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ABSTRACT

Characterization of soybean (Glycine max L. Merr.) accessions in the collection needs to be
done based on molecular markers to support morphological characters. This study aimed to
analyze the genetic diversity of soybean accessions introduced from subtropical regions
using simple sequence repeats (SSR) markers supported by morphological characters. The
results showed that a total of 15 SSR successfully were detected in the 27 soybean
accessions introduced from subtropics which produced 158 alleles with size range of 100-
368 bp and 4-18 alleles per locus. The average polymorphism information content (PIC) was
found to be 0.92, with the highest value of 0.96 (SATT463, ATT249, SATT063) and the lowest
value was 0.87 (SATTO038). All 15 markers used had a PIC value> 0.8, which indicates their
very high informativeness, denoting their ability to differentiate among accessions and could
be applied to estimate genetic diversity from the other soybean germplasms. The genetic
diversity of these soybean accessions was very high, as reflected by the average of gene
diversity index of 0.93. Cluster analysis revealed that 27 accessions of soybean were split in
two main groups majority belonging to group | (26 accessions), and the remaining one
accession (D76-8070) was in group Il. The molecular characterization using SSR is in good
agreement with the highly diverse morphological characters separating the total accessions
into four quadrants. In this study, the genetic diversity with SSR-based which is supported
by the morphological characters could be a preliminary basis for selection of parental lines
for crossing accessions which are introduced from subtropical climate for improved varieties
in soybean breeding in tropics of Indonesia.
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INTISARI

Karakterisasi aksesi kedelai (Glycine max L. Merr.) dalam koleksi perlu dilakukan
berdasarkan marka molekuler untuk mendukung karakter morfologi. Penelitian ini bertujuan
untuk menganalisis keragaman genetik aksesi kedelai yang diintroduksi dari daerah
subtropis menggunakan marka simple sequence repeats (SSR) yang didukung melalui
informasi karakter morfologi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sebanyak 15 SSR berhasil
dideteksi polimorfismenya pada 27 aksesi kedelai dari daerah subtropis dengan total 158 alel



2

berukuran antara 100-368 bp dengan kisaran jumlah 4-18 alel per lokus. Rata-rata
polymorphism information content (PIC) ditemukan sebesar 0,92 dengan nilai tertinggi 0,96
(SATT463, SATT249, SATT063) dan nilai terendah 0,87 (SATTO038). Semua marka SSR
memiliki nilai PIC >0,8 yang mengindikasikan sebagai marka sangat informatif, artinya
mampu mendiferensiasi antar aksesi dan dapat diaplikasikan dalam mendeteksi keragaman
genetik plasma nutfah kedelai lainnya. Keragaman genetik aksesi kedelai terebut sangat
tinggi seperti yang direfleksikan oleh rata-rata indeks diversitas gen sebesar 0,93. Analisis
klaster dengan marka SSR berhasil membagi 27 aksesi kedelai menjadi dua kelompok utama
yang sebagian besar dalam kelompok | (26 aksesi) dan kelompok Il khusus aksesi D76-8070.
Karakterisasi molekuler dengan SSR tersebut mendukung keragaman yang tinggi karakter
morfologi yang memisahkan total aksesi menjadi empat kuadran. Informasi keragaman
genetik berdasarkan marka SSR yang didukung karakter morfologi tersebut dapat menjadi
dasar awal seleksi tetua persilangan aksesi dari daerah subtropis untuk pengembangan

varietas baru melalui pemuliaan kedelai di iklim tropis Indonesia.

Kata kunci: indeks keragaman genetik; kedelai; klaster; morfologi; PIC

PENDAHULUAN

Kedelai (Glycine max L. Merr)
merupakan komoditas tanaman pangan yang
mengandung 35-40% protein nabati. (Siburian et
al.,, 2013; Sudaryanto dan Swastika, 2007). Di
Indonesia kebutuhan kedelai meningkat dari
tahun ke tahun karena peningkatan konsum-
sinya oleh penduduk (Kementerian Pertanian
Direktorat Jenderal Tanaman Pangan, 2016).
Sampai saat ini, varietas unggul baru (VUB)
tinggi
pemenuhan

kedelai dengan produktivitas cukup

berkontribusi pada konsumsi

kedelai nasional namun belum mencukupi
seiring dengan pertambahan jumlah penduduk
ke depannya. Jumlah VUB dengan produktivitas
tinggi masih terbatas sehingga pengembangan
varietas unggul berkualitas khususnya biji

kedelai masih sangat diperlukan. Program
pengembangan VUB memerlukan sumber daya
genetik yang memiliki keragaman tinggi dengan
karakter target yang diinginkan (Nuryati et al.,
2016). Selaras dengan Permentan nomor 37
tahun 2006 tentang “varietas introduksi” yaitu
varietas yang pertama kali dimasukkan dari luar
negeri, maka introduksi aksesi kedelai adalah
satu alternatif

salah untuk meningkatkan

keragaman genetik kedelai yang dapat
mendukung program pemuliaan di Indonesia.

Karakterisasi koleksi sumber daya
genetik kedelai sebagian besar berdasarkan
fenotip telah dilaporkan baik di Indonesia
(Handayani dan Hidayat, 2016; Suhartina et al.,
2016; Wirnas et al., 2006) maupun di negara lain
(Mahbub et al., 2016; Ngalamu et al., 2012;
Showkat and Tyagi, 2010) yang seringkali sulit
membedakan antar aksesi yang memiliki
hubungan kekerabatan yang dekat. Selain itu,
karakter fenotip dipengaruhi oleh lingkungan
sehingga sulit menentukan apakah suatu
karakter bersifat genetik atau lebih banyak
dipengaruhi lingkungan. Marka molekuler dapat
digunakan untuk karakterisasi gen dan relatif
stabil sehingga dapat membantu para pemulia
tanaman melalui kegiatan seleksi. Salah satu
kelebihannya yaitu seleksi menggunakan marka
molekuler jauh lebih akurat dibandingkan
dengan pengamatan fenotip (Nuraida, 2012)
dan marka tersebut berfungsi sebagai penciri
genotip (Afifah, 2012).

