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Abstract

Ekinase (Echinacea purpurea (L) Moench) is a medicinal plant that has immu nostimulatory activity. This plant has been
cultivated in Tawangmangu region by the Department of Medicinal Plant and Traditional Medicine Research and
Development since 2002. Based on their morphological variations, ten accessions of E. purpurea were found, three
were selected as promising accessions namely BH2, BHU3 and BHUS. The objective of this research was to observe
the genetic diversity of those accessions and 8 variants accession from mass selection at first year using RAPD analysis.
Those accessions were amplified using 10 RAPD primers (OPA-6, OPA-10, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-4,
OPE-5, OPE-6 and OPH-13). A total of 64 scorable fragments were generated from 9 of 10 RAPD primers, amang which
48 fragments (75%) were polymorphic. The Dice coefficient was used to calculated the genetic similarity and UPGMA
was used to generate the dendogram. The genetic similarity index among accessions ranged from 75.49-84.21% thus
indicating that low level of genetic diversity. RAPD analysis proved to be efficient for genetic diversity of ekinase
accessions from mass selection year I,
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Abstrak

Ekinase (Echinacea purpurea (L) Moench) dikenal sebagai tanaman obat yang mempunyai aktivitas imunostimulan.
Ekinase pertama kali ditanam di Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional pada
tahun 2002. Sebanyak 10 aksesi ekinase yang berbeda secara morfologi telah dikarakterisasi dan dipilih 3 aksesi
ekinase sebagai aksesi unggulan (BH2, BHU3 dan BHUS). Penelitian ini bertujuan untuk melihat keragaman genetik
aksesi hasil seleksi massa tahap 1 dari 3 aksesi unggulan dan 8 varian aksesi berdasarkan analisis RAPD. Amplifikasi
DNA menggunakan 10 primer RAPD (OPA-6, OPA-10, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-4, OPE-5, OPE-6 dan
OPH-13). Sebanyak 64 fragmen DNA dihasilkan 9 dari 10 primer RAPD tersebut dan 48 fragmen di antaranya
merupakan fragmen polimorfik (75%). Indeks kemiripan genetik dihitung menggunakan koefisen Dice dan konstruksi
dendrogram menggunakan UPGMA. Indeks kemiripan genetik pada seluruh aksesi sebesar 75,49-84,21%, hal tersebut
menunjukkan tingkat keragaman genetik yang sempit. Analisis RAPD mampu menunjukkan adanya keragaman
genetik pada aksesi ekinasi hasil seleksi massa tahun |,

Kata kunci : Ekinase, Echinacea purpurea, keragaman genetik, seleksi massa tahun |
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PENDAHULUAN

Marga Echinocea merupakan anggota dari
suku Asteraceae dan mempunyai sembilan jenis
yang berasal dari Amerika Utara. Tiga jenis dari
marga ini dikenal mempunyai nilai ekonomi dan
berkhasiat sebagai tumbuhan obat yaitu Echinacea
purpurea (L.) Moench (purple coneflower), E. pallida
(Nutt.) Nutt. (pole coneflfower) dan E. angustifolia
DC (prairie coneflower) (Bishnoi et al., 2010).
Echinocea purpureo atau ekinase banyak digunakan
sebagai tanaman obat, hias dan bunga potong
(Fateh et al, 2012). Kandungan fitokima dalam
ekinase dan wvarietasnya antara lain golongan
senyawa metabolit sekunder yang hampir sama
yaitu derivat asam kafeat, alkamid, flavonoid,
minyak esensial, poliasetilen yang mempunyai
aktivitas medis tetapi belum diidentifikasi secara
tepat hubungannya. Senyawa turunan asam kafeat
dan alkamid terbukti mempunyai efek
imunoregulator (Matthias et al., 2008; Thygesen et
ol, 2007). Ekinase juga mempunyai efek
antioksidan (Lee et al., 2009)

Ekinase pertama kali ditanam di Balai Besar
Penelitian dan Pengembangan Tanaman Obat dan
Obat Tradisional (B2P2TO-OT) pada tahun 2002.
Pada tahun 2010 telah dikarakterisasi sebanyak 10
aksesi ekinase yang berbeda secara morfologi
terutama pada perbungaan, kandungan fenol total
serta juga berbeda secara genetik (Subositi dan
Fauzi, 2011). Tiga aksesi yaitu BH2, BHU3 dan BHUS
merupakan aksesi unggulan untuk seleksi
massa/pemumian aksesi tahap 1 pada tahun 2011.
Seleksi massa tahap | pada aksesi ekinase tersebut
menghasilkan sebanyak 8 varian yang terdiri atas 6
varian aksesi dari aksesi BH2 dan 2 varian aksesi dari
aksesi BHU3 yang berbeda secara morfologi dengan
induknya terutama pada karakter perbungaan.

