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Produktivitas tanaman kakao yang rendah, salah satunya dipengaruhi oleh
pembungaan yang tidak konsisten. Pembungaan pada tanaman kakao umumnya
terjadi saat peralihan antara musim kemarau ke musim hujan. Untuk mengatasi
masalah pembungaan perlu dilakukan upaya pengaturan pembungaan dengan
mengaplikasikan zat pengatur tumbuh. Selain dipengaruhi faktor lingkungan,
proses pembungaan juga dikendalikan oleh gen-gen pembungaan. Dengan
kemajuan biologi molekuler, proses fisiologi pembungaan pada tanaman kakao
dapat digambarkan dengan lebih baik, sehingga dapat menjadi solusi dalam

mengatasi rendahnya produktivitas.

mbungaan merupakan tahapan
yang dimulai dari fase inisiasi dengan
terbentuknya tunas bunga sampai
bunga mekar. Proses pembungaan dipengarubhi
oleh faktor internal dan lingkungan. Faktor internal
dapat dipengaruhi oleh genetik dan fitohormon.
Faktor lingkungan pada proses pembungaan pada
tanaman dipengaruhi oleh tiga faktor yaitu foto-
periode, fitokrom, dan ritme/jam biologi tumbuhan®.

Fotoperiode merupakan rasio relatif antara
panjang waktu penyinaran matahari pada periode
siang dengan periode malam hari yang berhubungan
langsung dengan waktu. Fotoperiodisme merupakan
reaksi atau tanggapan perkembangan tumbuhan
terhadap fotoperiode?. Fitokrom adalah sejenis
pigmen yang tersusun dari protein yang berperan
terhadap tumbuhan pada panjang hari. Cahaya
matahari yang diserap fitokrom berupa spektrum
cahaya merah yang menyebabkan molekulnya
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berwarna biru atau hijau kebiruan, sehingga fitokrom
berfungsi sebagai penangkap cahaya atau foto-
reseptor. Perubahan fitokrom dapat mengontrol
ritme biologi tanaman. Ritme biologi akan memonitor
fotoperiode agar selaras dengan panjang hari
yang aktual®.

Mekanisme Pembungaan pada
Tanaman

Selain faktor lingkungan, proses pembungaan
dikendalikan oleh banyak gen yang berinteraksi.
Salah satu mekanisme gen FLOWERING LOCUS T
(FT) yang merupakan sinyal pembungaan bergerak
yang secara fisik berinteraksi dengan protein
FLOWERING LOCUS D (FD) pada meristem untuk
mengaktifkan SUPPRESSOR OF OVEREXPRES-
SION OF CONSTANTS (SOC1), APETALAT (AP1)
dan aktivator bunga lainnya (Gambar 1)*. Terdapat
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dua pathway flowering yaitu pathway photoperiod
dan pathway vernalization yang akan dikaji. Pada
pathway photoperiod gen-gen yang telibat yaitu
PHYA, CRY1, LHY dan SOC1 sedangkan pathway
vernalization gen-gen yang terlibat adalah FLC,
VRN1 dan ESD4.
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Gambar 1. Mekanisme flowering gene FT pada

tanaman?®

Gen dalam Pathway Photoperiod
(PHYA, CRY1, LHY, and SOC1)

Gen PHYTOCHROME (PHY)-A termasuk dalam
famili gen PHYA-E berperan dalam mengkode
protein fitokrom A sebagai fotoreseptor yang
menerima rangsangan cahaya merah pada
panjang gelombang 600-700 nm dan cahaya merah
jauh dengan panjang gelombang 700-800 nm?9.
Gen CRYPTOCROME (CRY) memiliki peran penting
dalam pembungaan fotoperiodik, pembukaan
stomata, penuaan daun, menghambat pemanjangan
hipokotil, dan de-etiolasi sebagai respons terhadap
sinyal cahaya biru®”. Kriptokrom yang dikodekan
oleh gen CRY1 dan CRY2 berperan sebagai
fotoreseptor cahaya biru/UV-A dengan panjang
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gelombang 320-500 nm?®. Perbedaan fungsional
CRY 1 dan CRY2 yakni CRY1 mengatur penghambatan
pemanjangan hipokotil yang diinduksi cahaya
biru, sedangkan CRY2 mengatur inisiasi pembungaan
yang dipengaruhi oleh fotoperiode™.

Gen LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY)
merupakan salah satu gen osilator sentral yang
berperan penting dalam komponen ritme sirkadian
tanaman. Bersama dengan gen CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA), gen LHY
diekspresikan pada pagi hari dan menekan
ekspresi gen PRR dan TOC1/PRR19. Ritme
sirkadian memungkinkan tanaman menjadwalkan
proses metabolik dan perkembangan tanaman
serta menyesuaikan kondisi tanaman dengan
lingkungan eksternal. Osilator sentral terdiri dari
tiga loop umpan balik yang saling bertautan, yakni
loop utama, loop pagi, dan loop malam. Gen CCA1
dan LHY berperan penting dalam loop utama
osilator sentral. Selain itu, CCA1 dan LHY sangat
penting untuk waktu pembungaan. CCA1 dan LHY
dapat berfungsi sebagai faktor transkripsi dalam
proses ritme sirkadian.