Salah satu marka molekuler

yang

memiliki tingkat polimorfisme tinggi adalah

marka SSR (Simple Sequence Repeats),
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merupakan sekuen berulang yang jumlahnya
melimpah pada genom tanaman (Li et al., 2008).
Kelebihan marka SSR adalah bersifat kodo-
minan, mampu mendeteksi keragaman alel yang
tinggi,
dengan gel agarosa atau poliakrilamid, sehingga

melalui teknik PCR, dan visualisasi
tidak perlu menggunakan radioisotop (Kumawat
et al., 2014).

Marka SSR telah banyak dimanfaatkan
untuk  mengidentifikasi

keragaman genetik

berbagai jenis tanaman seperti tanaman

legume, yaitu tanah
Massawe, 2013; Somta et al., 2011; Yi et al.,
2011), kacang hijau (Kaur et al., 2018; Lestari et
al., 2014), buncis (Matondo et al., 2017), dan

kacang merah (Wang et al., 2009). Keragaman

kacang (Siise and

genetik plasma nutfah kedelai juga telah banyak
diteliti dengan marka SSR dengan jumlah dan
lokus yang bervariasi (Bisen et al., 2014; Liu et
al., 2011; Tantasawat et al., 2011). Di Indonesia,
beberapa pemanfaatan marka molekuler telah
digunakan untuk estimasi keragaman genetik
aksesi kedelai lokal introduksi
(Chaerani et al.,, 2011; Lestari et al., 2019;

Nugroho et al., 2017), namun demikian aksesi

maupun

kedelai introduksi dari daerah subtropis yang
potensial untuk membantu program pemuliaan
di Indonesia masih perlu dikarakterisasi
molekuler lebih lanjut. Terutama aksesi kedelai
introduksi dalam studi ini belum pernah
dikarakterisasi sebelumnya secara molekuler,
sehingga informasi keragaman genetik yang
didukung informasi morfologi akan menjadi
sumber informasi penting sebagai materi genetik
potensial untuk sumber tetua persilangan dalam
program pemuliaan kedelai ke depan di

Indonesia. Penelitian ini bertujuan untuk

3

mengidentifikasi keragaman genetik kedelai
introduksi dari daerah subtropis menggunakan
marka SSR yang didukung informasi karakter

morfologi.

BAHAN DAN METODE
Materi genetik

Sebanyak 27 aksesi kedelai (Glycine
max L. Merr.) yang diintroduksi (definisi sesuai
Permentan nomor 37 tahun 2006 tentang
“Pengujian, penilaian, pelepasan dan penarikan
varietas” yaitu aksesi/varietas yang dimasukkan
pertama kali dari luar negeri) dari negara
subtropis melalui US Department of Agriculture
(USDA),

Sebagian besar aksesi kedelai berasal dari

digunakan dalam penelitian ini.

USA, dan minoritas dari Asia seperti Jepang,

Brazil dan Cina. Informasi morfologi dari

keseluruhan aksesi yang berasal dari database
USDA pada

grin.gov/ digunakan untuk mendukung informasi

tautan laman http://www.ars-
molekuler. Data sekunder karakter morfologi
kedelai di database USDA tersebut dikoleksi dari
penanaman aksesi kedelai di daerah subtropis
sesuai dengan asalnya. Untuk keperluan
analisis DNA, semua aksesi kedelai ditanam di
polybag yang dipelihara di rumah kaca dengan
pemeliharaan sesuai rekomendasi penanaman
kedelai. Pada umur 1 bulan daun muda dan
sehat dipanen dan dikoleksi untuk diisolasi DNA
genomiknya.
Ekstraksi DNA

Daun tanaman kedelai muda dan sehat
diambil sebanyak 0,5 g dan digerus sampai
lumat menggunakan blue pestle. DNA genomik
diekstraksi menggunakan CTAB berdasarkan
metode (1990) vyang

Doyle and Doyle
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dimodifikasi dengan

pirolidon (PVP) (Lestari et al., 2016). Pelet yang

penambahan polinivil
telah kering dilarutkan dalam 100 pl bufer TE
dan ditambahkan RNAse A (10 mg/ml).
Selanjutnya larutan DNA tersebut diinkubasi
pada suhu 37°C selama 1 jam lalu disimpan
pada suhu -20°C hingga siap digunakan.
Larutan DNA yang dipreoleh diuji kuantitatif
dengan Nanodrop Spektrofotometer (Thermo
Scientific, USA) dan uji kualitatif dilakukan
dengan teknik elektroforesis pada gel agarosa
0,8%.

Amplifikasi PCR

Karakterisasi molekuler dilakukan

melalui teknik PCR dengan menggunakan 15
dari

marka SSR yang berasal beberapa

referensi yang ditampilkan pada Tabel 1.

Sebanyak empat belas marka SSR (SATT191,

SATTO009, SATT030, SATTO063, SATTO045,
SATT197, SATT341, SATT463, SATT294,
SATT147, SATT114, SATT308, SATT038, and
SATTO002) diambil dari basis data

www.soybase.org, adapun satu marka SSR
(GMES1604) merupakan hasil penelusuran dari

www.marker.kazusa.jp

Tabel 1. Marka SSR dengan sekuennya yang digunakan dalam penelitian.