Keanekaragaman genetik pada suatu jenis
sangat penting digunakan untuk menggambarkan
daya adaptasi, seleksi genotip untuk merakit
varietas baru, sidik genetik dan manajemen plasma
nutfah. Karakter morfologl merupakan karakter
yang banyak digunakan sebagai langkah awal untuk
identifikasi dan analisis keanekaragaman genetik,
karena karakter ini mudah diamati. Karakter
morfologi  mempunyai keterbatasan  yaitu
membutuhkan waktu pengamatan yang lama dan
membutuhkan ketelitian dan kemampuan dalam
mempertelakan saat di lapangan serta mudah
terpengaruh oleh kondisi lingkungan (Fu et al,
2008; Meng et al, 2011). Perkembangan teknik
penanda  maolekular memungkinkan  untuk
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menganalisis genom secara langsung dan akurat
sehingga dapat meminimalisasi kesalahan akibat
faktor lingkungan.

Berbagai macam  teknik  penanda
molekuler juga telah banyak digunakan untuk
karakterisasi dan identifikasi varietas pada
tumbuhan, antara lain Restriction Fragment Length
Polymorphism  (RFLP),  Randoem  Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Frogment
Length Polymorphism (AFLP), Mikrosatelit atau
Simple Sequence Repeats (S5Rs) dan lainnya. RAPD
merupakan penanda molekular yang umum dan
populer digunakan untuk analisis keragaman
genetik (Abdelmigid, 2012; Amri dan Mamboya,
2012). Penanda molekuler RAPD menggunakan
primer oligonukleotida pendek (umumnya 10
pasangan basa) dan mempunyai sekuen acak (Baig
et al., 2009).

Penanda molekular RAPD merupakan
metode efektif yang umum digunakan oleh peneliti
untuk identifikasi wvariasi genetik dalam jenis
maupun antar jenis karena mempunyai beberapa
keuntungan, yaitu: (1) Tidak perlu mengetahui
sekuen DNA, (2) Lebih cepat dan mudah
pelaksanaannya, (3) Aplikasinya dapat digunakan
untuk identifikasi kultivar atau plasma nutfah dan
pemetaan genetik, (4) Pita DMA yang dihasilkan
lebih banyak, (5) Biaya lebih murah dan tidak
menggunakan radioaktif [Hasan et al, 2009;
Hasnaoui et al., 2010: Resmi dan
sreelakathakumary, 2011). Penggunaan RAFD
sebagai penanda molekuler telah banyak digunakan
di Indonesia untuk penelitian antara lain identifikasi
aksesi jarak pagar (Susantidiana et o, 2009),
identifikasi varietas kentang (Runtunuwu et al.,
2011), keragaman genetik Amorphophalius muelleri
(Poerba dan Martanti, 2008).

Penelitian ini bertujuan untuk melihat
keragaman genetik aksesi hasil seleksi massa tahap
1 dari 3 aksesi unggulan (BH2, BHU3 dan BHUS) dan
& varian aksesi berdasarkan penanda molekular
RAPD untuk mendukung standarisasi tumbuhan
obat.

BAHAN DAN METODE

Bahan dan Waktu Penelitian

Sampel yang digunakan pada penelitian ini
adalah tiga aksesi unggulan ekinase (BH2, BHU3 dan
BHUS) dan 8 varian aksesi (BH2 Va-Vf dan BHU3 Va-
Vb). Penelitian ini berlangsung selama bulan
Agustus-Desember 2011,



Isolasi dan kuantifikasi DNA

Daun muda ekinase sebanyak 0,1 gram
disimpan pada freszer -80°C kemudian diisolasi
menggunakan protokol dan kit isolasi DNA [Sigma
GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit). Hasil
isolasi DNA genom ekinase diencerkan 1000 X dan
diukur absorbansi pada panjang gelombang 260 nm
dan 280 nm (A260/280) menggunakan
spektrofotometer untuk menentukan kemumian
dan konsentrasi DNA.

