Pola penurunan sifat resistensi maupun kerentanan
kepada keturunan pohon sengon ini mengindikasikan adanya
pengaruh genetik yang cukup besar dalam sifat resisten dan
rentan. Informasi ini dapat digunakan untuk seleksi bertahap
dengan mempertimbangkan intensitas yang sesuai (Nugroho
et al. 2021; Siregar et al. 2020). Informasi ini juga dapat
digunakan sebagai dasar untuk mengidentifikasi gen-gen yang
bertanggung jawab terhadap karakter resisten dan rentan pada
pohon sengon terhadap hama dan penyakit.
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Aplikasi Teknik Molekuler
pada Program Pemuliaan Pohon

Aplikasi penanda molekuler bagi penetapan
aksesi pohon

Adanya perbedaan, baik aktivitas maupun kandungan
metabolit sekunder yang terdapat pada aksesi-aksesi sengon
yang resisten, baik terhadap hama boktor maupun karat
tumor dibandingkan aksesi yang rentan menunjukkan bahwa
terdapat perbedaan latar belakang genetik dari aksesi-aksesi
tersebut. Perbedaan tersebut sulit diverifikasi menggunakan
karakter femotipe karena pola penurunan resistensi yang
tidak diketahui dengan pasti, yaitu berapa gen yang terlibat
serta kemungkinan adanya pengaruh faktor lingkungan.
Identifikasi dan karakterisasi aksesi atau fingerprinting sangat
penting untuk memudahkan program pemuliaan pohon. Upaya
pertama untuk membedakan profil atau latar belakang genetik
dilakukan dengan menggunakan penanda DNA karena DNA
merupakan bahan penyusun gen langsung. Penanda molekuler
berupa RAPD pernah dipakai untuk membedakan aksesi-aksesi
sengon yang tahan dan yang rentan terhadap hama boktor dan
karat tumor. Hasil menunjukkan bahwa RAPD tidak dapat
membedakan dua aksesi tersebut (Lelana et al. 2018; Dwiyanti
et al. 2021). Penanda lain yang dikembangkan dalam upaya
membedakan latar belakang genetik aksesi sengon adalah
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) (Yuskianti
dan Shiraishi 2010) namun kemampuan SCAR belum terbukti
dapat membedakan aksesi sengon dengan perbedaan resistensi
terhadap hama penyakit. Selain itu, penanda kloroplas psbA-
trnH juga pernah diuji (Shabrina e al. 2020) dengan hasil sama,
yaitu tidak dapat membedakan aksesi resisten dengan rentan.
Penanda mikrosatelit yang dicobakan pada 50 sampel pohon
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resisten dan rentan dari 3 provenan, yaitu Kediri, Sukabumi,
dan Sumedang (Gambar 4) dapat memisahkan sebagian besar
aksesi tersebut pada dendrogram yang dihasilkan (Siregar
et al. 2019) namun beberapa aksesi masih bercampur. Hasil
pengamatan dengan penanda mikrosatelit mengindikasikan
bahwa pada aksesi yang terpisah antara resisten dan rentan
terdapat perbedaan latar belakang genetiknya. Untuk itu, perlu
diteliti lebih lanjut apakah perbedaan tersebut terkait dengan
gen-gen penyandi resistensi tersebut. Penelitian seperti ini
memerlukan identifikasi gen spesifik, dengan cara kloning
fragmen tertentu guna diisolasi, kemudian identifikasi sekuens
gen-gen penyandi tersebut.

