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ABSTRAK

ANALISIS INTEGRATIF MORFOLOGI DAN MARKA RANDOM
AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA TERHADAP KERAGAMAN
GENETIK DAN HUBUNGAN ANTAR 30 GENOTIPE UBI KAYU (Manihot
esculenta Crantz) YANG DIBUDIDAYAKAN DI LAMPUNG, INDONESIA

Oleh

Nurul Hanifah

Provinsi Lampung merupakan salah satu sentra produksi ubi kayu di Indonesia
yang berkontribusi besar terhadap produksi nasional serta memiliki keragaman
genotipe lokal yang tinggi. Namun, informasi mengenai hubungan kekerabatan
genetik antar genotipe tersebut masih terbatas, terutama jika dikaji melalui
pendekatan integrasi antara morfologi dan molekuler. Penelitian ini bertujuan
untuk mengevaluasi keragaman dan hubungan kekerabatan genetik genotipe ubi
kayu (Manihot esculenta Crantz) yang dibudidayakan di Lampung menggunakan
analisis morfologi dan molekuler secara integratif. Evaluasi morfologi
berdasarkan enam karakter menunjukkan adanya variasi fenotipik pada 30
genotipe dengan nilai similaritas berkisar antara 0,67-1,00, dengan tingkat
kemiripan tertinggi ditemukan pada pasangan Garuda—Celeng. Namun, karakter
morfologi memiliki daya pembeda yang terbatas karena dipengaruhi oleh faktor
lingkungan. Analisis molekuler menggunakan enam primer RAPD (OPA-01,
OPA-03, OPA-16, OPAA-01, OPB-18, dan OPC-06) menunjukkan nilai
similaritas genetik berkisar antara 0,60-0,93, dengan kemiripan tertinggi pada
pasangan TDSS-TDSL dan terendah pada TDSL-BW-1. Beberapa pasangan dan
kelompok genotipe (TDSS-TDSL; Garuda—Celeng; KP—GSP—Klenteng; serta
Vati-1-Vamas-1-SN-Adira-4) menunjukkan pola pengelompokan yang konsisten
antara analisis morfologi dan molekuler. Hasil uji Mantel menunjukkan korelasi
lemah dan tidak signifikan (r = 0,0963; p > 0,05), yang mengindikasikan bahwa
data morfologi belum sepenuhnya merepresentasikan variasi genetik. Oleh karena
itu, integrasi analisis molekuler diperlukan untuk meningkatkan akurasi penilaian
hubungan kekerabatan serta mendukung pengelolaan plasma nutfah dan
pemuliaan ubi kayu.

Kata kunci: Genotipe ubi kayu; karakterisasi morfologi; keragaman genetik;
marka molekuler RAPD; analisis filogenetik.



ABSTRACT

INTEGRATED MORPHOLOGICAL AND RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHIC DNA MARKER ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY
AND RELATIONSHIPS AMONG 30 CASSAVA (Manihot esculenta Crantz)
GENOTYPES CULTIVATED IN LAMPUNG, INDONESIA

By

Nurul Hanifah

Lampung Province is one of the major cassava-producing regions in Indonesia,
contributing substantially to national production and maintaining high local
genotype diversity. However, information on genetic relationships among these
genotypes remains limited, particularly when assessed using an integrated
morphological and molecular approach. This study aimed to evaluate genetic
variation and relationships among cassava (Manihot esculenta Crantz) genotypes
cultivated in Lampung using combined morphological and molecular analyses.
Morphological evaluation based on six traits revealed phenotypic variation
among 30 genotypes, with similarity coefficients ranging from 0.67 to 1.00, with
the highest similarity observed between Garuda and Celeng. However,
morphological traits showed limited discriminatory power due to environmental
influence. Molecular analysis using six RAPD primers (OPA-01, OPA-03, OPA-
16, OPAA-01, OPB-18, and OPC-06) revealed genetic similarity coefficients
ranging from 0.60 to 0.93, with the highest similarity observed in TDSS—TDSL
and the lowest in TDSL-BW-1. Several genotype pairs and clusters (TDSS-TDSL;
Garuda—Celeng; KP-GSP—Klenteng; and Vati-1-Vamas-1-SN-Adira-4)
exhibited consistent clustering patterns across both analyses. Mantel test results
indicated a weak and non-significant correlation (r = 0.0963; p > 0.05),
suggesting that morphological data do not fully represent genetic variation.
Therefore, integrating molecular analysis is essential to improve the accuracy of
genetic relationship assessment and to support germplasm management and
cassava breeding programs.

Keywords: Cassava genotypes; morphological characterization; genetic
diversity; RAPD markers; phylogenetic analysis.
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|. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan salah satu komoditas unggulan
dalam subsektor tanaman pangan yang berpotensi menjadi bahan baku di berbagai
kegiatan industri. Ubi kayu memiliki nilai strategis sebagai sumber karbohidrat,
bahan baku industri, dan mampu menyimpan energi dalam bentuk pati, serta
menghasilkan produk bertepung tinggi yang berasal dari akumulasi pati pada
bagian umbinya (Zheng et al., 2023). Ubi kayu dapat juga disebut tanaman
subsisten, karena banyak ditanam oleh petani kecil untuk konsumsi pribadi atau
komunitas. Kemampuan ubi kayu bertahan dalam kondisi lingkungan fluktuatif
seperti anomali iklim, tanah berkadar hara rendah, dan kekeringan, menjadikan
ubi kayu memegang peranan vital dalam mendukung ketahanan pangan dan

pembangunan ekonomi berkelanjutan (e et al., 2023).

Indonesia sebagai negara tropis yang kaya akan keanekaragaman hayati dan
potensi pertanian memiliki peran penting dalam produksi ubi kayu di tingkat
global. Sebagian besar provinsi penghasil ubi kayu di Indonesia berkontribusi
dalam kegiatan ekspor pati ubi kayu di pasar internasional (Putri et al., 2022).
Luas panen ubi kayu pada tahun 2023 sebesar 618,27 ribu hektar, meningkat
sebesar 69,04 ribu hektar atau 12,57% dibandingkan luas panen pada tahun 2022
sebesar 549,25 ribu hektar. Produksi ubi kayu pada tahun 2023 mencapai 16,76
juta ton, meningkat sebesar 1,81 juta ton atau 12,13% dibandingkan produksi ubi
kayu pada tahun 2022 sebesar 14,95 juta ton. Provinsi Lampung merupakan
kontributor utama produksi ubi kayu nasional yang menyumbang 47,32% dari
total produksi dengan capaian 7,906,179 ton (Pusat Data dan Sistem Informasi
Pertanian, 2025).



Provinsi Lampung sebagai primary producer ubi kayu di Indonesia menyimpan
keragaman genotipe yang luas dalam sistem budidaya petani. Beberapa genotipe
ubi kayu yang banyak dibudidayakan oleh petani di Lampung antara lain
Thailand, Kasetsart (UJ-5) (Pranowo et al., 2021), UJ-3, BW-1 (Yelli et al., 2021),
Vamas-1, Vati-1, UTK (Utomo et al., 2025), serta berbagai genotipe lainnya.
Beberapa genotipe tersebut memiliki karakteristik yang beragam seperti umur
panen, rendemen pati, produktivitas, serta keunggulan lain tersendiri sehingga
disukai oleh petani. Variasi dalam sifat morfologi ini mencerminkan perbedaan
fenotipe antar genotipe. Keanekaragaman genotipe ubi kayu yang tersebar di
Lampung ini merupakan plasma nutfah potensial untuk dikembangkan menjadi

varietas unggul baru.

Keragaman penamaan genotipe lokal ubi kayu di Lampung belum terstandarisasi
sehingga menyebabkan ambiguitas dalam identifikasi dan berpotensi menjadi
kendala dalam program pemuliaan tanaman. Genotipe ubi kayu dengan karakter
fenotipik serupa sering kali memiliki nama lokal yang berbeda antar wilayah.
Kondisi ini menunjukkan adanya kemungkinan ketidaksesuaian antara identitas
fenotipik dan genotipik. Beragam nama lokal yang berbeda mewakili genotipe
yang sama atau sangat mirip secara genetik, sedangkan varietas yang berbeda
secara genetik kadang disebut dengan nama yang sama (Ocampo et al., 2022).
Pendekatan morfologi memungkinkan identifikasi dan pengelompokan awal
genotipe berdasarkan ciri fisik yang nyata, seperti bentuk daun, lobus, batang, dan
umbi, sehingga dapat memberikan gambaran awal mengenai keragaman dalam
suatu populasi tanaman. Namun, pendekatan morfologi tidak dapat dijadikan
satu-satunya dasar untuk menentukan hubungan kekerabatan genetik antar

genotipe ubi kayu karena dipengaruhi oleh faktor lingkungan.

Evaluasi keragaman genetik pada tanaman dapat dilakukan melalui penggunaan
marka DNA berbasis molekuler (Arum et al., 2024). Penggunaan marka
molekuler bertujuan untuk meningkatkan efektivitas dan efisiensi seleksi. Salah
satu marka yang umum digunakan adalah Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), yang mampu membandingkan genotipe dalam suatu populasi untuk



menentukan hubungan kekerabatan. RAPD tidak memerlukan informasi dari
sekuens DNA sebelumnya dan proses amplifikasi yang dilakukan menghasilkan
pita-pita polimorfik yang mencerminkan perbedaan karakter genetik antar
individu tanaman (Muhammad et al., 2023). Teknik RAPD tetap relevan untuk
studi awal variasi genetik meskipun memiliki keterbatasan seperti rendahnya
reprodusibilitas (Affek et al., 2025; Ennami et al., 2025).

Dengan demikian, pendekatan integratif yang mengombinasikan data morfologi
dan molekuler menjadi penting untuk memperoleh pemahaman yang lebih
komprehensif mengenai hubungan kekerabatan genotipe ubi kayu. Oleh karena
itu, penelitian ini dilakukan untuk menganalisis hubungan kekerabatan dan variasi
genetik ubi kayu di Lampung berdasarkan karakter morfologi dan marka

molekuler RAPD, serta mengkaji korelasi antara kedua jenis data tersebut.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Bagaimana hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan
di Lampung berdasarkan karakter morfologi?