Amplifikasi (PCR/ Polymerase Chain Reaction)
Amplifikasi DMA aksesi ekinase dan
variannya menggunakan 10 primer RAPD (Tabel 1).
Sebanyak 2 pl templote (30 ng DNA genom), 1 ul
primer, 12,6 pl PCR Mix, kemudian ditambah
distillated water sampai volume 25 pl. Campuran
tersebut dimasukkan dalam Thermacycler (BioRad)
dengan program sebagai berikut: pre-denaturasi
894°C selama 5 menit, dilanjutkan sebanyak 39x
siklus yang terdiri dari tahap denaturasi 94°C selama
1 menit, annealing 35-37°C (tergantung primer)
selama 1 menit dan elongasi 72°C selama 2 menit,
kemudian dilanjutkan extention 72°C selama 8
menit dan pada 4°C sebagai holding temperature.

Elektroforesis

Produk amplificasi dicek menggunakan
elektroforesis gel agarosa 1,8% yang telah diberi
SYBR safe green pada 70-80 volt selama 100 menit.
Visualisasi hasil elektroforesis menggunakan sinar
UV pada alat Gel Documentation System (BioRad).

Analisis Data
Data diperoleh dari  hasil visualisasi
fragmen DMA tiap aksesi ekinase pada primer RAPD
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yang berbeda. Bila terdapat fragmen diberikan skor
1 dan bila tidak terdapat fragmen diberi skor 0.
Indeks similaritas dihitung menggunakan rumus
indeks similaritas Dice kemudian disusun analisis
kelompok (cluster analysis) dan  konstruksi
dendogram  dilakukan dengan  menggunakan
metode Unweighted Pair Grup Method Using
Aritmetic Method (UPGMA). Analisis data tersebut
menggunakan program komputer (software) NTSYS
ver 2.02 (Rohlf, 1998).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi massa tahap | pada aksesi ekinase
tersebut menghasilkan sebanyak 8 varian yang
terdiri atas & varian aksesi dari aksesi BH2 dan 2
varian aksesi dari aksesi BHU3 yang mempunyai
perbedaan mencolok secara morfologi dengan
induknya terutama pada karakter perbungaan,
Aksesi BHUS tidak mempunyai varian aksesi karena
anakan yang dihasilkan hampir seragam atau hanya
mempunyai perbedaan karakter morfologi yang
sedikit terutama karakter yang bersifat kuantitatif.
Adanya wvarian baru  tersebut  kemungkinan
disebabkan seleksi massa menggunakan biji/benih
sehingga menghasilkan sebagian  keturunan
mempunyai sifat yang berbeda dengan induknya.
Baum et al. (1999) menyatakan bahwa ekinase yang
dihasilkan secara generatif memperlihatkan
variabilitas genetik yang tinggi.

Isolasi DNA genom 3 aksesi ekinase dan 8
varian aksesi menghasilkan pita DNA yang bersih
dengan nilai nilai 1,20-1,40 (Gambar 1). Hal tersebut
menunjukkan DMA genom ekinase mempunyai
kualitas yang cukup bagus dan dapat diamplifikasi
menggunakan primer RAPD,
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1,000 bp

250 bp

Gambar 1. DNA genom F1 aksesi ekinase menggunakan kit isolasi DNA; L:lodderl kb
(Fermentas), Lanel: aksesi F1-BH2, 2: aksesi F1-BHU3, 3: aksesi F1-BHUS, 4-9:
aksesi F1-BH2-Va, Vb, Ve, Vd, Ve dan Vf, 10-11: aksesi F1-BHU3-Va dan Vb

DMA genom tersebut kemudian diamplifikasi
menggunakan penanda molekuler RAPD. Sebanyak
10 primer RAPD yang digunakan dan hanya 9 primer
yang berhasil mengamplifikasi dan menghasilkan 64
fragmen DMA dan disertakan dalam analisis |{Tabel
2). Amplifikasi menggunakan primer OPA-17
menghasilkan satu fragmen monomaorfik dengan
ukuran 800 bp (pasangan basa). Fragmen tersebut

disertakan dalam analisis karena amplifikasi
menghasilkan fragmen meskipun merupakan
fragmen monomorfik. Penelitian  Rout (2006)
tentang identifikasi dan variasi 15 klon Brotowali di
India menggunakan 40 primer RAPD, 15 primer
digunakan untuk analisis genetik termasuk di
dalamnya primer OPB-16 yang menghasilkan 8
fragmen yang selurubnya monomorfik.