- [E)

- [Gows]

Susceptible

—— Resistant

Gambar 4. Dendrogram  pengelompokkan 50  aksesi
sengon resisten dan rentan penyakit karat tumor

menggunakan penanda mikrosatelit (Siregar ef al.
2019)
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Isolasi dan identifikasi gen terlibat resistensi
tanaman menggunakan teknik PCR

Inisiasi kegiatan isolasi dan identifkasi gen pada sengon yang
terkait dengan resistensi telah dilakukan Siregar dan Tampang
(Tampang et al. 2011) dengan optimasi metode isolasi DNA
sengon dan melakukan amplifikasi gen a-amilase inhibitor.
Keberhasilan dari metode isolasi DNA tanaman yang
digunakan bergantung pada kandungan polisakarida, senyawa
metabolit sekunder, fenol, dan senyawa organik lainnya pada
tanaman yang digunakan. Pada penelitian tersebut, metode
CTAB (Cethyl Trimethyl Amonium Bromide) dengan purifikasi
menggunakan binding column menghasilkan DNA terbaik
dengan kemurnian yang tinggi dengan nilai 1,6—1,9. Nilai
kemurnian ini akan mempengaruhi keberhasilan amplifikasi
yang dilakukan, di mana amplifikasi terbaik menggunakan
primer spesifik a-amilase inhibitor terjadi pada DNA dengan
kemurnian terbaik.

Penelitian mengenai isolasi dan identifikasi gen-gen terkait
resistensi sengon dengan metode kloning juga dilakukan
(Siregar dan Yanti, Unpublished data). Penelitian tersebut
mengembangkan metode kloning shotgun dengan vektor
p-GEMT- Easy pada sel bakteri E. coli strain DH5a. Penelitian
tersebut telah berhasil menyisipkan DNA insert yang telah
terkonfirmasi dari PCR screening yang dilakukan dengan
primer SP6-F dan T7-R dalam plasmid bakteri. Isolasi plasmid
dan sekuensing kemudian dilakukan dan dilanjutkan dengan uji
homologi di mana berdasarkan analisis tersebut pustaka genom
yang dihasilkan merupakan bagian dari genom F. moluccana.
Optimasi kloning dan identifikasi gen penyandi trypsin
inhibitor dan a-amilase inhibitor kemudian dilanjutkan pada
penelitian Siregar dan Dewantoro (Unpublished data). Trypsin
inhibitor dan a-amilase inhibitor merupakan senyawa yang
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bersifat menghambat kinerja dari enzim trypsin dan a-amilase
yang ada pada pencernaan boktor dan umumnya dimiliki oleh
pohon sengon yang resisten. Kegiatan kloning yang dilakukan
dalam penelitian tersebut menghasilkan sekuens gen trypsin
inhibitor dan sekuens gen a-amilase inhibitor yang memiliki
kesamaan dengan sekuens dari tanaman Fabaceae lainnya
walaupun masih memiliki nilai E yang rendah.

Berdasarkan penelitian Siregar dan Tampang (Tampang
et al. 2011) yang dilakukan sebelumnya telah berhasil
ditemukan fragmen hasil PCR dengan menggunakan primer
khusus untuk gen a-amilase inhibitor dari sengon. Penelitian
dilanjutkan dengan melakukan optimasi metode deteksi dan
analisis gen a-amilase inhibitor pada sengon (Siregar dan
Yahya, Unpublished data). Penelitian identifikasi gen-gen
tersebut juga diperkuat dengan penelitian analisis ekspresi
gen menggunakan Real Time Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) yang diharapkan dapat membantu proses seleksi
melalui karakterisasi molekuler secara kuantitatif. Lebih
lanjut lagi, dilakukan sekuensing untuk validasi kesesuaian
hasil isolasi gen dengan gen target yang diinginkan, yaitu
gen o-amilase-inhibitor (AAI) dan aktin untuk mengetahui
similarity dari jenis dan gen yang digunakan. Dari penelitian
tersebut, sekuen gen spesifik aktin berhasil diperoleh dari
primer TAAct dan menunjukkan kesamaan dengan gen aktin
Sarocalamus faberi. Sekuen gen spesifik a-amilase inhibitor
diperoleh dari primer GMAAI dan menunjukkan kesamaan
dengan gen LTP Rosa chinensis yang mempunyai fungsi dan
struktur domain mirip dengan a-amilase inhibitor. Sementara
itu, penelitian mengenai gen trypsin inhibitor telah berhasil
mendapatkan beberapa marka molekuler bersama dengan
gen aktin sebagai housekeeping gene (Siregar & Oktavia,
Unpublished data). Primer AcTI, TaACT, dan AcACT yang
telah dirancang diprediksi mampu mengamplifikasi daerah
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penyandi gen trypsin-inhibitor (TI) dan aktin pada template
DNA sengon berdasarkan tingkat kesamaan yang tinggi pada
hasil penyejajarannya.