Nama Forward Reverse Posisi Motif SSR
marka Kromo
som

SATT191 CGCGATCATGTCTCTG GGGAGTTGGTGTTTTCTTGTG 18 (TAT)19
SATT009 CCAACTTGAAATTACTAGAGAAA CTTACTAGCGTATTAACCCTT 3 (AAAT)3(AAT)13
SATTO030 AAAAAGTGAACCAAGCC TCTTAAATCTTATGTTGATGC 13 (ATA)21
SATT063 AAATGATTAACAATGTTTATGAT ACTTGCATCAGTTAATAACAA 14 (TAA)20
SATT045 TGGTTTCTACTTTCTATAATTATTT ATGCCTCTCCCTCCT 15 (AAT)18
SATT197 CACTGCTTTTTCCCCTCTCT AAGATACCCCCAACATTATTTGTAA 11 (ATT)20
SATT341 GCGGAGCTTACCAACATAAAAAAACT GCGGTCCAACATTGAGGCAAGAATAC 8 (AAT)17
SATT463 TTGGATCTCATATTCAAACTTTCAAG CTGCAAATTTGATGCACATGTGTCTA 7 (AAT)13(GAT)

17(AAT)19
SATT294 GCGGGTCAAATGCAAATTATTTTT GCGCTCAGTGTGAAAGTTGTTTCTAT 4 (TAT)23
SATT147 CCATCCCTTCCTCCAAATAGAT CTTCCACACCCTAGTTTAGTGACAA 1 (ATA)15
SATT114 GGGTTATCCTCCCCAATA ATATGGGATGATAAGGTGAAA 13 (AAT)17
SATT308 GCGTTAAGGTTGGCAGGGTGGAAGTG GCGCAGCTTTATACAAAAATCAACAA 7 (TTA)22
SATT038 GGGAATCTTTTTTTCTTTCTATTAAGTT GGGCATTGAAATGGTTTTAGTCA 18 (ATA)17
SATT002 TGTGGGTAAAATAGATAAAAAT TCATTTTGAATCGTTGAA 17 (TA)5tgtacgatt

Taaaaataaaat

a(AT)5
GMES1604 | GTTGCAGGCACACTGGAGTA CTCAGCCTTCTCCCTGTT 8 (AAG)28

Sumber: www.soybase.org and www.marker.kazusa.jp.

Amplifikasi

DNA

menggunakan

95°C selama 5 menit, diikuti 35 siklus proses

metode PCR yang reaksinya menggunakan
kit Kapa 2G Fast Ready Mix, primer Forward
dan Reverse dengan konsentrasi 10 pM,
DNA dengan konsentrasi 10 ng/ pl hingga
total dalam satu reaksi sebanyak 10 pL.
Reaksi PCR dilakukan dalam mesin PCR T1
Thermocycler (Biometra, Germany) dengan

kondisi suhu yaitu pre denaturasi pada suhu

denaturasi pada suhu 94°C selama 30 detik,
tahap penempelan marka pada suhu 55°C
selama 1 menit, dan tahap perpanjangan
basa pada suhu 72°C selama 1 menit. Reaksi
PCR  diakhiri akhir
perpanjangan basa pada suhu 60°C selama
PCR

dielektroforesis menggunakan gelpoliakrila-

dengan tahap

15 menit. Hasil kemudian
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mid 8% dan staining dalam larutan Etidium
Bromida. Visualisasi pita DNA dilakukan
dibawah sinar UV menggunakan Gel Doc
(Biorad, USA).

Analisis data molekuler

Analisis data SSR dilakukan dengan
skoring terhadap pita DNA yang muncul pada
hasil elektroforesis gel poliakrilamida 8%.
Pita-pita yang terlihat pada hasil visualisasi
dianggap sebagai satu alel. Pita-pita DNA
yang memiliki laju migrasi yang sama
dianggap sebagai lokus yang sama. Pada
laju migrasi yang sama, setiap pita yang
terlihat diberi skor 1, sedangkan pita yang
tidak terlihat diberi skor 0, sehingga hasil dari
skoring pita berupa data biner.

Data hasil skoring dianalisis
menggunakan program UPGMA (Unweigh-
ted Pair-Group Method with Arithmetic)-
SAHN (Sequential Agglomerative Hierarchial
and Nested) pada perangkat lunak NTSYS
2.1 (Rohlf, 2000).

dalam  bentuk

versi Hasil analisis

disajikan dendrogram.
Selanjutnya, data hasil skoring juga dianalisis
statistik menggunakan lunak
PowerMarker 3.25 (Liu and Muse, 2005)

untuk mengetahui nilai frekuensi alel utama,

perangkat

indek diversitas gen, dan Polymorphic
Information Content (PIC) yang dihasilkan
oleh total marka DNA yang digunakan dalam
penelitian ini. Analisis tingkat polimorfisme
dilakukan untuk menghitung nilai Polymor-
phic Information Content (PIC) yang dapat
menunjukan perkiraan kemampuan masing-
masing marka SSR untuk membedakan
antar varietas yang diuji. Nilai PIC diperoleh

dari perhitungan yang didasarkan pada

formulasi Hildebrand et al. (1992), yaitu

sebagai berikut:

n
PIC;=1- Z P?
i

L

Nilai PIC ke-j adalah nilai PIC pada marka ke-
j, Pi merupakan frekuensi alel ke-i pada
marka ke-j, dan n merupakan jumlah alel
pada marka ke-j
Analisis data morfologi