Tabel 1. Total fragmen DNA hasil amplifikasi dengan menggunakan 10 primer RAPD dan prosentase fragmen

polimaorfik pada 11 aksesi ekinase

No Nama
Primer

{

OPA-10  GTGATCGCAG

OPA-17 GACCGCTTGT

CAAACGTCGG 35

6 DPA-19

Sekuens (5'=¥3")  Ta Optimal Total Fragmen

ottt

Prosentase
Polimorfisme (%)

Fragmen
Monomorfik

8 OPES TCAGGGAGGT 35

10 OPH-13  GACGCCACAC 36

Rata-rata

71 75




Hasil amplifikasi menunjukkan fragmen
polimorfik sebanyak 48 fragmen dan polimorfisme
rtarata adalah 75% (Tabel 2).  Amplifikasi
menggunakan primer OPA-16  menunjukkan
polimorfisme paling tinggi yaitu 83,33% dan primer
OPH-13 menghasilkan jumlah fragmen paling
Sanyak yaitu 11 fragmen DNA. Faleiro et al. (2009)
menyatakan bahwa jumlah dan prosentase
polimorfisme pada fragmen RAPD tergantung pada
pumiah dan keragaman kultivar dan/atau aksesi
yang dianalisis.

1.000 bp

250 bp
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Beberapa aksesi menunjukkan adanya
fragmen spesifik jika diamplifikasi menggunakan
primer RAPD tertentu, antara lain: aksesi BH2 (1950
bp, OPE-5), aksesi BHU2 (550 bp, OPE-B), aksesi
BHUS (1000 bp dan 1100 bp, OPA-10), aksesi BH2-
Vb (450 bp, OPB4; 500 bp, OPH-13), aksesi BHU3-Va
(300 bp dan 1150 bp, OPA-18: 700bp, OPA-19) dan
aksesi BHU3-Vb (800 bp, OPA-17; 1500 bp, OPA-19
dan tidak mempunyai fragmen ukuran 990 bp jika
diamplifikasi dengan primer OPA-18) (Gambar 2).

Gambar 2. Fragmen DMA hasil amplifikasi dengan menggunakan primer RAPD OPB-4: L-l:ladder kb
(Fermentas), 1: aksesi F1-BH2, 2: aksesi F1-BHU3, 3: aksesi F1-BHUS, 4-9: aksesi F1-BH2-Va, Vb, Ve,
Vd, Ve dan Vf, 10-11: aksesi F1-BHU3-Va dan Vb, L-2: Ladder 100 bp (Fermentas)

Fragmen spesifik yang muncul pada aksesi
tertentu dapat digunakan sebagai penanda untuk
karakterisasi ataupun identifikasi aksesi.
Kusumadewi et al. (2010) menyatakan bahwa pita-
pita DNA yang khas dan dijumpai pada populasi
tertentuy  dapat dijadikan  sebagai marker
identifikasi, akan tetapi perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut terkait dengan jenis penanda maolekuler
dan jumlah sampel vyang digunakan. Adanya
fragmen/lokus spesifik pada beberapa kultivar atau
aksesi menunjukkan terjadinya Insersi/delesi di
DNA pada genotip yang memungkinkan sebagai

karakter untuk perencanaan hibridisasi
[Noormohammadi et al,, 2011).