Meskipun metode sekuensing hasil PCR dan kloning berhasil
mengidentifikasi gen-gen yang terkait resistensi terhadap
hama boktor, namun hasilnya sangat terbatas pada satu—dua
gen yang telah diketahui dan telah dirancang primernya.
Oleh karena itu, diperlukan metode yang lebih maju dan
mampu untuk mendapatkan sekaligus banyak gen yang terkait
resistensi terhadap hama dan penyakit.

Pendekatan Genomics dan Transcriptomics
dalam Studi Resistensi Pohon

Penelitian-penelitian ~ sebelumnya dengan  pendekatan
genetik berbasis PCR masih belum memberikan hasil yang
memuaskan karena hanya dapat mengidentifikasi gen-gen
tertentu sesuai dengan primer yang digunakan. Terobosan
penelitian selanjutnya menggunakan teknologi terkini yaitu
Next-generation sequencing (NGS) sangat diperlukan untuk
memperoleh sekuens dari seluruh genom dan dengan demikian
mudah untuk mencari gen-gen tertentu dalam genom tersebut.
Penggunaan teknologi tersebut sukses memberikan informasi
terkait ketahanan sengon terhadap penyakit karat tumor dan
hama boktor. Perkembangan teknologi NGS sangat membantu
untuk mendapatkan data sekuens dalam jumlah besar dengan
waktu yang cepat dan biaya yang relatif lebih murah. Data
sekuens tersebut dapat dimanfaatkan untuk menganalisis gen-
gen yang berperan dalam resistensi suatu tanaman terhadap
Organisme Pengganggu Tanaman (OPT) maupun stres abiotik.

Aplikasi NGS yang dilakukan pertama kali yaitu analisis
transkriptomik atau RNA dari pohon sengon yang terserang
penyakit karat tumor dan hama boktor. Analisis transkriptom

|22]



mampu menunjukkan perbedaan gen yang terekspresi di
waktu tertentu, pada organ tertentu, dan perlakuan tertentu.
Hasil analisis transkriptomik menunjukkan bahwa resistensi
sengon terhadap penyakit karat tumor dan hama boktor bersifat
multigenik, dilihat dari banyaknya gen yang terekspresi secara
berbeda pada individu resisten dan individu rentan penyakit
karat tumor dan hama boktor, baik secara up-regulated maupun
down-regulated (Shabrina et al. 2019, Siregar et al. 2021).

Analisis transkriptomik dilakukan pada kayu pohon yang
terserang karat tumor dan sehat yang tumbuh secara
berdekatan. Hasil analisis menunjukkan terdapat 5944 gen
yang terekspresi secara up-regulated dan 8075 gen yang
diekspresikan secara down-regulated (Siregar & Shabrina,
unpublished data). Gen-gen yang teridentifikasi tersebut
memiliki peran dalam merespons serangan penyakit.
Transcription factor CPC memiliki peran dalam respons
terhadap asam jasmonat dan asam salisilat yang merupakan
senyawa respons terhadap serangan penyakit. Asam jasmonat
berfungsi untuk menghambat proses mitosis sel sehingga
jumlah sel baru yang terbentuk lebih sedikit dan lebih kecil.
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 13 berperan dalam
signaling pathway dari asam jasmonat. Gen Leucine Rich
Repeat (LRR) berperan dalam resistensi tanaman terhadap
serangan patogen. Selain itu, ditemukan juga beberapa disease
resistance protein dan beberapa Transcription Factor (TF)
seperti WRKY dan Ethylene Responsive. Gen-gen Reactive
Oxygen Species (ROS) ditemukan ter-upregulated pada
tanaman resisten karat tumor yang berfungsi dalam penurunan
kemampuan dinding sel untuk meregang sehingga tetap tebal
ketika terjadi serangan sehingga tanaman memiliki pertahanan
fisik menghadapi patogen.
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Tabel 2. Top-5 gen yang terekspresi (upregulated dan
downregulated) sampel resisten vs terserang karat
tumor