2. Bagaimana hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan
di Lampung berdasarkan analisis menggunakan marka molekuler RAPD?

3. Bagaimana korelasi antara data morfologi dan molekuler dalam menentukan
hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan di

Lampung?



1.3 Tujuan Penelitian

1. Mengetahui hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan
di Lampung berdasarkan karakter morfologi.

2. Mengetahui hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan
di Lampung berdasarkan analisis marka molekuler RAPD.

3. Mengetahui korelasi antara data morfologi dan molekuler dalam menentukan

hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan di Lampung.

1.4 Kerangka Pemikiran

Ubi kayu (M. esculenta Crantz) merupakan salah satu tanaman pangan utama di
Indonesia yang memiliki peran penting dalam memenuhi kebutuhan karbohidrat,
pakan ternak, dan bahan baku industri. Provinsi Lampung memiliki peran penting
sebagai penghasil utama ubi kayu nasional. Keragaman genetik ubi kayu di
Lampung sangat luas dengan berbagai genotipe yang dibudidayakan, namun nama
dan karakteristik genetik dari genotipe ubi kayu tersebut belum memiliki
informasi yang terstandarisasi. Beberapa sifat morfologi yang dapat diamati pada
genotipe ubi kayu antara lain warna daun apikal, jumlah lobus, bentuk daun
sentral, warna tangkai daun, warna urat daun, warna kulit batang tua, dan
sebagainya. Variasi dalam karakter morfologi ini mencerminkan perbedaan
fenotipe antar genotipe, yang menjadi dasar identifikasi awal genotipe di lapangan
serta pengelompokan genotipe sebelum konfirmasi melalui data molekuler.

Informasi genetik yang akurat sangat diperlukan untuk memetakan hubungan
kekerabatan dan memanfaatkan potensi plasma nutfah lokal demi keberlanjutan
pemuliaan tanaman (Pranowo et al., 2021). Pendekatan modern menggunakan
marka molekuler mengintegrasikan data genetik dalam proses seleksi fenotipe.
Teknik Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) berbasis Polymerase Chain
Reaction (PCR) memungkinkan identifikasi polimorfisme DNA secara cepat
tanpa memerlukan informasi urutan DNA sebelumnya. Analisis ini menghasilkan

pola pita DNA polimorfik yang dapat digunakan untuk mendeteksi hubungan



kekerabatan antar individu, pemetaan gen, serta studi keragaman genetik dengan

tingkat efisiensi yang lebih tinggi dibandingkan metode konvensional.

Keberhasilan deteksi variasi genetik dalam penelitian ini ditentukan oleh
pemilihan primer yang tepat. Beberapa primer RAPD, seperti OPA-01, OPA-03,
OPA-11, OPA-16, OPAA-01, OPAA-03, OPB-17, OPB-18, OPC-02, OPC-03,
OPC-06, OPD-01, OPD-06, OPJ-08, dan OPM-02, dilaporkan menghasilkan pita
polimorfik dan informatif pada berbagai spesies, sehingga efektif untuk analisis
variasi genetik (Probojati et al., 2019; Tiwari et al., 2018; Kusmiyati et al., 2019;
Aristya et al., 2019; Lizawati et al., 2019; Nasution et al., 2021; Boomibalagan et
al., 2021; Al-Hassnwy dan Al-Nomani, 2021; Valencia-Ledezma et al., 2022,;
Fitriyanti et al., 2023; Sawitri et al., 2025; Sandhya et al., 2026). Primer-primer
tersebut mampu mengamplifikasi berbagai fragmen DNA yang berbeda antar
individu sehingga menghasilkan pola pita yang mencerminkan keragaman
genetik. Oleh karena itu, pemilihan primer yang tepat menjadi faktor penting
dalam meningkatkan akurasi deteksi variasi genetik menggunakan teknik RAPD.
Belum adanya informasi mengenai profil genetik genotipe ubi kayu yang
dibudidayakan di Lampung memberikan peluang untuk mengidentifikasi variasi
genetik tersebut melalui integrasi data molekuler menggunakan 15 primer RAPD

dan dukungan data morfologi melalui uji korelasi.

Karakter morfologi digunakan untuk menggambarkan variasi fenotipe yang
tampak di lapangan, sedangkan data molekuler memberikan informasi langsung
mengenai perbedaan pada tingkat DNA. Oleh karena itu, kedua jenis data
tersebut saling melengkapi dan tidak dapat berdiri sendiri dalam menjelaskan
keragaman genetik secara komprehensif. Melalui pendekatan integratif ini,
penelitian dilakukan untuk memetakan hubungan kekerabatan sekaligus
menentukan primer yang paling polimorfik dan efektif pada 30 genotipe ubi kayu
yang dibudidayakan Lampung sebagai landasan ilmiah dalam perakitan varietas
unggul di masa depan. Skema kerangka pemikiran penelitian ini disajikan pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Skema kerangka pemikiran.




1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini yaitu menghasilkan informasi variasi genetik yang berguna
untuk pengembangan genotipe ubi kayu unggul yang sesuai dengan kebutuhan
industri. Informasi yang diperoleh dari analisis molekuler dan karakter morfologi
dapat digunakan untuk memahami hubungan kekerabatan antar genotipe ubi kayu
serta keterkaitan antara variasi fenotipe dan genotipe tanaman. Data tersebut
menjadi dasar penting dalam program pemuliaan tanaman, terutama dalam
menentukan tetua persilangan yang memiliki jarak kekerabatan genetik yang jauh
sehingga dapat memperluas keragaman genetik dan meningkatkan peluang
memperoleh varietas unggul. Selain itu, informasi genetik yang dihasilkan juga
mendukung upaya pelestarian dan pemanfaatan sumber daya genetik lokal,
sehingga petani ubi kayu di Lampung dapat memanfaatkan genotipe unggul yang

berpotensi berproduksi tinggi.

1.6 Hipotesis

Berdasarkan kerangka pemikiran, dapat dirumuskan hipotesis sebagai berikut:

1. Hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan di Lampung
dapat dipetakan berdasarkan karakter morfologi.

2. Hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan di Lampung
dapat dipetakan berdasarkan analisis menggunakan marka molekuler RAPD.

3. Terdapat korelasi antara data morfologi dan data molekuler dalam menentukan
hubungan kekerabatan 30 genotipe ubi kayu yang dibudidayakan di Lampung.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Morfologi Tanaman Ubi Kayu

Ubi kayu (M.esculenta Crantz) merupakan tanaman perdu tahunan yang termasuk
dalam famili Euphorbiaceae. Pertumbuhan tanaman ubi kayu berlangsung
optimal pada ketinggian 10—700 mdpl, dengan curah hujan tahunan antara 760—
1.015 mm. Kondisi suhu lingkungan yang ideal berkisar antara 18-35°C,
kelembaban udara sekitar 60—65%, dan membutuhkan penyinaran matahari
selama sekitar 10 jam per hari. Tanaman ini dapat tumbuh hingga mencapai
ketinggian 3—7 m dengan batang berkayu dan beruas. Batang tanaman ubi kayu
berbentuk bulat dengan diameter sekitar 2,5-4 cm dan berfungsi sebagai
penopang serta tempat tumbuhnya daun di sepanjang ruas batang (Silalahi et al.,
2019). Batang ubi kayu memiliki jaringan yang relatif lunak dengan warna hijau
pada tanaman muda, namun akan menjadi lebih keras, berkayu, dan berwarna
abu-abu seiring bertambahnya umur tanaman (Gambar 2). Batang yang telah tua
umumnya digunakan sebagai bahan setek karena memiliki tingkat kekuatan dan

viabilitas yang lebih baik untuk pertumbuhan tanaman baru.

Gambar 2. Morfologi batang ubi kayu: a) batang muda; b) batang tua.



Daun ubi kayu tumbuh pada setiap ruas batang dengan tangkai daun yang relatif
panjang. Daun berwarna hijau dengan tulang daun majemuk menjari dan tersusun
atas beberapa lobus atau cuping daun. Setiap tangkai daun umumnya memiliki 5—
9 lobus yang berbentuk lanset dengan ujung meruncing. Lobus daun merupakan
bagian helaian daun yang memanjang dari pusat tulang daun utama sehingga
membentuk struktur menjari (Gambar 3). Lobus tengah biasanya paling panjang,
sedangkan lobus di sisi Kiri dan kanan lebih kecil. Bentuk, jumlah, lebar, serta
kedalaman lekukan antar lobus dapat bervariasi antar genotipe. Warna daun muda
(pucuk) bervariasi dari hijau muda hingga ungu, sedangkan daun dewasa
berwarna hijau tua. Warna urat daun dapat bervariasi dari hijau hingga
kemerahan. Selain itu, warna tangkai daun (petiole) juga menunjukkan variasi,
yaitu hijau, kuning, merah, atau kombinasi dari beberapa warna tersebut dan
sering digunakan sebagai salah satu karakter dalam deskripsi morfologi ubi kayu
(Fukuda et al., 2010).

Gambar 3. Morfologi daun ubi kayu.

Akar tanaman ubi kayu mengalami pembesaran dan berkembang menjadi umbi
yang berfungsi sebagai tempat penyimpanan cadangan makanan berupa pati.
Umbi tersebut umumnya berbentuk bulat memanjang dengan ukuran yang
bervariasi tergantung pada genotipe atau kultivarnya, biasanya berdiameter sekitar
2—-3 cm dengan panjang 50-80 cm. Daging umbi merupakan bagian terbesar dari

umbi dan berwarna putih hingga kekuningan. Pengisian umbi pada ubi kayu
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merupakan proses Kritis yang menentukan kualitas dan kuantitas pati yang
tersimpan dalam akar. Pengisian pati pada umbi terbagi menjadi dua tahap, yaitu
inisiasi dan pertumbuhan. Pada fase inisiasi, pati dalam xilem akar sudah mulai
terbentuk sejak umur 28 hari. Akar ubi kayu mulai menyimpan pati dalam jumlah
besar seiring perkembangan storage root, dimulai sekitar minggu ke-6 masa
pertumbuhan dan terus meningkat seiring pembesaran umbi (Carluccio et al.,
2022).

