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METODE BULKING HASIL AMPLIKON PCR-SSR TANPA OVERLAPPING
ALEL PADA KELAPA SAWIT POPULASIANGOLATIPE WILD

Rokhana Faizah*, Nanang Supena, Sujadi, dan Sri Wening

Abstrak - Introduksi populasi dari luar ke dalam suatu program pemuliaan kelapa sawit diperlukan untuk
meningkatkan keragaman genetik populasi yang telah ada sebelumnya. Populasi kelapa sawit tipe wild dari
Angola merupakan salah satu populasi yang diintroduksi ke Indonesia pada 2010. Karakter-karakter yang dimiliki
oleh populasi tersebut perlu dieksplorasi lebih lanjut, baik karakter fenotipe maupun genotipe. Teknologi biologi
molekuler dapat dimanfaatkan untuk mengetahui keragaman genetik populasi tersebut berdasarkan data
genotipe. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendapatkan teknik PCR-SSR (Polymerase Chain Reaction-
Simple Sequence Repeat) pada analisis keragaman genetik populasi Angola tersebut. Sebanyak 4 sampel dari
aksesi yang berbeda dan 3 sampel kontrol dura Deli digunakan pada percobaan ini. Analisis PCR-SSR dilakukan
dengan menggunakan 8 marka SSR yang berbeda digabung menjadi satu (bulking) pada analisis fragmen DNA,
dengan memanfaatkan primer label fluorosen yang berbeda. Berdasarkan hasil analisis fragmen DNA, alel-alel
pada populasi Angola yang diuji memiliki panjang fragmen berkisar antara 138 bp hingga 328 bp. Hasil optimasi
metode PCR-SSR yang telah dilakukan pada populasi Angola tipe wild yang diuji mampu menghilangkan
kemungkinan overflapping alel-alel marka SSR yang berbeda pada penggunaan label fluorosen yang sama, dan
meminimalkan biaya analisis fragmen DNA. Namun, hasil tersebut perlu dilakukan optimasi lebih lanjut pada
material kelapa sawit advanced. Kekerabatan genetik populasi Angola tipe wild yang dianalisis termasuk tinggi
dan berpeluang untuk pengembangan bahan tanaman unggul.

Kata kunci: populasi Angola tipe wild, material genetik introduksi, PCR-SSR, kekerabatan genetik, kelapa sawit

PENDAHULUAN diseleksi beberapa generasi dan semakin sempitnya
keragaman karakter karena seleksi yang berulang

Peningkatan keragaman genetik dapat dilakukan (Almeida et al., 2021).

dengan mendatangkan material genetik dari luar ke
dalam suatu program pemuliaan kelapa sawit dalam Upaya ekplorasi dan eksploitasi karakter yang
kegiatan introduksi plasma nutfah (Arias et al., 2013).  dimiliki pada populasi Angola tipe wild antara lain
Pada 2010-2011, beberapa perusahaan kelapa sawit ~ dengan mengetahui keragaman genetik melalui
Indonesia membentuk konsorsium untuk melakukan  Pengumpulan data fenotipe maupun genotipe (Adon et
introduksi populasi wild dari Angola, Afrika bagian  al., 2021; Maskromo et al., 2017; Natawijaya et al.,
barat daya. Populasi kelapa sawit tipe wild dari Angola ~ 2019). Teknologi biologi molekuler dapat
merupakan salah satu populasi yang diintroduksi ke ~ dimanfaatkan untuk mengetahui keragaman genetik
Indonesia dimana karakter-karakter yang dimiliki ~ Populasi tersebut berdasarkan data genotipe (Arias et
hingga saat ini perlu diekplorasi lebih lanjut, baik  al., 2013; Natawijaya et al., 2019; Nugroho et al,
karakter fenotipe maupun genotipe (Arias et al., 2013; ~ 2019). Keunggulan teknologi ini antara lain data yang
Ong et al., 2018; Sujadi et al., 2019). Tujuan lain dari ~ diperoleh tidak dipengaruhi faktor lingkungan, dapat
introduksi ini antara lain untuk memperluas keragaman ~ dimanfaatkan berulang-ulang untuk tujuan analisis
genetik pada popu|asi program pemu”aan yang telah data tertentu, dan dapat dibedakan antar individu
(Natawijaya et al., 2019). Metode PCR-SSR yang telah
Penulis yang tidak disertai dengan catatan kaki instansi adalah peneliti dikembangkan untuk analisis keragaman genetik pada
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memerlukan pengembangan teknik analisis yang telah
ada (Maskromo etal., 2017; Sayekti etal., 2015).