Gen SOC1 berperan sebagai integrator bunga
pusat (central floral integrator) (Gambar 2). Gen SOC1
mengkode protein faktor transkripsi MADS-BOX
yang terkonservasi pada tanaman angiospermae.
Selain itu, gen SOC1 mengkode protein multifungsi
SOC1 yang berperan dalam regulasi waktu dan
pola pembungaan dan determinasi meristem bunga.
Salah satu tahap pertama transisi bunga adalah
peningkatan regulasi SOC1 dalam meristem yang
mana dapat menginisiasi pembungaan awal secara
efektif. Kemungkinan besar protein FT bergerak ke
SAM (shoot apical meristem) dan berinteraksi dengan
FD untuk meningkatkan regulasi SOC1 karena SOC1
mengintegrasikan rute fotoperiode melalui FT'9.

Gen dalam Pathway Vernalization
(FLC, VRN1, and ESD4)

Serangkaian aktivitas yang dikenal sebagai
vernalisasi terjadi sebagai respons terhadap
paparan suhu rendah dalam jangka waktu lama,
misalnya sepanjang musim dingin, dan berfungsi
sebagai penanda untuk terjadinya pembungaan.
Gen FLOWERING LOCUS C (FLC) merupakan gen
utama yang terlibat dalam jalur pembungaan tanaman
pada suhu rendah (vernalisasi) (Gambar 2). FLC
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mengkode protein domain MADS-BOX yang
merepresi secara kuat inisiasi pembungaan pada
tanaman. FLC diaktivasi oleh gen FRIGIDA (FRI)
dalam menghasilkan kebiasaan pembungaan
tahunan pada musim dingin'”. FLC akan meng-
hambat inisiasi pembungaan dan mencegah
terjadinya transisi pada meristem apikal dari fase
vegetatif menuju ke fase generatif sebelum
vernalisasi berlangsung. Bagian promoter dari
gen SOC1 dan FD serta bagian intron dari FT
akan diikat oleh FLC sehingga transkripsi dari
ketiga gen tersebut akan terhambat, termasuk
induksinya dengan kontrol terhadap waktu
pembungaan sepanjang hari. Paparan suhu
rendah berkepanjangan akan menyebabkan
ekspresi FLC direpresi sehingga tanaman akan
dapat menginisiasi pembungaan'?.

Vernalization
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Pathway photoperiod dan vernalization
pada Arabidopsis sp.

Gambar 2.

EARLY IN SHORT DAYS 4 (ESD4) mengkode
protein ESD4 yang merupakan protease spesifik
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) yang
berperan dalam proses SUMOylation. Pada
Arabidopsis, proses ini memberikan pengaruh
dalam pengaturan waktu pembungaan serta
elemen perkembangan tanaman lainnya yang
terkena dampak mutasi. ESD4 berfungsi dalam
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memastikan FLC terekspresi sehingga FT dan
SOC1 akan direpresi dan pembungaan akan
terhambat. Selain itu, ESD4 juga mengatur gen-
gen yang meregulasi waktu pembungaan yang
tidak terlibat secara langsung dengan ekspresi
gen FLC™),

Kajian bioinformatika juga dilakukan dengan
menggunakan data-data yang diolah seperti
analisis sekuen DNA. Studi komparatif gen-gen
pembungaan tanaman kakao juga dilakukan
menggunakan software NCBI dengan mengoleksi
data sekuen. Salah satu perangkat yang ditawarkan
oleh situs NCBI adalah Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST) untuk mensejajarkan
sekuen hingga bisa diidentifikasi lebih lanjut'.
Dengan adanya perangkat BLAST tersebut akan
memberikan informasi lebih lanjut seperti FASTA
yang digunakan untuk konstruksi pohon filogenetik.

Gen pembungaan kakao yang digunakan adalah
PHYA, CRY1, LHY dan SOC1 pada pathway photo-
period, sedangkan gen pathway vernalization
adalah FLC, VRN1, dan ESD4%. Dengan mengoleksi
sekuen DNA gen-gen tersebut dapat dianalisis
menggunakan perangkat lunak MEGA 119,
Sebagai pembanding pada konstuksi pohon
filogenetik, pada juga dilakukan pengoleksian data
sekuen DNA spesies lainnya'®.