Transportasi hasil fotosintesis dari daun ke akar melalui floem, mekanisme
tersebut dikenal sebagai symplasmic phloem loading. Efisiensi symplasmic
phloem loading sangat menentukan jumlah sukrosa yang berhasil dikirim ke akar,
sehingga memengaruhi kapasitas akumulasi pati di umbi (Rulscher et al., 2024).
Setelah masuk ke akar, sukrosa mengalami transportasi subseluler ke berbagai sel
parenkim yang berperan sebagai tempat akumulasi pati. Transportasi ini
melibatkan interaksi antara vakuola, plastida, dan jaringan parenkim, serta
dikendalikan oleh ekspresi gen tertentu yang berhubungan dengan daya serap akar
(sink strength). Pembentukan pati pada akar ubi kayu mulai terlihat sekiar 6
minggu setelah tanam (MST), kemudian pada sekitar 8 MST terjadi penumpukan
granul pati di berbagai bagian akar lateral (Danquah et al., 2025).

Tanaman ubi kayu termasuk jenis tanaman monoecious, yaitu memiliki bunga
jantan dan bunga betina pada satu individu tanaman. Bunga betina umumnya
mekar sekitar 10-14 hari lebih awal dibandingkan bunga jantan pada cabang yang
sama. Ubi kayu merupakan tanaman yang penyerbukannya bersifat silang (cross-
pollinated), dengan lebah madu berperan sebagai agen penyerbuk utama (Sheela
et al., 2022). Terdapat variasi antar genotipe baik dalam waktu pembungaan, yang
dapat terjadi antara 4 hingga lebih dari 8 bulan setelah tanam, maupun dalam
jumlah bunga yang dihasilkan. Strategi untuk meningkatkan pembungaan pada
tanaman ubi kayu yang sulit berbunga antara lain dengan melakukan pruning,
pemberian hormon, dan induksi buatan. Pemberian sitokinin (benzyladenine/BA)
dapat memfeminisasi bunga, sedangkan anti-ethylene (silver thiosulfate/STS) dan
pruning dapat meningkatkan jumlah bunga (Oluwasanya et al., 2021). Setelah
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proses penyerbukan dan fertilisasi, bakal buah berkembang menjadi buah.
Sinkronisasi pembungaan pada tanaman ubi kayu relatif sulit dilakukan karena
terdapat variasi waktu berbunga antar genotipe, yaitu berkisar antara 4-5 bulan
hingga 8-10 bulan setelah tanam (Silalahi et al., 2019).

2.2 Pemanfaatan Ubi Kayu

Bagian tanaman ubi kayu yang paling banyak dimanfaatkan manusia adalah umbi,
yang merupakan sumber karbohidrat utama dengan kandungan energi tinggi,
meskipun rendah protein dan lemak dibandingkan biji-bijian. Dalam 100 g umbi
terdapat 34 g karbohidrat, 1,2 g protein, 0,3 mg lemak, 62,5 g air, 33 mg kalsium,
40 mg fosfor, 0,7 mg besi, 30 mg vitamin C, dan 0,01 mg vitamin B1 (Yuliadi,
2018). Umbi ubi kayu dimanfaatkan secara luas sebagai bahan pangan maupun
bahan baku industri. Pati dihasilkan dari umbi ubi kayu melalui proses
pascapanen dan dapat dipakai sebagai bahan dasar dalam produksi makanan
(Satmalawati et al., 2024). Selain itu, umbi ubi kayu juga telah diteliti sebagai
bahan pakan alternatif untuk unggas dan mampu menggantikan sebagian
penggunaan jagung dalam ransum tanpa menurunkan performa produksi ternak
(Palupi et al., 2022).

Selain umbi, daun ubi kayu juga memiliki potensi pemanfaatan yang cukup besar.
Daun ubi kayu dapat dimanfaatkan sebagai sayuran maupun sebagai pakan ternak
karena memiliki kandungan nutrisi yang relatif tinggi. Kandungan protein daun
ubi kayu dapat mencapai 14-40% dari bobot kering serta mengandung vitamin B,
vitamin C, karotenoid, dan berbagai mineral penting seperti kalsium, zat besi, dan
seng yang relatif lebih tinggi dibandingkan beberapa jenis sayuran hijau lainnya
(Mohidin et al., 2023). Selain itu, daun ubi kayu juga mengandung berbagai
senyawa bioaktif, seperti flavonoid dan polifenol, yang berkaitan dengan aktivitas
antioksidan serta berpotensi memberikan efek kesehatan seperti anti obesitas,
antidiabetik, dan anti inflamasi (Rahman, 2025). Daun ubi kayu memiliki sifat
anti bakteri dan anti kanker serta berpotensi membantu menurunkan tekanan darah
(Toni dan Pane, 2025). Daun ubi kayu juga berpotensi dimanfaatkan sebagai
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pakan lengkap (complete feed) bagi ternak ruminansia karena kandungan

nutrisinya yang tinggi (Pinem, 2025).

Selain bagian tanaman yang dimanfaatkan secara langsung, limbah ubi kayu juga
memiliki potensi pemanfaatan yang cukup luas. Limbah yang berasal dari bagian
tanaman, seperti pucuk, batang, kulit umbi, dan bonggol, serta residu hasil
pengolahan ubi kayu seperti umbi afkir dan ampas pengolahan pati masih
mengandung karbohidrat yang relatif mudah dicerna sehingga dapat dimanfaatkan
sebagai bahan pakan ternak. Batang ubi kayu dapat dicampur dengan daun
sebagai pakan penguat, sedangkan kulit ubi kayu dapat diolah menjadi biobriket
sebagai bahan bakar padat yang berpotensi menggantikan sumber energi tak
terbarukan seperti bahan bakar fosil dan kayu bakar sehingga lebih ramah
lingkungan (Puri et al., 2022). Selain itu, ubi kayu juga dapat diolah menjadi
berbagai produk pangan alternatif, salah satunya beras analog. Formulasi beras
analog yang terdiri atas 78% tepung ubi kayu dan 20% tepung kacang merah
dilaporkan menghasilkan karakteristik fisikokimia dan sifat fungsional terbaik
dibandingkan formulasi lainnya (Lalong et al., 2025). Dengan demikian, ubi kayu
merupakan tanaman multifungsi yang memiliki berbagai manfaat sebagai sumber
pangan, pakan, bahan baku industri, serta berpotensi mendukung ketahanan

pangan dan keberlanjutan lingkungan.

2.3 Plasma Nutfah Ubi Kayu

Plasma nutfah merupakan sumber daya genetik yang mencakup seluruh variasi
genetik suatu spesies tanaman, baik yang berasal dari varietas lokal, varietas
unggul hasil pemuliaan, maupun kerabat liar yang masih memiliki hubungan
kekerabatan dengan spesies budidaya. Plasma nutfah memiliki peran penting
dalam pengembangan varietas unggul karena menjadi sumber gen yang dapat
dimanfaatkan untuk memperoleh sifat-sifat agronomis yang diinginkan, seperti
produktivitas tinggi, ketahanan terhadap hama dan penyakit, toleransi terhadap
cekaman lingkungan, serta kualitas hasil yang lebih baik. Keragaman plasma

nutfah yang luas memungkinkan pemulia tanaman melakukan seleksi dan
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kombinasi genetik yang lebih efektif dalam menghasilkan varietas unggul baru
(Wooding dan Pefia, 2023). Oleh karena itu, keberadaan plasma nutfah yang
beragam menjadi dasar penting dalam kegiatan pemuliaan tanaman dan

pengembangan varietas yang adaptif terhadap berbagai kondisi lingkungan.

Keberadaan genotipe dengan latar belakang asal yang berbeda dalam koleksi
plasma nutfah memungkinkan terbentuknya variasi genetik yang luas. Semakin
tinggi tingkat keragaman genetik dalam suatu koleksi plasma nutfah, semakin
besar peluang untuk memperoleh kombinasi sifat yang diinginkan melalui proses
seleksi maupun persilangan. Dalam konteks budidaya tanaman, varietas
merupakan kelompok tanaman dalam satu spesies yang memiliki karakter
morfologi, fisiologi, dan agronomi yang relatif seragam serta dapat dibedakan
secara jelas dari kelompok tanaman lainnya dan dipertahankan sifatnya melalui
perbanyakan. Pada tanaman yang diperbanyak secara vegetatif seperti ubi kayu,
istilah klon digunakan untuk menyebut kelompok tanaman yang berasal dari satu
individu induk dan memiliki susunan genetik yang identik karena diperbanyak
secara vegetatif (Ashar, 2016). Klon yang telah lama dibudidayakan oleh petani
di suatu wilayah dan berkembang melalui seleksi alami maupun seleksi petani
dikenal sebagai klon lokal. Sementara itu, klon introduksi merupakan klon yang
berasal dari daerah atau negara lain yang kemudian diperkenalkan dan

dibudidayakan di wilayah baru

Beberapa varietas ubi kayu yang banyak dibudidayakan di Indonesia antara lain
varietas UJ-3, UJ-5, Adira-4, Vati-1, dan Vamas-1. Varietas UJ-3 dan UJ-5
merupakan varietas ubi kayu unggul nasional yang berasal dari introduksi
Thailand dan banyak dikembangkan di Provinsi Lampung karena memiliki
potensi hasil tinggi serta kadar pati yang sesuai untuk industri tapioka (Saleh et
al., 2016). Varietas Adira-4 merupakan varietas ubi kayu unggul nasional hasil
persilangan bebas dengan tetua betina BIC 528 (Muara) yang dilepas oleh
Kementerian Pertanian pada tahun 1978 dan memiliki potensi produksi 35 ton
ha™* (Balai Penelitian Tanaman Aneka Kacang dan Umbi, 2016). Varietas Vati-1
memiliki ketahanan terhadap hama tungau merah serta potensi hasil yang
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mencapai 46,9 t ha™* (Utomo et al., 2025). Varietas Vamas-1 merupakan hasil
persilangan terbuka dengan tetua betina CMR44-29-12, cenderung toleran hama
tungau merah, cenderung toleran penyakit busuk umbi Fusarium sp., berumur
genjah, dan memiliki potensi hasil 46,61 t ha™* (Balai Penelitian Tanaman Aneka
Kacang dan Umbi, 2019; Sholihin, 2022).