ID sekuen | logFC | FDR | Nama Gen
Up-regulated
FalSK.97594.1.T.79583.c4.g2.i2 | 12.17 | 9.7E-28 | Transcription factor CPC
FalSK.82701.1.T.79466.c1.g1.i4 | 10.96 | 7.7E-21 | Serine carboxypeptidase-

like 18
FalSK.95586.66090.T.88690. 10.40 | 2.8E-17 | Serine carboxypeptidase-
cl.gl.il3 like 18
FalSK.95586.109491.T.81468. | 10.10 | 1.9E-15 | Universal stress protein
c3.g4.i2 A-like protein

FalSK.61811.0.T.83289.¢6.g2.11 | 10.07 | 2.6E-15 | Cytochrome P450 7845
Down-regulated
FalSK.95586.47482.T.84387. -16.27 | 2.6E-59 | Fasciclin-like

c9.g3.il arabinogalactan protein 12
FalSK.95586.51624.T.88608. -15.41 | 6.9E-53 | ATP synthase protein MI25
c2.g2.ill
FalSK.95586.43003.C22450 -14.55 | 2.1E-46 | Cytochrome c oxidase
subunit 1 (Fragment)

FalSK.95586.51538.T.89133. -14.21 | 6.9E-44 | Cytochrome c oxidase
c2.g2.i2 subunit 1

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

(Siregar & Shabrina, unpublished data)

Sementara itu, pada kayu sengon yang terserang hama boktor
dan resisten hama boktor, analisis DEG menunjukkan terdapat
6859 gen yang diekspresikan secara up-regulated dan 3707 gen
yang diekspresikan secara down-regulated. Hasil analisis DEG
menunjukkan beberapa gen yang terindikasi terlibat dalam
ketahanan sengon terhadap hama boktor antara lain Putative
lipid transfer protein DIR1, Glycine rich RNA binding protein
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Glucan endo 1,3 beta glucosidase, Pathogenesis related
protein PR.1, Myosin, Peptidyl prolyl cis trans isomerase,
Co chaperone protein, Glutathione S. transferase T1, Zinc
finger protein, Trypsin inhibitor, Aquaporin, Putative disease
resistance protein, pEARLII like lipid transfer protein, Heat
shock cognate 70 kDA protein, Trypsin inhibitor A, Chalcone
synthase, Thaumatin.like protein, Kunitz.type trypsin inhibitor.
like 2 protein, Leucine rich extensin.like protein (Siregar &
Larosa, Unpublished data).

Beberapa gen tersebut kemudian dianalisis menggunakan
Real-Time PCR (RT-PCR) untuk melihat tingkat ekspresi gen
tersebut pada individu sengon yang terserang hama boktor dan
karat tumor ketika dibandingkan dengan individu yang resisten
atau tidak terserang hama dan penyakit. Pada sengon yang
terserang karat tumor, gen yang diuji yaitu Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 13, NADH-ubiquinone oxidoreductase,
WRKY transcription factor 40, dan ethylene-responsive
transcription factor ERF7I1. Sementara itu, pada sengon
yang terserang karat tumor, gen yang dianalisis yaitu Trypsin
inhibitor, alpha-amylase inhibitor, Heat shock cognate 70 kDA
(HSP 70), Aquaporine, dan Chalcone synthase. Hasil analisis
ekspresi gen menunjukkan bahwa gen-gen tersebut tidak secara
linier terekspresi seiring dengan tingkat serangan hama dan
penyakit. Hasil analisis RT-PCR tersebut semakin menguatkan
bahwa resistensi tanaman sengon bersifat multigenik dengan
pola ekspresi yang rumit. Hal tersebut menunjukkan bahwa
diperlukan pendekatan lain yang lebih komprehensif (Siregar
et al. unpublished data)
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Gambar 5. Ekspresi gen UBP13, NUOR, dan WRKY pada
sengon saat inokulasi, 1 minggu pasca inokulasi,