Data sekunder yang diperoleh berupa
data morfologi kualitatif (warna bunga, warna
polong, warna biji, warna hilum, tipe
pertumbuhan, pwarna bulu polong, dan grup
umur dari
database USDA, perlu diubah terlebih dahulu

data kuantitatif.

masak), yang dieksplorasi

menjadi Data tersebut
dianalisis menggunakan Analisis Komponen
Utama (Principal Component Analysis, PCA)
menggunakan perangkat lunak XLSTAT (lyai
et al., 2008) Karakter morfologi kualitatif
aksesi kedelai ini diubah menjadi data
kuantitatif dalam analisisnya, meliputi:
Warna bunga : Putih 1; Ungu 2

Warna polong : Coklat 1; Coklat muda 2
Warna biji : Kelabu 1; Kuning 2; Kuning
kelabu 3; Kuning mengkilat 4

Warna hilum : Hitam 1; Kuning 2; Hitam muda
3; Abu-abu 4; Kekuningan 5; Hitam

coklat 6; Coklat 7

Tipe pertumbuhan : Indeterminate 1,
Determinate 2

Warna bulu polong : Kuning kecoklatan 1;
Abu-abu 2; Coklat 3

Grup umur masak : OO 1; 11 2; 111 3; IV 4; V 5,

VI 6; VI 7
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Asal : Ohio 1; North Dakota 2; China 3;
Mississipi 4; lllinois 5; Parana, Brazil 6;
Indiana 7; Saitama, Jepang 8; Liaoning,
China 9; lowa 10, North Carolina 11;
Arkansas 12; Michigan 13; Tennessee 14;
Missouri 15.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis polimorfisme SSR
Keragaman genetik yang tinggi
ditemukan pada 27 aksesi kedelai introduksi
menggunakan 15 marka SSR. Sebanyak 158
alel diidentifikasi dengan rata-rata 10,53 alel
per lokus dan berkisar 4-18 alel per lokus.
Jumlah alel pada penelitian ini lebih tinggi
daripada hasil penelitian Lestari et al. (2016)
dan Santoso et al. (2006) yang masing-
masing menganalisis 29 aksesi kedelai lokal
Indonesia dan 96 aksesi kedelai lokal dan

introduksi. Namun, jumlah alel dan rata-rata

M 1 234 56 7 8 91011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

alel per lokus yang ditemukan pada aksesi
lebih

rendah dibandingkan yang diamati pada

kedelai introduksi di penelitian ini
aksesi kedelai asal Cina yang sebagian
besar wilayahnya merupakan zona subtropis
(Terryana et al.,, 2017) dan dari negara
USA,

Swedia, Kanada, dan Rusia (Nugroho et al.,

subtropis lainnya, yaitu Jepang,
2017). Ragam latar belakang genetik dan
jumlah dari aksesi, serta marka SSR yang
digunakan mempengaruhi polimorfisme SSR
Marka SSR

berhasil membedakan aksesi kedelai dari

yang dihasilkan pada studi ini.

daerah subtropis yang melengkapi karakter
morfologi masing-masing aksesi. Ringkasan
statistik total 15 marka SSR yang diuji pada
27 aksesi kedelai ditampilkan pada Tabel 2.
Contoh pola pita DNA marka SSR disajikan
pada Gambar 1.

M 123 4 56 7 B 9 10 1112 131415 1617 158 19 2021 22 23 24 25 26 27

M 12 3 4 5 6 7 8 91011 1213 1415 1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27

200bp : ! BB N L
— W W P wee WTH § W
- W W W N = w¥

L)

Gambar 1. Elektroforegram pola pita DNA yang dihasilkan marka SATT308 (A), SATT463 (B),
SATT249 (C) dan SATTO063 (D) yang dimigrasikan pada gel poliakrilamid. Keterangan: M= DNA ladder
100 bp, No 1-27 = aksesi kedelai sesuai urutan yang tercantum pada Tabel 4.
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Tabel 2. Statistik polimorfisme dari 15 marka SSR yang diobservasi pada 27 aksesi kedelai

introduksi.
. . Jumlah Kisaran ukuran
Marka Frekuensi alel Diversitas gen PIC alel alel (bp)
utama
SATT463 0,06 0,97 0,96 17 124-254
SATT249 0,04 0,96 0,96 14 245-341
SATT191 0,09 0,95 0,95 12 199-254
SATT147 0,13 0,93 0,92 9 172-237
SATT431 0,09 0,95 0,94 9 138-190
SATT308 0,17 0,91 0,91 10 143-204
SATT197 0,16 0,92 0,92 9 195-247
SATT114 0,15 0,95 0,94 12 146-248
SATTO063 0,09 0,96 0,96 18 124-276
SATTO045 0,16 0,91 0,90 7 155-279
SATTO038 0,29 0,88 0,87 12 100-188
SATTO030 0,17 0,91 0,90 8 170-213
SATTO009 0,17 0,93 0,93 13 160-275
SATTO002 0,19 0,89 0,88 4 202-219
GMES1604 0,19 0,88 0,87 4 352-368
Jumlah 158
Rata-rata 0,14 0,93 0,92 10,53