Beberapa penelitian juga telah mengevaluasi performa agronomi beberapa
varietas dan klon ubi kayu. Varietas Vamas-1, Vati-1, dan UJ-5 dilaporkan
memiliki jumlah umbi segar berkisar antara 6,6—7,3 umbi per tanaman pada umur
24 minggu setelah tanam. Bobot umbi segar masing-masing varietas tersebut
berturut-turut mencapai sekitar 2316,7 g tanaman! pada Vamas-1, 2183,3 g
tanaman pada Vati-1, dan 1433,3 g tanaman! pada UJ-5, dengan kadar pati
masing-masing sekitar 26,2%, 25,2%, dan 23,2%. Pada penelitian yang sama,
klon UTK yang merupakan salah satu klon lokal juga menunjukkan jumlah umbi
sekitar 6,3 umbi per tanaman dengan bobot umbi segar mencapai sekitar 2150,0 g

tanamant serta kadar pati sekitar 25,8% (Utomo et al., 2025).

2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik biologi molekuler yang
digunakan untuk memperbanyak fragmen DNA secara in vitro melalui proses
amplifikasi enzimatik. Teknik ini pertama kali dikembangkan oleh Kary Mullis
pada tahun 1983 dan sejak itu menjadi metode yang sangat penting dalam
berbagai penelitian genetika dan bioteknologi. Teknik PCR terus mengalami
perkembangan dan telah menjadi salah satu metode paling revolusioner dalam
ilmu biologi dan kedokteran. Metode ini memungkinkan analisis DNA dalam
berbagai bidang, termasuk genetika, forensik, mikrobiologi, serta diagnostik
penyakit menular dan genetik (Alsharksi et al., 2024). Dibandingkan dengan
metode analisis DNA konvensional, PCR memiliki keunggulan berupa sensitivitas
dan spesifisitas yang tinggi sehingga mampu mendeteksi DNA dalam jumlah yang

sangat kecil secara cepat dan akurat (Bhat dan Al-Khayri, 2023).
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Komponen utama dalam reaksi PCR terdiri atas DNA template, primer spesifik,
enzim DNA polymerase, dan deoksiribonukleotida trifosfat (ONTP). DNA
template merupakan DNA target yang akan diamplifikasi dalam proses PCR.
Primer merupakan fragmen oligonukleotida pendek yang berfungsi sebagai
penanda awal sintesis DNA dengan menempel pada daerah komplementer dari
untaian DNA yang telah terdenaturasi. Enzim DNA polymerase berperan dalam
mengkatalisis sintesis untai DNA baru dengan menambahkan nukleotida bebas
(dNTP) pada ujung 3’ dari primer yang telah berikatan dengan DNA template.
Sementara itu, dNTP berfungsi sebagai bahan penyusun (building block) yang
digunakan oleh DNA polymerase untuk membentuk rantai DNA baru selama

proses amplifikasi (Mahanama dan Wilson-Davies, 2021).

Proses PCR terdiri atas tiga tahap utama yaitu denaturasi, annealing, dan ekstensi
yang berlangsung secara berulang dalam alat thermal cycler sehingga
menghasilkan amplifikasi DNA secara eksponensial (Widodo, 2024). Tahap
pertama adalah denaturasi, yaitu proses pemisahan DNA beruntai ganda menjadi
dua untai tunggal dengan cara memanaskan sampel DNA pada suhu sekitar 94-95
°C. Pada suhu tinggi tersebut, ikatan hidrogen yang menghubungkan pasangan
basa nukleotida pada molekul DNA akan terputus sehingga kedua untai DNA
terpisah dan dapat berfungsi sebagai cetakan (template) untuk proses sintesis
DNA berikutnya.

Tahap kedua dalam PCR adalah annealing, yaitu proses penempelan primer pada
urutan basa DNA target yang bersifat komplementer. Pada tahap ini, suhu
diturunkan agar primer dapat berikatan dengan sekuens komplementer pada DNA
template. Suhu annealing sangat dipengaruhi oleh panjang primer dan nilai
melting temperature (Tm) dari primer yang digunakan. Pada PCR konvensional,
suhu annealing umumnya berada pada kisaran 50-65 °C agar penempelan primer
berlangsung secara spesifik. Namun pada teknik Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) digunakan primer pendek yang bersifat acak dengan panjang
sekitar 10 nukleotida sehingga memiliki nilai Tr yang relatif rendah. Oleh karena
itu, suhu annealing pada PCR-RAPD umumnya lebih rendah, yaitu sekitar 34-37
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°C, agar primer dapat menempel pada berbagai lokasi pada genom dan
menghasilkan fragmen DNA yang teramplifikasi. Penggunaan suhu annealing
yang rendah tersebut memungkinkan terbentuknya banyak pita DNA yang
digunakan untuk analisis keragaman genetik (Herman et al., 2019).

Tahap ketiga dalam PCR adalah ekstensi atau elongasi, yaitu proses pemanjangan
rantai DNA baru oleh enzim DNA polymerase. Pada tahap ini, enzim
menambahkan nukleotida bebas (dNTP) secara berurutan pada ujung primer yang
telah menempel pada DNA cetakan, sehingga membentuk untai DNA
komplementer baru. Proses ini berlangsung pada suhu sekitar 72 °C, yang
merupakan suhu optimum bagi aktivitas enzim Tag DNA polymerase (Putra,
2020). dNTP akan berikatan dengan ion magnesium (Mg?") yang memengaruhi
konsentrasi ion yang efektif untuk reaksi polimerisasi menggunakan single-
stranded DNA (ssDNA) sebagai template. Enzim DNA polymerase mensintesis
untai ganda baru (dsDNA) dari template secara enzimatik, dengan arah
pemanjangan dari ujung 5> menuju ujung 3’ primer. Ketiga tahapan PCR tersebut
kemudian diulang dalam beberapa siklus, umumnya 25-40 siklus, sehingga
jumlah fragmen DNA target akan meningkat secara eksponensial dan dapat

dianalisis lebih lanjut dalam berbagai studi genetika molekuler.

2.5 Marka Molekuler

Marka molekuler dalam studi keragaman genetik mampu menilai keragaman
genetik dan relasi antar genotipe, serta mendukung seleksi berbasis DNA (marker-
assisted selection, MAS) yang mencerminkan informasi langsung dari susunan
genetik tanaman (Manikandan et al., 2025). Kriteria marka molekuler genetik
antara lain memiliki tingkat polimorfisme yang sedang sampai tinggi, terdistribusi
merata di seluruh genom, memberikan resolusi perbedaan genetik yang cukup,
mampu membedakan kedua tetua dan ciri marka yang diwariskan secara sama dan
akurat dari tetua ke turunannya. Terdapat dua jenis marka molekuler, yaitu marka
dominan (dominant marker) dan marka ko-dominan (codominant marker). Marka

dominan dapat menandai adanya lokus target, tetapi tidak bisa membedakan
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homozigot dengan heterozigot, sedangkan marka kodominan dapat menandai
adanya lokus target homozigot atau lokus target heterozigot. Berbagai metode
marka seperti RAPD, SSR, AFLP, dan SNP telah menjadi fondasi utama dalam
pemetaan genetik, analisis diversitas, serta penentuan struktur populasi karena
sifatnya yang sangat informatif dan kemampuannya mendeteksi perubahan

genetik walaupun tanaman diperbanyak secara vegetatif (Karakas, 2024).

Marka molekuler dengan situs acak yang dapat digunakan dalam seleksi antara
lain restriction fragment length polymorphisms (RFLP), random amplified
polymorphic DNAs (RAPD), sequence tagged sites (STS), amplified fragment
length polymorphisms (AFLP), simple sequence repeats (SSRs), dan single
nucleotide polymorphisms (SNP). Marka situs spesifik yang dapat digunakan
dalam seleksi antara lain sequence characterized amplification region (SCAR)
dan expressed sequence tags (EST). Prinsip kerja RFLP meliputi pemotongan
DNA oleh endonuklease restriksi, pemisahan fragmen melalui elektroforesis, dan
deteksi pola fragmentasi yang merepresentasikan polimorfisme genetik antar
individu atau kultivar. Pendekatan ini telah diaplikasikan secara efektif pada
analisis keanekaragaman genetik tanaman, termasuk kultivar pisang (Musa spp.)
dan durian (Durio zibethinus). Pada kultivar pisang, PCR-RFLP ITS dengan
enzim Rsal menghasilkan fragmen spesifik yang membedakan genom A dan B,
konsisten dengan klasifikasi mikrosatelit, sehingga memungkinkan identifikasi
dan pengelompokan kultivar secara efisien (Ekasari et al., 2012). Sementara itu,
pada durian, PCR-RFLP ITS yang menggunakan enam enzim restriksi (Alul,
Eco471, Bsp1431, BsuRI, Mph11301, dan Adel) menghasilkan pola fragmen unik
yang mengelompokkan aksesi durian dengan hubungan genetik dekat, mendukung
identifikasi kultivar yang sulit dibedakan secara morfologis serta memberikan
informasi dasar untuk program pemuliaan dan konservasi plasma nutfah (Hikmah
etal., 2016).