hingga 4 minggu pasca inokulasi karat tumor
(Shabrina et al., unpublished data)

Hasil analisis transkriptomik tersebut dapat dimanfaatkan
untuk menganalisis lebih lanjut terkait adanya Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) pada gen-gen yang terkait
dengan sifat rentan maupun resisten. Penjajaran 8 reads
pada sekuens referensi hasil transkriptomik mengidentifikasi
perubahan basa nukleotida sebanyak 496.194 SNPs. Hasil
identifikasi SNPs menemukan 119 SNPs yang kemungkinan
berhubungan dengan 7 gen terkait resistensi terhadap hama
dan penyakit. Sebelum dilakukan amplifikasi, SNP tersebut
perlu divalidasi dengan data genomik karena akan diujikan
pada sampel dengan menggunakan DNA, bukan RNA sebagai
template. Sementara itu, SNP yang terdapat pada transkriptom
pasti lebih sedikit karena tidak terdapat intron. Oleh karena
itu, dilakukan juga penyusunan genom reference dari sengon
(Siregar & Anita, unpublished data).

Sebanyak 13 primer SNPs berhasil didesain dengan 10 primer
yang teramplifikasi. Sepuluh primer SNPs yang telah terseleksi
kemudian digunakan untuk genotyping menggunakan teknik
high resolution melting (HRM). Analisis HRM berhasil
mengkonfirmasi adanya asosiasi SNPs pada gen-gen terkait
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resistensi, terlihat pada Gambar 6 bahwa primer yang diujikan
pada 24 sampel uji dapat memisahkan sebagian besar genotipe
resisten dan rentan. Beberapa individu resisten dan rentan
yang masih menyatu dalam analisa ini mengindikasikan
bahwa masih diperlukan penanda SNP yang lebih banyak
untuk genotyping aksesi secara lebih baik. Secara umum, hasil
nilai —log10 dari P-value penanda yang dipakai menunjukkan
bahwa penanda tersebut dapat digunakan untuk membantu
mempercepat program pemuliaan pohon sengon unggul
yang resisten terhadap hama boktor dan penyakit karat tumor
(Siregar & Nugroho, unpublished data).

Individuals - PCA

Groups

El Resistant
El Susceptible

Dim2 (21.7%)

' '
-25 25

Dim1 (207?3%)
Gambar 6. Principal component analysis 24 sampel sengon
resisten dan rentan terhadap hama boktor dan

penyakit karat tumor berdasarkan penanda SNP
(Siregar & Nugroho, unpublished data)
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Aplikasi Bioteknologi Kehutanan
bagi Pemuliaan Pohon Sengon
Tahan Hama dan Penyakit

Hasil-hasil penelitian di atas tentunya dapat menjadi pondasi
bagi pengembangan seleksi individu-individu unggul dengan
marker-assisted  selection (MAS), melalui identifikasi
Quantitative Trait Loci (QTL) atau Genome-Wide Association
Study (GWAS). QTL, meskipun superior, cukup sulit dilakukan
pada tanaman kehutanan atau perenial karena diperlukan
populasi hasil penyilangan terkendali, lamanya waktu tunggu
keturunan yang dihasilkan jika dilakukan penyilangan, serta
perlunya penyusunan “saturated map” dengan banyak penanda
molekuler untuk menentukan penanda yang terpaut dengan gen
penyandi karakter resistensi dan kerentanan terhadap hama dan
penyakit. Jika penanda yang terpaut tersebut sudah diperoleh,
maka penanda tersebut dapat digunakan untuk seleksi dini bibit
yang diharapkan resisten. Oleh karena sulitnya mendapatkan
QTL, hal yang paling mungkin untuk dilakukan menggunakan
hasil dari penelitian-penelitian yang sudah dilaksanakan yaitu
dengan studi asosiasi dan GWAS.