Nilai PIC merupakan pengukuran
kuantitatif tingkat keinformatifan marka DNA
yang menunjukkan level polimorfisme suatu
lokus antar genotip dengan menggunakan
informasi jumlah alel. Artinya marka DNA
yang polimorfik dengan banyak alel, dapat
dideteksi tiap alelnya sehingga genotip pada
lokus marka tersebut dapat ditentukan pada
tiap aksesi tanaman (Sajib et al., 2012). Total
15 marka memiliki nilai PIC >0,7; yang
mengindikasikan sebagai marka yang sangat
informatif untuk studi genetik (Hilderabandt et
al., 1992). Pada penelitian ini, nilai rata-rata
PIC cukup tinggi (0,92), dengan kisaran dari
0,87 (SATT038 dan GMES1604) hingga 0,96
(SATT463, SATT249 dan SATT063), yang
mengindikasikan level polimorfisme masih
sebanding dengan koleksi kedelai introduksi
lainnya (Nugroho et al., 2017; Terryana et al.,
2017). Rata-rata frekuensi alel utama adalah
14.29% rata-rata indeks

sebesar dan

diversitas gen sebesar 0,93. Frekuensi alel
merefleksikan jumlah alel dalam populasi
atau terhadap total alel dalam suatu populasi
(Nei dan Kumar, 2000). Indeks diversitas gen
pada aksesi kedelai subtropis dalam studi ini
masih relatif sebanding dengan nilai
diversitas gen pada aksesi kedelai introduksi
lainnya (Nugroho et al., 2017; Terryana et al.,
2017), namun lebih tinggi daripada diversitas
gen aksesi kedelai asal dari daerah lainnya di
Asia maupun USA (Kumawat et al., 2014;
Zhang et al., 2013). Indeks diversitas gen
yang tinggi menggambarkan kemampuan
marka SSR tersebut dalam membedakan
antar aksesi.
Analisis filogeni

Analisis filogenetik penting untuk
mengetahui hubungan kekerabatan antar
aksesi kedelai. Pohon filogenetik dibuat
berdasarkan polimorfisme dari 15 marka
SSR pada introduksi.

aksesi kedelai
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Berdasarkan analisis klaster, 27 aksesi
kedelai subtropis terbagi menjadi dua klaster
utama pada koefisien 0,75. Sebagian besar

aksesi (26 aksesi) terkelompok dalam klaster

I, dan sisanya (satu aksesi, yaitu D76-8070)
27
15

berada pada klaster Il. Dendrogram

aksesi kedelai introduksi berdasarkan

marka SSR ditampilkan pada Gambar 2.

HS893-4118
Stron;
ChunDou
Bolivar
L.G93-7054

CL0J0095-4

Dakso
L.G93 1y255
Parana

D9%6-1217

LG01-5087-5

Tie-feng-8
NN

1 |

NCBPMV-3
D95-5246
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95-634
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L5201

D92-6487

JIN-5303
— LG98-1445

—— Skylla

4 ‘ NC.Raleigh
S00-9980-22
Pace
. : : : D76-8070
0.75 0.79 0.84 0.89 0.94
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Gambar 2. Dendrogram 27 aksesi kedelai introduksi subtropis berdasarkan 15 marka SSR

Pohon filogeni menunjukkan bahwa
aksesi yang berada dalam klaster yang sama
cenderung dekat kekerabatannya secara
genetik. Semakin tinggi koefisien kesamaan
dekat

kekerabatannya. Aksesi yang berasal dari

genetik antar aksesi, semakin

negara bagian yang sama di USA tidak selalu
dalam sub grup yang sama, kecuali dua
aksesi dari Ohio yaitu Apex dan HC95-634
koefisien kesamaan

yang memiliki nilai

genetik tertinggi, yaitu 0,94 (Tabel 3).

Tabel 3. Nilai matriks kesamaan genetika dari 27 kedelai introduksi subtropis

Varietas HS93- Stron Dakloy Chun Bolivar LG93- LG931 Parana D96- CLO30 LGO1- NN Pace Tie- D76- D92- NCBP D95- " HCO95. Deiha LG98- Skylla R;\:ecwg JTN. gsg%(g,
4118 Dou 7054 255 1217 095-4 5087-5 feng-8 8070 6487 MV-3 5246 634 1445 h 5303 2
HS93-4118 1.00
Strong 0.87 1.00
Dakloy 0.87 081 1.00
ChunDou 0.87 086 078 1.00
Bolivar 084 085 078 086 1.00
LG93-7054 086 085 081 08 088 1.00
LG931255 085 080 081 078 085 0.83 1.00
Parana 081 08 08 079 081 083 087 100
D96-1217 079 079 079 079 081 0.80 0.84 0.85 1.00
CLO30095-4 083 081 077 082 079 0.80 0.79 0.79 0.78  1.00
LGO01-5087-5 076 078 075 076 082 08 08 079 077 079 1.00
NN 078 077 077 075 0.78 077 079 0.77 074 077 079 100
Pace 075 074 075 077 0.80 078 0.78 0.79 077 078 080 073 100
Tie-feng-8 079 078 077 078 079 079 0.83 0.85 079 081 08 076 079 100
D76-8070 077 077 076 074 077 077 073 0.73 068 076 075 078 072 073 1.00
LS201 083 082 079 080 0.77 079 0.78 0.84 077 074 078 078 074 081 074 1.00
D92-6487 080 079 079 076 0.77 0.81 0.76 0.78 075 076 077 075 071 080 077 083 100
NCBPMV-3 078 081 075 078 0.83 081 0.78 0.83 077 080 08 08 077 079 078 079 077 100
D95-5246 080 081 076 079 081 078 0.79 0.82 077 081 083 08 078 084 074 08 077 083 1.00
Apex 081 084 077 081 080 081 081 0.82 081 079 081 079 076 084 076 084 080 084 087 100
HC95-634 080 083 075 080 0.78 078 0.79 0.80 079 078 079 078 076 083 072 080 078 084 08 091 100
Deiha 075 080 071 079 0.76 075 071 0.74 073 075 076 073 075 078 074 077 075 078 082 086 086 1.00
LG98-1445 079 082 075 077 081 0.80 0.75 0.75 073 077 074 077 073 075 073 077 077 081 079 08 079 077 1.00
Skylla 078 080 074 075 0.80 077 074 0.73 072 074 073 076 069 072 070 074 074 079 080 08 080 077 093 100
NC Raleigh 076 077 074 074 079 074 074 073 069 075 072 073 073 072 076 073 073 077 075 078 077 076 08 085 100
JTN-5303 078 078 075 075 0.81 079 077 0.73 072 071 08 076 070 076 074 075 078 074 08 081 079 077 078 082 076 100
S00-9980-22 0.78 077 077 078 079 0.80 0.78 0.76 073 075 077 078 074 075 074 073 079 080 079 079 080 075 080 081 077 078 1.00
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Sebaliknya, kekerabatan paling
D76-8070