Sequence Tagged Site (STS) adalah segmen DNA pendek (£200-500 bp) yang
unik dalam genom dan memiliki urutan serta lokasi yang diketahui. Segmen
DNA ini dapat diamplifikasi secara spesifik menggunakan primer PCR (Tasliah,
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2021). STS berfungsi sebagai penanda genetik lokus tertentu, bersifat
kodominan, sehingga dapat membedakan alel heterozigot dan homozigot.
Meskipun urutan STS bisa mengandung elemen berulang, keunikan pada kedua
ujung segmen memungkinkan peneliti mengidentifikasi lokasi genom secara
tepat. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) merupakan teknik
marker molekuler yang mengombinasikan pemotongan DNA dengan enzim
restriksi dan amplifikasi selektif menggunakan PCR. DNA genom dipotong oleh
enzim restriksi untuk menghasilkan fragmen DNA, yang kemudian diadaptasi
dengan primer khusus untuk amplifikasi PCR. Fragmen hasil amplifikasi ini
dipisahkan melalui elektroforesis dan menghasilkan pola banding unik yang
mencerminkan variasi genetik antar individu atau populasi. AFLP bersifat
dominan dan dapat digunakan untuk menilai keragaman genetik, struktur

populasi, dan stabilitas genetik tanaman (Hu et al., 2024; Al-Kiyyam et al., 2024).

Simple Sequence Repeat (SSR) merupakan marka molekuler yang didasarkan
pada variasi jumlah pengulangan sekuens DNA pendek (1-6 pasangan basa) yang
tersebar di seluruh genom. Perbedaan jumlah pengulangan tersebut menghasilkan
variasi panjang fragmen DNA yang dapat dideteksi melalui PCR menggunakan
primer spesifik. Marka SSR banyak digunakan dalam diferensiasi populasi, studi
keragaman genetik, analisis kekerabatan, analisis linkage, pemetaan gen, dan
penelitian keragaman genetik, sehingga sangat mendukung program pemuliaan
molekuler pada berbagai tanaman (Xu et al., 2021). Pemanfaatan SSR telah
dilaporkan pada beberapa tanaman, antara lain gandum (Triticum aestivum) untuk
identifikasi varietas dan pemetaan QTL resistensi terhadap hawar daun (Xu et al.,
2021), jelai (Hordeum vulgare) untuk analisis struktur populasi (Mohammadi et
al., 2020), padi (Oryza sativa) untuk analisis keragaman genetik varietas upland
rice (Li et al., 2023), kapas (Gossypium spp.) untuk karakterisasi varietas dan
penentuan ambang batas genetika dalam DUS testing (Wang et al., 2023), serta
jagung (Zea mays) untuk analisis keragaman genetik (Belalia et al., 2018).

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) merupakan variasi genetik yang terjadi
akibat perubahan satu nukleotida pada posisi tertentu dalam genom, sehingga
mampu menangkap perbedaan alel dengan resolusi yang sangat tinggi. SNP
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memungkinkan identifikasi subpopulasi dan varietas, termasuk varietas hibrida
yang sulit dibedakan secara morfologi pada tahap bibit. Studi melon menunjukkan
bahwa hasil fingerprinting menggunakan SNP konsisten dengan SSR dan dapat
digunakan untuk supervisi, identifikasi, dan perlindungan varietas (Zhang et al.,
2023).

Selain marka dengan situs acak, terdapat marka dengan situs spesifik seperti
Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) dan Expressed Sequence Tag
(EST). SCAR dikembangkan dari fragmen DNA spesifik yang diperoleh melalui
teknik seperti RAPD, kemudian disekuensing untuk merancang primer spesifik
sehingga menghasilkan amplifikasi DNA yang lebih akurat dan reproduktif. Studi
terbaru menunjukkan bahwa SCAR yang dikembangkan dari ISSR dapat
digunakan untuk identifikasi dan konservasi Rhynchostylis gigantea beserta
varietasnya, menyediakan alat yang efektif untuk pelestarian genetik (Saengprajak
et al., 2026). Sementara itu, Expressed Sequence Tag (EST) merupakan fragmen
DNA yang berasal dari cDNA hasil transkripsi gen yang diekspresikan. Marka
berbasis EST digunakan untuk mengidentifikasi gen yang aktif dan menganalisis
variasi genetik pada wilayah genom yang terkait langsung dengan ekspresi gen.
Studi terbaru pada kenaf (Hibiscus cannabinus) menunjukkan bahwa EST-SSR
yang dikembangkan dari transkriptom tanaman yang terkena stres salinitas tidak
hanya memperkaya jumlah marker molekuler, tetapi juga efektif untuk menilai
polimorfisme, keragaman genetik, dan struktur populasi dari sumber daya plasma
nutfah (An et al., 2023).

2.6 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

RAPD merupakan aplikasi polymorphic chain reaction (PCR) yang digunakan
untuk mendeteksi adanya suatu polimorfisme DNA dalam suatu populasi atau
antarpopulasi. Teknik RAPD berkembang pada awal 1990-an ketika penggunaan
PCR mulai meluas setelah ditemukan oleh Kary Mullis pada tahun 1983. Pada
masa tersebut, banyak organisme belum memiliki peta genom dan informasi

sekuens DNA yang memadai, sehingga pembuatan primer spesifik menjadi
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kendala besar dalam analisis genetik. Dalam konteks inilah teknik RAPD
diperkenalkan secara independen oleh John G. K. Williams dari DuPont Company
serta Johan Welsh dan Michael McClelland dari University of California pada
tahun 1990 sebagai metode PCR berbasis primer acak yang tidak memerlukan

informasi sekuens sebelumnya.

Teknik RAPD memiliki beberapa keunggulan, antara lain tidak memerlukan
informasi sekuens DNA sebelumnya, cepat dan sederhana dengan hanya
membutuhkan sedikit DNA, mampu mendeteksi polimorfisme pada tingkat
molekuler, serta memberikan data awal untuk analisis keragaman genetik dan
fingerprinting. Namun, RAPD juga memiliki keterbatasan, seperti bersifat
dominan sehingga tidak dapat membedakan antara homozigot (AA) dan
heterozigot (Aa) sehingga resolusi genetik terbatas (Manikandan et al., 2025),
reprodusibilitas rendah karena hasil pita DNA dapat bervariasi antar eksperimen
akibat sensitivitas terhadap kondisi PCR, kualitas DNA, dan suhu annealing yang
rendah (35-40°C) (Sharma et al., 2022; Larekeng et al., 2019), serta sifat multi
lokus dan acak yang membuat satu pita dapat berasal dari berbagai bagian genom
sehingga sulit dikaitkan dengan sifat tertentu (Manikandan et al., 2025). Selain
itu, pola pita RAPD memiliki resolusi rendah untuk mendeteksi variasi alelik
dibandingkan marker kodominan seperti SSR atau SNP (Martin et al., 2025) dan
tidak ada basis data referensi untuk dibandingkan secara standar antar

laboratorium atau spesies (To et al., 2021).

Polimorfisme pada RAPD muncul dari variasi pada situs penempelan primer
akibat mutasi atau pengaturan ulang DNA, yang terdeteksi sebagai keberadaan
pita DNA tertentu. Dalam konteks analisis genetik, polimorfisme merujuk pada
keberadaan lebih dari satu bentuk alel atau fragmen DNA di antara individu dalam
populasi, di mana perbedaan ukuran atau pola pita DNA (fingerprint)
menunjukkan variasi genetik. Semakin tinggi polimorfisme yang dihasilkan oleh
suatu primer, semakin informatif primer tersebut untuk membedakan individu
dalam populasi (Ennami et al., 2025). Oleh karena itu, pemilihan primer sangat

penting; primer dari spesies yang sefamili dengan tanaman yang diteliti sering
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digunakan untuk memperoleh tingkat polimorfik yang tinggi (Gusmiaty et al.,
2021

Untuk menilai efektivitas primer dalam mendeteksi polimorfisme, beberapa
penelitian terdahulu telah mengevaluasi kinerja berbagai primer RAPD pada
berbagai spesies tanaman, menunjukkan bahwa tingkat polimorfisme yang
terdeteksi sangat bergantung pada pemilihan primer. Berbagai studi telah
melaporkan primer tertentu yang mampu menghasilkan pita polimorfik tinggi
pada tanaman berbeda, yang dapat dijadikan acuan dalam analisis keragaman
genetik, antara lain primer OPA-01 dan OPA-03 menghasilkan pita polimorfik
pada tanaman pisang raja (Probojati et al., 2019). Primer OPA-11 menghasilkan
pita polimorfisme pada tanaman kersen liar (Nasution et al., 2021). Primer OPA-
16 menghasilkan tingkat polimorfisme 100% pada pisang raja (Probojati et al.,
2019) dan durian criwik (Sawitri et al., 2025). Primer OPAA-01 menghasilkan
persentase polimorfisme sebesar 90% pada kedelai hitam (Kusmiyati et al., 2019),
dan primer OPAA-03 menghasilkan polimorfisme 100% pada Panicum

sumatrense (Tiwari et al., 2018).

Primer OPB-17 dikategorikan sebagai salah satu primer yang informatif dan
polimorfik (Sandhya et al., 2026). Primer OPB-18 menghasilkan polimorfisme
100% pada durian criwik (Sawitri et al., 2025). Pada tanaman tebu, primer OPC-
02 dan OPD-01 mampu membedakan profil genetik 20 varietas dengan kemiripan
morfologi (Aristya et al., 2019), sedangkan primer OPC-03 efektif dalam
pemetaan sidik jari DNA spesies Gymnema sylvestre (Boomibalagan et al., 2021).
Primer OPC-06 direkomendasikan untuk mengidentifikasi variasi genetik
Aspergillus fumigatus karena dapat menghasilkan pola pita yang polimorfik
(Valencia-Ledezma et al., 2022). Primer OPD-06 menghasilkan polimorfisme
sebesar 92,8% pada tanaman rambutan (Fitriyanti et al., 2023). Primer OPJ-08
menghasilkan jumlah pita DNA heterogen terbanyak (Al-Hassnwy dan Al-
Nomani, 2021), serta primer OPM-02 menghasilkan pita informatif dan
polimorfik pada tanaman kayu manis (Lizawati et al., 2019).