Dendogram menunjukkan 11 aksesi ekinase
terbagi menjadi 4 klaster pada indeks kemiripan
genetik sebesar 75,49 % (Gambar 3). Klaster | terdiri
dari aksesi BH2, BH2-Vd, BH2-Vie, BH2-Vf dan BHU3-
Vb, klaster Il hanya beranggotakan aksesi BHU3-Va,
klaster Il terdiri dari aksesi BHU3, BHUS, BHZ-Vb
dan BH2-Vc, dan klaster IV hanya beranggotakan
BH2-Va., Kemiripan tertinggi yvaitu antara BHZ-Vb
dan BH2-Vc sebesar 84,21%.
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Gambar 3. Dendogram 11 aksesi ekinase berdasarkan 10 penanda molekuler RAPD

Penanda maolekuler RAPD mampu
menunjukkan adanya keragaman genetik pada 3
aksesi ekinase dan 8 varian aksesi pada indeks
kemiripan sebesar 75,49-84,21%. Hal tersebut
mengindikasikan keragaman genetik yang sempit
antar aksesi ekinase. Varian-varian aksesi BH2Z dan
BHU3 umumnya terpisah dari aksesi utamanya
{induk) seperti aksesi BH2-Va, aksesi BH2-Vb dan
aksesi BH2-Vc mempunyai klaster tersendiri dan
terpisah dari aksesi utama BH2 (Gambar 4).
Menurut Asolkar et of, (2011), genotip yang terpisah
jauh dari klaster utama induknya dan membentuk
klaster tersendiri menunjukkan adanya fenamena
alami untuk menurunkan keragaman baru melalui
rekombinasi genetik acak.

Adanya variasi genetik dan variasi morfologi
dari hasil seleksi massa dan pemurnian tahap | pada
aksesi ekinase BH2, BH3 dan BHUS kemungkinan
disebabkan sifat self-incompatibility pada ekinase.
Biji wyang dihasilkan ekinase berasal dari
penyerbukan  silang  sehingga menghasilkan
keragaman morfologi yang masih besar, Menurut
Chen et al. (2008), ekinase merupakan tumbuhan
dengan penyerbukan silang dan cenderung bersifat
self-incompatibility sehingga keragaman morfologi
dan agronomi sangat besar bahkan terkadang tidak
diharapkan. Oleh karena itu, seleksi massa
berkelanjutan dan program pemurnian sangat
diperiukan untuk mengurangi heterogenitas pada
karakter morfologi dan agronomi pada populasi
ekinase yang dibudidayakan.
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Pengelompokan beberapa wvarian yang
terpisah dari induknya kemungkinan disebabkan
terbatasnya jumlah primer RAPD yang digunakan
untuk amalisis. Penambahan jumlah dan seleksi
primer memungkinkan pola pengelompokan yang
berbeda dan lebih jelas pengelompokan wvarian
aksesi dan induknya pada klaster yang sama.

Varian-varian aksesi yang berbeda secara
morfologi dengan aksesi induknya (aksesi BH2,
BHU3 dan BHUS), mempunyai keragaman genetik
yang ditunjukkan dengan polimorfisme
menggunakan RAPD. Sidik molekuler merupakan
teknik wyang memudahkan untuk mengkaji
kemurnian dan stabilitas genotip yang merupakan
langkah pertama untuk breeding dan atau program
perbanyakan biji, serta mengurangi duplikasi
koleksi plasma nutfah. Kelebihan penanda
molekuler lainnya vaitu dapat menganalisis
keragaman genetik, mengurangi biaya
pemeliharaan plasma nutfah dan menghilangkan
variasi faktor lingkungan bila dibandingkan dengan
karakter morfologi (Zappacosta et af., 2011).

Penanda  molekular RAPD  mampu
menunjukkan adanya keragaman genetlk pada
aksesi ekinase terpilih hasil seleksi massa tahun |
yaitu aksesi BH2, BHU3 dan BHUS yang telah
menghasilkan & wvarian yang berbeda secara
morfologi. Adanya varian-varian aksesi tersebut
menunjukkan bahwa proses untuk seleksi massa
dan pemurnian aksesi harus dilakukan secara
bertahap agar diperoleh aksesi unggulan dalam
rangka standarisasi tanaman obat.



KESIMPULAN

Penanda molekuler RAPD dapat digunakan
untuk analisis keragaman genetik pada aksesi
ekinase terpilih hasil seleksi massa tahun | yaitu
aksesi BH2Z, BHU3 dan BHUS vyang telah
menghasilkan 8 wvarian yang berbeda secara
morfologl. Aksesi ekinase tersebut mempunyal
keragaman genetik yang sempit antar aksesi dengan
indeks kemiripan sebesar 75,49-84,21%.
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