dengan aksesi 96-1217, ditunjukkan oleh

jauh ditemukan antara aksesi

nilai koefisien kesamaan genetik yang paling
rendah (0,68).Marka SSR ini menunjukkan
bahwa beberapa aksesi yang mayoritas
berasal dari Mississippi memiliki koefisien
yang
membuktikan perbedaannya karena tidak

kesamaan genetik rendah
berada dalam satu sub grup sesuai
ditunjukkan di dendrogram. Bahkan satu
aksesi dari Mississippi (D76-8070) berada di
klaster 1l yang menunjukkan jarak genetik
yang
Mississippi yang berada di klaster I. Marka
SSR ini

kedekatan antara aksesi dari Cina dengan

jauh dengan aksesi lainnya dari

juga berhasil menunjukkan

asal USA (Mississippi), aksesi dari Jepang
dengan dari USA (North Collorado), dan
antara aksesi dari Brazil dengan dari USA
(lllinois). Dengan demikian, matrik kesamaan
marka SSR

mendukung dendrogram aksesi

genetik berdasarkan variasi
kedelai
tersebut (Tabel 3). Marka SSR berhasil
mengelompokkan aksesi kedelai subtropis
latar

berdasarkan belakang genetik tiap

aksesi, namun tidak berdasarkan umur
masak ataupun asal/origin.
lebih

pengelompokkan

Hal

Genetik tiap
dalam
marka SSR

menarik adalah

aksesi berperan  besar
berbasis
tersebut. terdapat
kesesuaian beberapa sub grup aksesi
berdasarkan marka SSR dengan karakter
morfologi kualitatifnya. Sebagai contoh,
aksesi Strong, Bolivar, dan HS93-4118 yang
berada dalam sub grup yang sama secara

molekuler ternyata memiliki kesamaan pada

warna hilum (hitam) dan warna polong
(kuning kelabu). Aksesi LG98-1445, Skylla,
NC Raleigh, dan S 00-9980-22 yang dekat
secara genetik berdasarkan marka SSR
diketahui memiliki warna bulu polong coklat
meskipun umur masaknya berada pada grup
- VI

Informasi berdasarkan
marka SSR ini

pemilihan tetua persilangan, terutama pada

genetik

membantu menentukan

kedelai yang merupakan tanaman yang
menyerbuk sendiri.
kedelai di
berpengaruh terhadap perakitan VUB yang

Keragaman genetik

Indonesia rendah sehingga
dilakukan melalui persilangan (Anwar et al.,
2019). Oleh
peningkatan keragaman melalui introduksi
yang
persilangan

sebab itu, perlu upaya
aksesi dari wilayah subtropis ini

potensial sebagai materi
terutama aksesi dengan jarak genetik jauh
yang disilangkan dengan varietas/aksesi dari
Indonesia akan dapat membantu dalam
program pemuliaan (Sulistyo et al., 2019;
Zhang et al., 2017). Estimasi jarak genetik
yang tepat antara tetua yang dipilih, makin
memperbesar peluang mendapatkan progeni
heterosis atau hibrida yang bagus (Chauhan
et al, 2015). Berdasarkan jarak genetik
terendah (0,69), diketahui bahwa antara NC-
Raleigh dengan D96-1217, dan antara Skylla
dengan Pace potensial menjadi tetua
persilangan karena kekerabatannya yang
paling jauh. Aksesi kedelai introduksi dalam
studi ini sebagian besar adalah varietas dari
negara asal. Dengan demikian studi ini
menunjukkan keefektifan marka SSR untuk

estimasi keragaman genetik aksesi kedelai
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subtropis yang diharapkan dapat diuji potensial untuk dikembangkan di daerah
adaptasi di wilayah tropis untuk dilepas tropis Indonesia.

menjadi varietas nasional atau menjadi donor

Tabel 4. Karakter morfologi 27 aksesi kedelai introduksi subtropis yang digunakan dalam penelitian