I11. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2024—April 2025. Lokasi
penelitian adalah (1) Kebun ubi kayu Natar, Lampung Selatan (2) Kebun ubi kayu
Kelurahan Rajabasa Raya, Bandar Lampung (3) Laboratorium Sentral Rumah
Kaca dan Lahan Uji, Badan Riset dan Inovasi Nasional (BRIN), Kawasan Sains
dan Teknologi, Cibinong, Jawa Barat.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mikropipet, vortex mixers,
centrifugator, NanoDrop, gel document, microwave, thermal cycler, cetakan gel,
mesin elektroforesis, gelas ukur, erlenmeyer, micropestle, oven, lemari pendingin
4°C, freezer -20°C, freezer -80°C, timbangan digital, pinset, scalpel, sprayer,
cryoBox, rak tube Eppendorf, pena marker, dan kamera digital. Bahan kimia yang
digunakan meliputi 15 primer RAPD (Macrogen, Korea Selatan), Genomic DNA
Mini Kit (Plant) (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Taiwan), agarose powder (Sigma-
Aldrich, USA), tip mikropipet, tube Eppendorf, tube PCR (Servicebio, China),
alkohol 70%, RedSafe Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology,
Korea Selatan), 6x DNA Loading Dye (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Taiwan),
Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), buffer Tris-
EDTA (TE), Nuclease-Free Water (NFW) (Thermo Scientific, USA), MyTaq HS
Red Mix (Meridian Bioscience, USA), buffer Tris Acetate EDTA (TAE), dan
ddH.O. Bahan tanaman yang digunakan adalah daun muda dari 30 genotipe ubi

kayu yang dibudidayakan di Provinsi Lampung (Tabel 1).
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Tabel 1. Daftar deskripsi 30 genotipe ubi kayu

No  Genotipe Deskripsi

1 Bendo-3 Klon introduksi dari Sragen, Jawa Tengah

2 UTK Klon lokal Lampung

3 SL-36 F1 keturunan tetua betina Sayur Liwa

4 KG Korem Gatam; klon introduksi

5 SL-30 F1 keturunan tetua betina Sayur Liwa

6 Unila UK-1  F1 keturunan Sayur Liwa

7 KP Ketan Palas; klon lokal Lampung

8 UJ-3 Umas Jaya; Varietas unggul nasional, introduksi dari
Thailand

9 UJ-5 Umas Jaya; Varietas unggul nasional, introduksi dari
Thailand; Kasetsart

10 UJ-6 Umas Jaya; Klon lokal Lampung

11 BW-1 Bumi Waras; Klon introduksi dari Thailand

12 BW-0223 Bumi Waras; Klon introduksi dari Thailand

13 CN Cino; Klon lokal Lampung

14 SN Soponyono; Klon lokal Lampung

15 Waxy Klon introduksi dari Thailand

16 Adira-4 Varietas unggul nasional, hasil persilangan bebas tetua
betina BIC 528 (Muara)

17 Garuda Klon lokal Lampung

18 Barokah Klon lokal Lampung

19 MU-55 F1 keturunan tetua betina Mentik Urang, Malang

20 BL-81 Bayam Liwa

21 GSP Gajah Super Palas; klon lokal Lampung

22 Gani Klon lokal Lampung

23 MRT Marinten; klon lokal Lampung

24 Manggu Klon introduksi dari Jawa Barat

25 Klenteng Klon lokal Lampung

26 Celeng Klon lokal Lampung

27 Vati-1 CMM 02040-1; varietas unggul nasional, hasil
persilangan tetua betina MLG 10098 dan tetua jantan
MLG 10025

28 Vamas-1 OMR 51-20-5; varietas unggul nasional, hasil seleksi dari
populasi hasil penyerbukan terbuka tetua betina CMR44-
29-12 (Sholihin, 2022).

29 TDSS Tanaman Daun Sembilan Sempit; klon lokal Lampung

30 TDSL Tanaman Daun Sembilan Lebar; klon lokal Lampung




Daftar 15 primer RAPD yang digunakan disajikan pada Tabel 2:

Tabel 2. Daftar 15 primer RAPD
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No Primer Urutan Basa Nukleotida
1 OPA-01 5’ CAGGCCCTTC 3’
2 OPA-03 5’ AGTCAGCCAC 3’
3 OPA-11 5’ CAATCGCCGT 3’
4 OPA-16 5’ AGCCAGCGAA 3’
5 OPAA-01 5’ AGACGGCTCC 3’
6 OPAA-03 5’ TTAGCGCCCC 3’
7 OPB-17 5’ AGGGAACGAG 3’
8 OPB-18 5’ CCACAGCAGT 3’
9 OPC-02 5’ GTGAGGCGTC 3’
10 OPC-03 5’ GGGGGTCTTT 3’
11 OPC-06 5’ GAACGGACTC 3’
12 OPD-01 5’ ACCGCGAAGG 3’
13 OPD-06 5’ ACCTGAACGG 3’
14 OPJ-08 5’ CATACCGTGG 3’
15 OPM-02 5’ ACAACGCCTC 3’

3.3 Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif kualitatif dengan integrasi

pendekatan morfologi dan molekuler. Karakterisasi morfologi dilakukan sebagai

langkah awal untuk memperoleh gambaran visual perbedaan karakter vegetatif

antar genotipe, sedangkan pendekatan molekuler digunakan sebagai metode utama

untuk mengidentifikasi variasi genetik secara akurat dan memberikan data

kuantitatif. Integrasi kedua pendekatan ini memungkinkan interpretasi hasil yang

lebih komprehensif dan mendukung pemahaman hubungan genetik antar

genotipe, sehingga hasil morfologi dan profil genetik dapat digunakan bersama

dalam analisis variasi dan kekerabatan.
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3.4 Pelaksanaan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dalam tiga tahapan, yaitu (1) karakterisasi morfologi
ubi kayu berdasarkan karakter vegetatif, (2) karakterisasi DNA ubi kayu

berdasarkan marka molekuler RAPD, dan (3) analisis data.

3.4.1 Karakterisasi Morfologi Ubi Kayu Berdasarkan Karakter Vegetatif

Karakterisasi morfologi dilakukan sebagai data pendukung terhadap hasil analisis
molekuler berbasis marka RAPD. Karakterisasi ini dilakukan terhadap 30
genotipe ubi kayu dengan mengamati enam karakter vegetatif yang mengacu pada
panduan Fukuda et al. (2010). Karakter yang diamati meliputi warna daun apikal,
jumlah lobus, bentuk daun sentral, warna urat daun, warna tangkai daun, dan
warna kulit batang tua. Pemilihan variable ini didasarkan pada nilai diskriminasi
yang tinggi, mencakup karakter yang stabil secara genetik seperti bentuk dan

jumlah lobus, serta karakter pigmentasi yang responsif terhadap lingkungan.

3.4.1.1 Warna Daun Apikal

Pengamatan visual terhadap daun yang terletak di pucuk atau titik tumbuh
tanaman. pada umur 3 bulan setelah tanam (BST). Panduan skoring untuk

variabel warna daun apikal disajikan pada Gambar 4:

3) Hijau muda 5) Hijau tua 7) Hijau keunguan 9) Ungu

Gambar 4. Panduan skoring warna daun apikal (Fukuda et al., 2010).



26

3.4.1.2 Jumlah Lobus

Pengamatan jumlah lobus dilakukan secara visual pada tanaman berumur 6 BST.
Sebanyak lima daun dewasa pada bagian tengah tanaman diamati, kemudian
dicatat jumlah lobus berdasarkan frekuensi dominan dengan kriteria sebagai
berikut:

3) Tiga lobus,

5) lima lobus,

7) tujuh lobus,

9) sembilan lobus, dan

11) sebelas lobus (Fukuda et al., 2010).

3.4.1.3 Bentuk Daun Sentral

Pengamatan visual terhadap bentuk daun sentral pada tanaman berumur 6 BST.

Daun yang diamati merupakan daun yang memiliki posisi seimbang terhadap arah

2 tangkai.
1) Ovoid 2) Elliptic-  3) Obovate- 4) Oblong-  5) Lanceolate

lanceohte lanceolate lanceolate

H bt

6) Straight  7) Pandurate 8) Linear-  9) Linear- 0) Linear-
piramidal pandmate hostatilobalate

Gambar 5. Panduan skoring bentuk daun sentral (Fukuda et al., 2010).
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3.4.1.4 Warna Tangkai Daun

Pengamatan warna tangkai daun dilakukan pada tanaman berumur 6 BST.

i i L l

1) Hijau- 2) Hijau 3) Hijau- 5) Merah-  7) Merah 9) Ungu
kelkuningan kemerahan  kehijavan

Gambar 6. Panduan skoring warna tangkai daun (Fukuda et al., 2010).

3.4.1.5 Warna Urat Daun

Pengamatan warna urat daun dilakukan secara visual pada daun dewasa tanaman

berumur 6 BST.
(3) ©)
(3) Hijau; (7) Hijau kemerahan pada lebih dari

®) (7)
setengah lobus;

Keterangan:

(5) Hijau kemerahan pada kurang (9) Merah keseluruhan;
dari setengah lobus; —

Gambar 7. Panduan skoring warna urat daun (Fukuda et al., 2010).



3.4.1.6 Warna Kulit Batang Tua

Pengamatan warna kulit (bagian luar) batang tua dilakukan secara visual pada
batang utama tanaman berumur minimal 6 BST. Panduan skoring untuk variabel

warna kulit batang tua disajikan pada Gambar 6:

1111

3) Oranye 4)Hijau- 5)Keemasan 6) Cokelat- 7)Perak 8)Abu-abu 9) Cokelat-

kekuningan muda tua

Gambar 8. Panduan skoring warna kulit batang tua (Fukuda et al., 2010).