Sekuen DNA akan diolah sehingga menghasil-
kan pohon filogenetik yang dapat mengetahui
hubungan kekerabatan dan hubungan evolusi
suatu organisme. Tahap pembuatan pohon
filogenetik yaitu editing sequence data, aligment,
dan pembuatan diagram filogenetik'”. Data
sekuen yang telah disejajarkan selanjutkan
dianalisis dengan metode UPGMA tree. Metode
UPGMA merupakan teknik yang sering digunakan
dengan beranggapan bahwa rata-rata evolusi
yang terjadi pada suatu populasi bersifat konstan),
Pohon filogenetik merupakan grafik yang meng-
gambarkan kekerabatan antar organisme berdasar-
kan sekuen DNA yang terdiri dari beberapa taksa
dan membentuk percabangan'. Suatu organisme
dikatakan dekat apabila berada dalam cabang
yang sama pada diagram (pohon) filogenetik2®.

Berdasarkan hasil konstruksi filogenetik
menggunakan metode UPGMA (MEGA 11) pada gen
pembungaan pathway photoperiod dan pathway
vernalization tanaman kakao dengan tanaman
spesies lainnya sebagai berikut:
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XP_D07T048007.1_UPSTREAM_COF_FLC_[Theobroma_cacao]
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1 Klade
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—
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4|_E XP_D40081855.1_PHYA-105_1_|Gossypium_hirsutum]
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—
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XP_D16742773.1_DOWNSTREAM_OF_FLC_Gossypuum_hirsubum]

—
L xP_D12482815.1_DOWNSTREAM_OF_FLC_[Gossypium_raimendil]

Gambar 3. Pohon filogenetik gen dan protein. (a) gen PHYA; (b) gen CRY1; (c) gen LHY; (d) gen SOC1;
(e) gen FLC; (f) VRN1; (g) gen ESD4; dan (h) protein dari 4 spesies (Theobroma cacao dengan
Durio zibethinus, Herraria umbratica, Gossypium hirsutum).

Jika dilihat pada phylogenetic tree, gene PHYA
(a) menunjukkan bahwa T. cacao memiliki kedekatan
dengan Durio zibethinus yang berada pada 1 klade.
Pada phylogenetic tree gene CRY1 (b) T. cacao
memiliki kedekatan gen pembungaan dengan
Gossypium hirsutum ditunjukkan pada 1 klade yang
sama. Pada phylogenetic tree gene LHY (c) T. cacao
berada satu klade dengan Herrania umbratica. Pada
phylogenetic tree gene SOC1 (d) T. cacao juga
memiliki kedekatan dengan D. zibethinus. Dapat
disimpulkan bahwa gen pembungaan (pathway photo-
period) pada T. cacao memiliki kedekatan dengan
Durio zibethinus, Gossypium hirsutum dan H. umbratica
yang memiliki famili yang sama yaitu Malvaceae.

Jika dilihat pada phylogenetic tree, gene FLC
(e) menunjukkan bahwa T. cacao memiliki kedekatan
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dengan D. zibethinus dan H. umbratica yang berada
pada 1 grup. Pada phylogenetic tree, gene VRN1T (f)
T. cacao memiliki kedekatan dengan H. umbratica. Pada
phylogenetic tree gene ESD4 (g) T. cacao memiliki
kedekatan dengan H. umbratica. Dapat disimpul-
kan bahwa gen pembungaan (pathway vernalization)
pada T. cacao memiliki kedekatan dengan D. zibethinus
dan H. umbratica yang memiliki famili yang sama yaitu
Malvaceae.

Jika dianalisis lebih lanjut pada protein (Phylo-
genetic tree protein) T. cacao dengan tiga spesies yang
memiliki kekerabatan sebelumnya yaitu D. zibethinus,
H. umbratica dan G. hirsutum juga menunjukkan
kekerabatan yang sama seperti halnya phylogenetic
tree, gene yang berada pada 1 klade (h). Untuk mem-
pelajari mekanisme pembungaan pada tanaman
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kakao dapat mempelajari proses pembungaan
pada tanaman durian, kapas, dan kakao kolombia
(Wild Colombian Cocoa) yang mana menunjukkan
pola/mekanisme pembungaan hampir sama (famili
malvaceae) sebagai sumber rujukan informasi.

Penutup

Adanya analisis biologi molekuler melalui
bioinformatika dengan menggunakan software
NCBI dapat membantu dalam mengetahui
kekerabatan suatu organisme menggunakan
sekuen DNA. Minimnya informasi mekanisme
pembungaan pada tanaman kakao dapat digali
melalui informasi mekanisme pembungaan pada
tanaman lain yang memiliki kekerabatan dekat
dengan tanaman kakao. Hasil analisis pohon
filogenetik baik data sekuen DNA (gen) maupun
protein menunjukkan bahwa tanaman kakao
berkerabat dekat dengan tanaman durian, kapas
dan kakao kolombia (famili malvaceae).
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