No Nama Kode Warna Tipe warna bulu Sr:iﬁ Asal
Aksesi Aksesi Bunga  Polong Biii Hilum Pertumbuhan polong masak
HS 93- PI . Kuning . . Kuning .
1 4118 614155 Putih Coklat Kelabu Hitam Indeterminate Kecoklatan v Ohio
Pl : Kuning . ’ Kuning )
2 Strong 614808 Putih Tan Kelabu Hitam Determinate Kecoklatan v Ohio
PI . . North
3 Daksoy 602896 Ungu Coklat Kelabu Kuning Indeterminate Abu-abu (e]e] Dakota
PI f
4 Chun Dou 603723 China
. PI Kuning . S
5 Bolivar 612146 Ungu Tan Kelabu Hitam Coklat \Y Mississippi
LG 93- Pl . Hitam . .
6 7054 615554 Ungu Coklat Kuning Muda Indeterminate Abu-abu 1] lllinois
LG 93 PI . . . .
7 1255 615553 Ungu Tan Kuning Hitam Indeterminate Coklat 1l lllinois
8 pParan Pl Parana,
arana 628879 Brazil
PI o
9 D 96-1217 631157 Mississippi
CL0JO PI Kuning ) .
10 095-4 657626 Ungu Tan Kelabu Abu-abu Indeterminate Coklat 1] Indiana
LG 01- Pl . Hitam ’ e
11 5087-5 667734 Ungu Coklat Kuning Muda Indeterminate Abu-abu \Y Mississippi
Pl Saitama,
12 NN 84976-1 Jepang
13 Pace 605196 Putih Tan Kuning Kekuningan Determinate Abu-abu \% Mississippi
) PI Liaoning,
14 Tiefeng-8  jaccos China
15 D76-8070 Pl Putih Kunin Hitam Determinate Kuning \% Mississippi
536521 9 Kecoklatan PP
Pl Kuning .
16 LS 201 539866 Ungu Tan Kelabu Kuning Abu-abu 1l lowa
PI ST
17 D 92-6487 573188 \% Mississippi
18 NCBPMV- Pl North
3 593647 Carolina
Pl o
19 D 95-5246 608357 \Y Mississippi
Pl Kuning . .
20 Apex 632401 Ungu Coklat Mengkilat Determinate Coklat 1] Ohio
Pl ;
21  HC 95-634 632423 n Ohio
22 Desha Pl Putih Tan Kuning Kekuningan Determinate Abu-abu \Y| Arkansas
633610 Kelabu
LG 98- Pl ) . . .
23 1445 639284 Ungu Coklat Kuning Hitam Indeterminate Coklat n lllinois
24 Skylla 639Pé93 Ungu Tan Kuning Hitam Indeterminate Coklat 1l Michigan
NC. PI ! Hitam North
25 Raigh 641156  uih Coklat Coklat Coklat i Carolina
PI ! ’ Hitam .
26 JTN-5303 641937 Putih Kuning Muda Determinate Coklat \% Tennessee
S 00-9980- Pl Kuning ) ) .
27 22 643913 Ungu Tan Mengkilat Coklat Determinate Coklat \% Missouri

Keterangan: Indeterminate: pucuk batang tanaman masih bisa tumbuh daun, walaupun tanaman sudah
mulai berbunga; Determinatae: batang yang tidak tumbuh lagi pada saat tanaman mulai berbunga.

Keragaman karakter morfologi kedelai yang terdiri atas warna bunga, warna
Data sekunder morfologi yang polong, warna biji, warna hilum, tipe
ditelusuri dari database bermanfaat sebagai pertumbuhan dari tanaman, warna bulu
informasi pendukung analisis molekuler polong, dan grup umur masak dari 27 aksesi

(Sudibyo, 2011). Karakter morfologi aksesi kedelai introduksi telah ditelusuri dari
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data USDA

grin.gov) dan menunjukkan keragaman antar

pangkalan (http://www.ars-
aksesi (Tabel 4). Namun tidak semua data
karakter tersebut tersedia pada semua
aksesi, sehingga hanya sebagian yang
selanjutnya dianalisis.

Berdasarkan jumlah aksesi dengan
informasi  karakter morfologi  tersebut,
diketahui bahwa sebagian besar (11 aksesi)
berbunga ungu, dan sisanya berwarna putih,
sedangkan aksesi dengan warna polong
coklat dan coklat muda memiliki jumlah yang
relatif sebanding. Keragaman warna biji 17
aksesi meliputi kuning (8 aksesi), kelabu (1
aksesi), kuning kelabu (6 aksesi) dan kuning
mengkilat (2 aksesi). Keragaman warna
hilum dari kedelai subtropis ini meliputi hitam
diikuti

kuning, hitam muda, abu-abu, kekuningan,

sebagai warna dominan, warna

hitam coklat, dan coklat,, Warna hilum

kuning umumnya lebih diterima pasar karena

11

cocok untuk warna tempe sehingga lebih
menarik (OMARFA, 2012). Jumlah aksesi
dengan tipe pertumbuhan indeterminate
relatif sebanding dengan tipe determinate.
Grup umur masak menunjukkan variasi
tinggi, yaitu berkisar dari grup Il hingga grup
VI

mayoritas berwarna hitam (Tabel 4).

dengan warna bulu polong yang

Sebanyak 27 aksesi kedelai subtropis
yang digunakan dalam penelitian ini yang
sebagian besar dari USA dan sebagian kecil
asli dari Asia menunjukkan variasi karakter
morfologi. Negara bagian di USA, Mississippi
berkontribusi terbanyak dalam jumlah aksesi
(7 aksesi). Total tujuh karakter morfologi
yang terdiri dari warna bunga, warna polong,
warna biji, warna hilum, tipe pertumbuhan,
dan bulu dianalisis

warna polong

menggunakan analisis korelasi Pearson

(Tabel 5).

Tabel 5. Nilai matriks korelasi Pearson tujuh karakter morfologi dari 27 aksesi kedelai introduksi

subtropis
. Warna Warna Warna Warna Tipe Warna bulu
Variabel .
bunga polong biji hilum pertumbuhan polong
Warna polong 0,739
Warna biji 0,784 0,694
Warna hilum 0,458 0,637 0,442
Tipe pertumbuhan 0,495 0,401 0,727 0,484
Warna bulu polong 0,890 0,754 0,713 0,608 0,532
Umur masak 0,269 0,422 0,414 0,585 0,455 0,451

Keterangan : Angka yang dicetak tebal menunjukan beda nyata pada tingkat signifikansi alpha = 0,05.