3.4.2 Karakterisasi DNA Ubi Kayu Berdasarkan Marka Molekuler RAPD

3.4.2.1 Persiapan Sampel Tanaman

Sampel berupa daun muda diambil dari pucuk tanaman ubi kayu yang sehat.
Sampel segera dimasukkan ke dalam kantong plastik berlabel yang memuat
informasi genotipe, tanggal, dan lokasi pengambilan. Seluruh kantong sampel
kemudian diletakkan dalam coolbox berisi es untuk menjaga integritas jaringan
selama transportasi ke laboratorium. Sampel disimpan pada suhu -80 °C untuk

penyimpanan jangka panjang.

3.4.2.2 Isolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan pada daun muda ubi kayu bagian pucuk menggunakan
Genomic DNA Mini Kit (Plant) (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Taiwan).



A. Protokol Isolasi DNA

Protokol isolasi DNA yang dilakukan sebagai berikut:

a. Penggerusan Sampel
Sebanyak 100 mg sampel daun digerus di dalam tabung Eppendorf 1,5 mL
hingga homogen.

b. Tahap Lisis
Penambahan GPX-1 Buffer sebanyak 400 uL dan RNase A sebanyak 5 L.
Campuran divortex untuk homogenisasi dan diinkubasi menggunakan
inkubator pada suhu 60°C selama 10 menit.

c. Tahap Presipitasi (Pengendapan) Protein
Setelah inkubasi, ditambahkan 100 pL GP-2 Buffer ke dalam campuran,
divortex, kemudian diinkubasi di dalam es selama 3 menit.

d. Tahap Filtrasi
Larutan dari tahap (b) dipindahkan ke dalam Filter Column yang telah
dipasang pada tube 2 mL dan disentrifugasi pada 4.000 rpm selama 1 menit.

e. Tahap Pengikatan DNA
Filtrat dari tahap (c) dipindahkan ke dalam tabung 1,5 mL baru, kemudian
ditambahkan GP-3 Buffer sebanyak 1,5 kali volume larutan dan divortex
sesaat. Campuran selanjutnya dimasukkan ke dalam GD Column dan
disentrifugasi pada 15.000 rpm selama 2 menit. Flow-through dibuang dan
filtrat yang tersisa kembali dimasukkan ke kolom yang sama untuk
disentrifugasi ulang pada 15.000 rpm selama 2 menit.

f. Tahap Pencucian 1
GD Column dari tahap (e) dicuci dengan menambahkan 400 uL W-1 Buffer
dan disentrifugasi pada 15.000 rpm selama 30 detik.

g. Tahap Pencucian 2
Flow-through dibuang, kemudian pencucian dilanjutkan dengan
menambahkan 600 puL Wash Buffer dan disentrifugasi kembali pada 15.000

rpm selama 30 detik.
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h. Tahap Pengeringan Membran
Column disentrifugasi tambahan pada 15.000 rpm selama 3 menit untuk
mengeringkan membran.

i. Tahap Elusi (Pelepasan DNA yang terikat pada membran kolom)
Untuk tahap elusi, GD Column dipindahkan ke tabung 1,5 mL steril,
kemudian ditambahkan 70 pL Elution Buffer yang telah dipanaskan (60 °C) ke
bagian tengah membran dan didiamkan selama 3-5 menit. Elusi dilakukan
dengan sentrifugasi pada 15.000 rpm selama 30 detik.

J. Tahap Elusi Ulang
Langkah elusi diulangi satu kali dengan menggunakan eluate yang sama untuk
meningkatkan konsentrasi DNA.

k. DNA hasil isolasi disimpan pada suhu —20 °C hingga proses analisis.

Bagan alir prosedur isolasi DNA dengan menggunakan Genomic DNA Mini Kit

(Plant) (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Taiwan) disajikan pada Gambar 9:

Lisis sel
Sampel daun apikal —» Penggerusan sampel
e 100 e 99 P (GPX-1 buffer (400 pL), RNase

A (5 uL), 60 °C; 10 menit)

\ 4

DNA binding | Filtrasi Presipitasi protein

(GP-3 buffer (1,5x vol |

larutan), GD column (Filter column, 4000 [  (GP-2 buffer (100 pL),

15.000 rpm: 2 menit) rpm; 1 menit) inkubasi es 3 menit)
A 4
DNA binding I Washing DNA | Washing DNA I
(15.000 rpm; 2 —» W-1 buffer (400 uL), [  (Wash buffer (600 uL),
menit) 15.00 rpm; 30 detik 15.000 rpm; 30 detik)
\ 4
) Elusi Il Elusi | Drying
DNA ubi
kayu murni  le— EB (70 uL) 5 menit, |¢— EB (70 pL) 5 menit, |¢— (15000
hasil isolasi 15.000 nm; 30 15.000 rpm; 30 rpm; 3
detik detik menit)

Gambar 9. Prosedur isolasi DNA menggunakan Genomic DNA Mini Kit (Plant).
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B. Fungsi Reagen

Reagen Genomic DNA Mini Kit (Plant) (Geneaid Biotech Ltd., Taipei, Taiwan)
berfungsi sebagai berikut:

a.

GPX-1 Buffer mengandung Cetyl-Trimethyl-Ammonium Bromide (CTAB)
yang melarutkan membran sel, membentuk kompleks dengan DNA.
Ethylene-Diamine-Tetraacetic Acid (EDTA) menginaktivasi nuklease melalui
pengkelatan ionMg?". S-Mercaptoethanol berperan dalam mereduksi ikatan
disulfida serta menghambat oksidasi senyawa fenolik, sementara Tris-HCI
mempertahankan stabilitas pH dan NaCl menyediakan kondisi ionik yang
optimal selama ekstraksi DNA (Lodhi et al., 1994).

GP-2 Buffer mengandung asam asetat dan kalium asetat yang berfungsi
mengendapkan protein, polisakarida, dan kontaminan (Dellaporta et al, 1983).
GP-3 Buffer mengandung guanidin hidroklorida (GuHCI) yang berfungsi
mendenaturasi protein, dan isopropanol yang memfasilitasi pengikatan DNA
ke membran silika (Boom et al., 1990).

W-1 Buffer dengan etanol konsentrasi rendah mencuci kontaminan seperti
protein dan metabolit sekunder dari membran (Boom et al., 1990).

Wash Buffer dengan etanol konsentrasi tinggi membersihkan residu garam dan
menyiapkan membran untuk elusi (Boom et al., 1990).

Elution Buffer berupa Tris-EDTA (TE) pada pH netral-basa dapat memutus
ikatan DNA-membran sehingga DNA terelusi (Boom et al., 1990).

RNase A sebagai enzim endonuklease digunakan untuk mendegradasi RNA,

sehingga diperoleh sampel DNA yang murni (Brown, 2016).

3.4.2.3 Analisis Kuantitatif dan Kualitatif DNA

Analisis kuantitatif DNA dilakukan untuk menentukan konsentrasi DNA dalam

satuan ng/uL, sedangkan analisis kualitatif dilakukan untuk menilai kemurnian

DNA berdasarkan rasio absorbansi 260/280 nm. Kedua pengukuran dilakukan

menggunakan spektrofotometer NanoDrop sesuai prosedur operasional standar.
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3.4.2.4 Amplifikasi DNA

Amplifikasi DNA 30 genotipe ubi kayu menggunakan teknik PCR-RAPD
dilakukan dengan 15 primer berbeda. Setiap primer diamplifikasi secara terpisah.
Reaksi PCR dilakukan dalam volume total 15 pL per sampel. Campuran reaksi
PCR (master mix) dibuat secara aseptik dalam mikrotube PCR steril dengan
komposisi yang disajikan pada Tabel 3. Profil siklus PCR yang digunakan
disajikan pada Tabel 4.

Tabel 3. Komposisi dan volume pereaksi PCR untuk amplifikasi DNA

Pereaksi Volume (uL)
MyTag HS Red Mix 7,5

Primer RAPD 0,5

DNA template (100 ng/uL) 1

ddH20 6

Total volume 15

Tabel 4. Profil PCR untuk amplifikasi DNA dengan teknik RAPD

Tahapan Suhu (°C) Waktu (detik)
Pre-denaturation 94 180
1.  Denaturation 94 30
2. Annealing 35 30
3. Elongation 72 120
Tahap 1-3 diulang sebanyak 44 siklus
Final elongation 72 600

3.4.2.5 Elektroforesis dan Visualisasi

Elektroforesis dilakukan untuk memastikan bahwa primer telah menempel secara
akurat. Visualisasi produk PCR dilakukan dengan elektroforesis pada gel agarosa
2% dalam buffer TAE 1x yang mengandung RedSafe Nucleic Acid Staining
Solution (iNtRON Biotechnology, Korea Selatan). Gel dibiarkan memadat
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sebelum elektroforesis pada tegangan 100 V selama 60 menit. Sebanyak 5 pL
produk PCR setiap sampel dicampur dengan 1 uL 6x DNA Loading Dye (Geneaid
Biotech Ltd., Taipei, Taiwan) dan dimuat ke dalam sumur gel bersama dengan
Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) sebagai
penanda ukuran (size marker) (Gambar 10). Pita DNA divisualisasikan
menggunakan UV transilluminator dan didokumentasikan dengan Gel

Documentation System.

Gambar 10. Profil Invitrogen 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific,
USA) sebagai penanda ukuran DNA.

3.4.2.6 Seleksi Primer RAPD

Seleksi primer dilakukan berdasarkan evaluasi pola pita hasil elektroforesis
produk PCR pada gel agarosa 2%. Kriteria seleksi meliputi: (1) pita DNA jelas,
dan (2) pola polimorfik. Primer yang menghasilkan pita samar atau monomorfik

tidak gunakan untuk analisis data.