Salah satu marka yang dihasilkan dari penelitian selama ini
yang dapat digunakan yaitu SNP. Marka SNP sendiri memiliki
keunggulan yaitu jumlahnya yang sangat besar dan tersebar
secara luas dan merata di seluruh genom, serta dapat mendeteksi
lokus-lokus yang letaknya sangat berdekatan. SNP diharapkan
lebih mudah berpaut (lingkage) dan mendeteksi gen-gen
yang kemungkinan menyandikan resistensi dan kerentanan
terhadap hama dan penyakit. Akhirnya, penggunaan marka
SNP memungkinkan kita untuk melakukan program seleksi
atau pemuliaan dengan metoda genome-wide selection.
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Penutup

Semakin banyaknya hutan tanaman yang monokultur, ditambah
dengan adanya perubahan iklim, maka hutan tanaman di
kemudian hari akan semakin banyak menghadapi masalah
hama dan penyakit yang semakin beragam, atau semakin
parah dan meluas. Seringkali jika masalah hama dan penyakit
pada satu jenis pohon tertentu tidak dapat dikendalikan dengan
baik, para praktisi kehutanan menempuh jalan mengganti
jenis tersebut dengan jenis pohon lain yang terkadang belum
dikembangkan, misalnya upaya mengganti pertanaman sengon
dengan jabon atau balsa. Saat ini terbukti bahwa tanaman yang
baru dikembangkan tersebut, setelah ditanam dengan pola
monokultur, pada akhirnya akan menghadapi masalah hama
dan penyakit juga. Persoalan hama penyakit pada kehutanan
sulit ditangani terutama karena areal pertanaman yang
biasanya sangat luas, sehingga program pemuliaan pohon
untuk resistensi terhadap hama penyakit merupakan salah satu
pilihan yang paling aman dampaknya bagi lingkungan.

Kemajuan ilmu dan teknologi molekuler yang melahirkan
bioteknologi dan terakhir teknologi sekuensing generasi lanjut
ditambah dengan bioinformatika yang melahirkan pendekatan
genomik dan transkriptomik telah merevolusi pengertian
kita akan proses biologi dan genetik yang berlangsung pada
tanaman jenis pohon tropis dan interaksinya dengan hama,
penyakit serta adaptasinya pada lingkungan abiotik maupun
biotik. Kemajuan ilmu dan teknologi tersebut juga telah
menyumbangkan pendekatan baru pada program pemuliaan
pohon tropis, sehingga memungkinkan untuk memperpendek
proses yang harus dilakukan dengan keakuratan pendekatan
yang lebih tinggi. Semoga metode dan hasil penelitian dan
pemuliaan sengon yang saya sampaikan dalam orasi ini
akan melahirkan klon sengon unggul yang resisten terhadap
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hama boktor dan penyakit karat tumor, juga menjadi model
bagi program pemuliaan jenis-jenis pohon tropis lain yang
banyak ditanam pada hutan tanaman di Indonesia, seperti
akasia, eukaliptus, jati, meranti, jabon, dan sebagainya.
Selain itu, mekanisme interaksi antara pohon inang sengon
dengan hama dan penyakit juga menjadi inspirasi dan model
bagi pengembangan produk hasil hutan non kayu lain yang
memerlukan proses interaksi serupa, yaitu antara ketahanan
pohon inang dengan penyakit, misalnya gaharu.
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