Keseluruhan karakter memiliki

korelasi positif yang nyata satu sama lain
kecuali antara warna bunga dengan grup
umur masak, dan warna polong dengan grup
masak. Karakter

umur yang memiliki

keterkaitan sangat dekat ditemukan antara
warna bunga dan warna bulu polong (nilai
r=0,890) diikuti

dengan antara warna bunga dengan warna

korelasi tertinggi, Yyaitu
biji (r = 0,784). Semakin tinggi nilai matriks
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korelasi Pearson, maka semakin dekat pula

yang
memiliki korelasi positif. Karakter-karakter

keterkaitan antar karakter kedelai

yang berkorelasi positif ini dapat menjadi

12

bagian target pemuliaan secara paralel,
sehingga karakter-karakter target tersebut
dapat disatukan dalam suatu VUB dalam

perbaikan genetiknya.

Observations (axes F1 and F2: 77.47 %)

® Obs19

® Obs21

® Obs25

° Obs22
® Obsi3
o opsis ® Obs26 oil27
S

® Obsaa

F2 (13.64 %)

uuuuu

o Obsg opy Obs1O0

[
+ o Obs3 Obs23

° obg&g?szO

F1 (63.83 %)

Gambar 3. Pengelompokan 27 aksesi kedelai introduksi subtropis.

Posisi  relatif 27 aksesi kedelai
introduksi berdasarkan karakter morfologi
PCoA disajikan

Gambar 3. Hasil analisis PCoA berdasarkan

melalui analisis pada

dua komponen utama telah mampu

menjelaskan total keragaman 27 aksesi
kedelai dari iklim subtropis sebesar 77,47%.
Komponen utama pertama berkontribusi
63,83%

komponen

terhadap keragaman  total,

sedangkan utama  kedua
berkontribusi terhadap 13,64% keragaman

total diantara 27 aksesi kedelai introduksi

yang diuji. Sebanyak 27 aksesi kedelai
introduksi  dikelompokkan pada empat
kuadran. PCoA ini menunjukkan adanya

kecenderungan bahwa aksesi-aksesi dalam

satu kuadran memiliki kemiripan karakter

morfologi. Sebagai contoh Observasi 1 (HS
93-4118) dengan Observasi 15 (D76-8070)
berkumpul dalam satu kuadran yang sama
menunjukkan bahwa kedua aksesi tersebut
memiliki kesamaan karakter morfologi baik
segi warna bunga, polong, biji, hilum, tipe
pertumbuhan, warna bulu polong , dan grup
umur masak. Aksesi yang berkumpul dalam
satu kuadran yang sama disarankan untuk
tidak digunakan sebagai sumber tetua jantan
dan betina dalam kegiatan persilangan
karena cenderung dekat secara genetik akan
tidak efektif menghasilkan progeni unggul.
Sebaliknya persilangan dengan tetua yang
jauh jarak genetiknya diharapkan dapat
menghasilkan keturunan heterosis yang

melebihi karakter kedua tetuanya (Taliercio
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et al., 2017). Namun berdasarkan hasil
analisis filogeni menggunakan marka SSR
menunjukkan hasil yang berkebalikan yang
menunjukkan bahwa Observasi 1 (HS 93-
15 (D76-8070)
memiliki tingkat kekerabatan jauh karena

4118) dengan Observasi
berada pada Kklaster berbeda. Hasil ini
mengindikasikan bahwa marka SSR yang
tidak dipengaruhi lingkungan lebih presisi
dalam mengestimasi kekerabatan aksesi
sehingga melengkapi informasi karakter
morfologi kedelai.

Hasil penelitian ini berbeda dengan
beberapa penelitian sebelumnya (Tanta-
sawat et al.,, 2011; Terryana et al., 2017;
Nugroho et al.,, 2017), yang memperoleh
hasil pengelompokan yang serupa antara
analisis PCoA dengan analisis filogeni.
Adanya perbedaan tersebut kemungkinan
disebabkan oleh jumlah dan jenis marka SSR
serta aksesi kedelai yang digunakan pada
penelitian ini memiliki karakter morfologi yang
berbeda dengan penelitian sebelumnya. Hal
ini menunjukkan bahwa karakterisasi mole-
kuler menjadi penting dalam melengkapi data
karakter morfologi, terutama pada karakter
morfologi kuantitatif yang banyak dipengaruhi
oleh faktor lingkungan. Dengan demikian,
pendekatan terintegrasi antara marka
morfologi dan marka molekuler dalam seleksi
tetua persilangan sangat diperlukan dalam
menentukan jarak genetik terkait kekera-
materi tetua

batannya sebagai sumber

persilangan

13

KESIMPULAN
Marka SSR berhasil
tifikasi keragaman genetik bersifat polimorfik
dari 27 aksesi kedelai introduksi USDA. NC-
Raleigh dengan D96-1217, dan antara Skylla

mengiden-

dengan Pace memiliki kekerabatan jauh
dibandingkan dengan aksesi kedelai lainnya
sehingga potensial sebagai tetua dalam

pemuliaan tanaman kedelai. Hasil analisis

morfologi mengelompokkan 27 aksesi
kedelai dalam empat kuadran yang
menunjukkan  variasi morfologi  antar
kuadran.  Karakterisasi SSR  mampu

memverifikasi hubungan kekerabatan antar
aksesi kedelai subtropis yang tidak dapat

dibedakan secara morfologi kualitatifnya.
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