3.4.3 Analisis Data

Analisis data dalam penelitian ini terdiri atas tiga tahap, yaitu (1) analisis data
morfologi, (2) analisis data molekuler dan (3) analisis korelasi antara data

morfologi dan molekuler.
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3.4.3.1 Analisis Data Morfologi

1) Deskripsi 30 Genotipe Ubi Kayu

Data morfologi dari 30 genotipe ubi kayu diamati berdasarkan enam karakter
vegetatif, meliputi warna daun apikal, jumlah lobus daun, bentuk daun sentral,
warna urat daun, warna tangkai daun, dan warna kulit batang tua (Fukuda et al.,
2010). Seluruh hasil pengamatan dicatat secara sistematis untuk penyajian dalam
bentuk tabel deskripsi. Pendekatan ini memungkinkan identifikasi awal variasi

fenotipik antar genotipe ubi kayu sebagai dasar karakterisasi morfologi.

2) Skoring dan Pembentukan Matriks Biner

Data morfologi yang dicatat sebelumnya kemudian diskoring sesuai panduan
Fukuda et al. (2010) dan hasil skoring multistate dikonversi ke dalam format biner
(0/1) untuk analisis komputasi. Setiap karakter multistate dipecah menjadi
beberapa karakter biner sesuai jumlah keadaan karakter (state), mengikuti prinsip
bahwa setiap keadaan karakter diperlakukan setara (Sneath dan Sokal, 1973).
Pendekatan ini memastikan bahwa interpretasi jarak numerik antar kode karakter

kategoris tidak bias.

3) Pembentukan Matriks Similaritas

Matriks biner hasil konversi selanjutnya digunakan untuk menghitung koefisien
similaritas antar genotipe menggunakan metode Simple Matching (SM) pada
perangkat lunak NTSYS-pc versi 2.10e. Koefisien similaritas tersebut
menggambarkan tingkat kesamaan karakter morfologi antar genotipe berdasarkan
kesesuaian keadaan karakter yang diamati. Matriks similaritas yang diperoleh
kemudian divisualisasikan dalam bentuk heatmap untuk memperjelas pola

kedekatan fenotipik antar genotipe ubi kayu.
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4) Konstruksi Dendrogram Kekerabatan

Matriks similaritas yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk menyusun
dendrogram hubungan kekerabatan menggunakan metode Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) pada perangkat lunak R Studio
versi 4.4.0.

3.4.3.2 Analisis Data Molekuler

1) Skoring dan Pembentukan Matriks Biner

Data molekuler diperoleh dari pola pita DNA hasil amplifikasi primer RAPD yang
divisualisasikan melalui elektroforesis gel agarosa. Setiap pita DNA yang muncul
pada masing-masing genotipe diidentifikasi berdasarkan ukuran fragmen dengan
menggunakan DNA ladder sebagai acuan. Selanjutnya, setiap pita DNA yang
terdeteksi dilakukan proses skoring dalam format biner, yaitu nilai 1 menunjukkan
keberadaan pita DNA dan nilai 0 menunjukkan ketiadaan pita DNA pada posisi
fragmen tertentu. Proses skoring ini menghasilkan matriks data biner yang
menggambarkan variasi genetik antar genotipe berdasarkan pola pita DNA yang
dihasilkan oleh primer RAPD. Matriks biner tersebut digunakan sebagai dasar
dalam analisis performa primer serta perhitungan similaritas genetik antar

genotipe.

2) Evaluasi Performa Primer

Parameter yang digunakan dalam evaluasi ini meliputi persentase pita polimorfik

(percentage of polymorphism, %PP) dan polymorphic information content (PIC).

A. Percentage of Polymorphism (%PP)

Nilai %PP digunakan untuk menggambarkan tingkat keragaman genetik yang
dapat dideteksi oleh suatu primer, yang dihitung dengan rumus:
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(%PP) = Number of Polymorphic Bands .
° B Total Number of Bands X 0

Nilai %PP kemudian diklasifikasikan untuk menggambarkan tingkat

polimorfisme primer, yaitu rendah (<25%), sedang (25-50%), dan tinggi (>50%).

B. Polymorphic Information Content (PIC)

Nilai PIC dihitung untuk menilai kemampuan suatu marka dalam mendeteksi

variasi genetik antar genotipe (Nei, 1973).

PIC = 2f(1 - f)

Number of Accessions with Band Presence

dengan f =

Total Number of Accessions

Setelah nilai PIC untuk setiap pita diperoleh, kemudian nilai rata-rata PIC untuk

setiap primer dihitung dengan rumus:

- B Y. PIC per Band
average = 1 .+01 Number of Bands

Nilai PIC kemudian diklasifikasikan berdasarkan tingkat keinformatifan marka,
yaitu rendah (<0,25), moderat (0,25-0,50), dan tinggi (>0,50) (Botstein et al.,
1980).

3) Pembentukan Matriks Similaritas

Matriks biner hasil skoring pita DNA selanjutnya digunakan untuk menghitung
koefisien similaritas genetik antar genotipe menggunakan metode Simple
Matching (SM) melalui perangkat lunak NTSYS-pc versi 2.10e. Matriks
similaritas yang diperoleh kemudian divisualisasikan dalam bentuk heatmap
untuk memperjelas pola kedekatan genetik antar genotipe ubi kayu berdasarkan
data marka molekuler RAPD.
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4) Konstruksi Dendrogram Kekerabatan

Matriks similaritas yang diperoleh selanjutnya digunakan untuk menyusun
dendrogram hubungan kekerabatan menggunakan metode UPGMA pada R Studio
versi 4.4.0.

3.4.3.3 Analisis Korelasi

Analisis korelasi antara data morfologi dan molekuler dilakukan menggunakan uji
Mantel pada perangkat lunak R Studio versi 4.4.0. Prinsip uji ini adalah
mengukur tingkat korelasi antara dua matriks jarak atau similaritas untuk
mengetahui sejauh mana pola keragaman fenotipik sejalan dengan pola
keragaman genetik antar genotipe.

Untuk memudahkan pembaca memahami keseluruhan alur penelitian dari
karakterisasi hingga analisis korelasi, metodologi pelaksanaan penelitian
dirangkum pada Gambar 11 berikut.



30 Genotipe Ubi Kayu

A 4

Karakterisasi Morfologi

1.Warna Daun Apikal
2.Jumlah Lobus

3.Bentuk Daun Sentral
4.Warna Urat Daun
5.Warna Tangkai Daun
6.Warna Kulit Batang Tua

A 4

Analisis Data Morfologi

1.Deskripsi 30 Genotipe
2.Skoring dan Matriks Biner
3.Matriks Similaritas
4.Konstruksi Dendrogram

A 4

Karakterisasi DNA

1.Persiapan Sampel

2.1solasi DNA

3.Uji Kuantitatif dan Kualitatif
4.PCR-RAPD

5.Elektroforesis dan Visualisasi
6.Seleksi Primer RAPD

A 4

Analisis Data Molekuler

1.Skoring dan Matriks Biner
2.Evaluasi Performa Primer
3.Matriks Similaritas
4.Konstruksi Dendrogram

\ 4

Analisis Data Korelasi (Uji Mantel)

A

y

Hasil

Gambar 11. Diagram alir pelaksanaan penelitian.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan pada penelitian ini sebagai berikut:

1.

3.

Analisis morfologi menunjukkan variasi fenotipik antar 30 genotipe ubi kayu
dengan nilai similaritas berkisar antara 0,67—1,00. Pasangan genotipe
Garuda—Celeng memiliki nilai similaritas tertinggi (1,00), sedangkan nilai
terendah (0,67) ditemukan pada 51 pasangan genotipe seperti Waxy—Garuda.
Namun, karakter morfologi memiliki keterbatasan dalam membedakan
genotipe karena dipengaruhi oleh faktor lingkungan, sehingga hanya
memberikan gambaran umum hubungan kekerabatan.

Analisis molekuler menggunakan 6 primer RAPD polimorfik hasil seleksi
(OPA-01, OPA-03, OPA-16, OPAA-01, OPB-18, dan OPC-06) menunjukkan
bahwa pasangan genotipe dengan kedekatan genetik tertinggi adalah TDSS—
TDSL (0,93), Vamas-1-Vati-1 (0,92), KP-MRT (0,91), dan Garuda—Celeng
(0,90), sedangkan pasangan dengan kedekatan genetik terendah adalah TDSL—
BW-1 (0,60). Selain itu, beberapa pasangan dan kelompok genotipe, yaitu
TDSS-TDSL; Garuda—Celeng; KP, GSP, Klenteng; serta Vati-1, Vamas-1,
SN, dan Adira-4 menunjukkan pola klaster yang relatif konsisten antara
analisis morfologi dan molekuler.

Analisis korelasi menunjukkan tidak adanya hubungan yang signifikan antara
data morfologi dan molekuler (r =0,0963; p > 0,05) dalam mengungkap
hubungan kekerabatan genotipe ubi kayu di Lampung. Hal ini menunjukkan
bahwa pendekatan morfologi tidak sepenuhnya merepresentasikan variasi
genetik yang diungkap melalui pendekatan molekuler.
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5.2 Saran

Berdasarkan temuan dan keterbatasan dalam penelitian ini, diajukan beberapa

rekomendasi untuk penelitian selanjutnya sebagai berikut:

1. Perluasan cakupan karakter morfologi yang diamati sehingga dapat
memberikan gambaran fenotipik yang lebih komprehensif dan relevan dengan
tujuan pemuliaan tanaman.

2. Pengamatan karakter morfologi perlu menggunakan standar warna seperti
Munsell Color Chart atau RHS Colour Chart untuk meningkatkan objektivitas
penilaian, khususnya pada karakter warna daun, tangkai, dan batang yang
bersifat subjektif.

3. Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan pendekatan sekuensing untuk
meningkatkan akurasi dalam mengkaji kekerabatan genetik. Metode
sekuensing mampu memberikan informasi genetik yang lebih detail karena
dapat mengungkap urutan basa nukleotida secara langsung, sehingga variasi
genetik dapat diamati pada tingkat yang lebih presisi dibandingkan marka
RAPD yang memiliki keterbatasan dalam reprodusibilitas serta tidak mampu

membedakan alel secara jelas.
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