Pusat Penelitian Kelapa Sawit (PPKS) telah
mengembangkan teknik bulking hasil amplikon PCR-
SSR yang digunakan pada populasi program
pemuliaan sejak 2013 (Wening & Yenni, 2013).
Aplikasi teknik tersebut juga dikembangkan pada
sidik jari DNA dan keragaman genetik populasi wild
Kamerun (Wening et al., 2014). Namun metode
tersebut perlu diaplikasikan pada populasi Angola wild.
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk mengetahui
keragaman genetik kelapa sawit menggunakan marka
SSR pada populasi Angola (Natawijaya et al., 2019;
Sayekti et al., 2015). Untuk itu, tujuan dari penelitian

Tabel 1. Daftar pohon dari 4 aksesi populasi Angola

adalah mendapatkan teknik metode bulking hasil
amplikon PCR-SSR (Polymerase Chain Reaction-
Simple Sequence Repeat) untuk menghindari
overlapping alel-alel yang teramplifikasi pada analisis
keragaman genetik populasi Angola tipe wild.

BAHAN DAN METODE
Material genetik

Bahan tanaman yang digunakan pada penelitian
ini adalah 4 individu pada aksesi yang berbeda di
populasi Angola wild dan 3 individu kontrol Dura Deli
yang telah diseleksi beberapa generasi (Tabel 1).

No. Aksesi Kode unik DNA Kebun percobaan No. lapangan
1. AGO003 20161003042 AD17S 11-28

2. AGO089 20161004044 AD17S 19-24

3. AGO109 20161003013 AD17S 11-7

4, AGO110 20161010020 KL05S 56-25

Metode penelitian

Sebanyak 50 mg jaringan daun diekstraksi DNA
nya menggunakan prosedur tahapan dari Geneaid
Genomic DNA Mini Kit (Plant) dengan Catalog. No.
GP100. Pengambilan sampel sesuai dengan prosedur
di Laboratorium Biologi Molekuler PPKS. Sebanyak
delapan primer SSR (Billotte et al., 2005) yang berasal
dari delapan lokus SSR mEgCIR3555, mEgCIR0894,
mEgCIR3311, mEgCIR0783, mEgCIR3691,
mEgCIR0257, mEgCIR3400, dan mEgCIR3546.
Terdapat empat label fluorosen M13, yaitu 6-FAM,
HEX, NED, dan ROX diaplikasikan pada proses
amplifikasi PCR-SSR (Wening & Yenni, 2013) dengan
total sampel yang dianalisis sebanyak 72 tubes. Marka
SSR tersebut berasal dari 8 kromosom yang berbeda
pada kelapa sawit dan digabung menjadi satu
(bulking) pada analisis fragmen DNA (Tabel 2).

Analisis data

Data genotipe yang diperoleh dari jasa analisis
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fragmen DNA-SSR 1° BASE Malaysia selanjutnya
dikuantitatif dan divisualisasi menggunakan program
GeneMarker® Soft Genetics® LLC versi 4.0. Analisis
frekuensi alel individu menggunakan program
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Visualisasi synthetic gel image

Visualisasi hasil amplifikasi PCR-SSR pada
synthetic gel image menunjukkan bahwa metode
optimalisasi bulking amplikon hasil PCR-SSR dapat
membedakan alel-alel pada individu yang diuji.
Label fluorosen yang digunakan mampu
menggambarkan ukuran alel yang teramplifikasi dan
potensi terjadinya overlapping dapat dihindari
(Gambar 1). Hal ini ditunjukkan dengan adanya
pemisahan ukuran alel-alel yang teramplifikasi
menggunakan empat label fluorosen M-13.
Pemisahan ukuran alel pada tiap primer yang dicoba
menunjukkan intensitas fluoresensi yang diamati
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untuk setiap SSR dapat mewakili hasil amplifikasi
dalam reaksi multipleks, dan memungkinkan
diperoleh marka antara pengujian independen untuk
dibandingkan (Hayden et al., 2008). Keuntungan

Tabel 2. Deskripsi primer yang digunakan dalam penelitian.

menggunakan multipleks SSR-PCR menggunakan
metode capillary sequencer antara lain ukuran alel
yang jelas dan akurat dibandingkan dengan visual
gel elektroforesis agarose.

No. | Nama Nomor Motif Sekuen forward (F) Sekuen reverse (R) Lingkage

lokus aksesi berulang group
EMBL location
(QTL)
1 mEGCI AJ578681 (GA)18 CATCAGAGCCTTC | AGCCTGAATTGCC 13
AAACTAC TCTC

R3555

2 mEgClI AJ578562 (GA)T8 TGCTTCTTGTCCTT | CCACGTCTACGAA | 07
R0894 GATACA ATGATAA

3 mEgCl AJST8645 AATCCAAGTGGCC | CATGGCTTTGCTCA | 12
R3311 (GA)15 TACAG GTCA

4 mEgCl AJST8539 GAATGTGGCTGTA | AAGCCGCATGGAC | 06
R0783 (GA)15 AATGCTGAGTG AACTCTAGTAA

5 mEgCl AJST8T05 GCATCATTGGACTA | TTGTGAACCAGGG | 05
R3691 (GA)14 TCATACC AACTATC

6 mEgClI AJST78509 GCAGCTAGTCACC | GACGAGACTGGAA | 01
R0257 (GA)17 TGAAC AGATG

7 mEgClI AJ578662 CAATTCCAGCGTC | AGTGGCAGTGGAA | 11
R3400 (GA)16 ACTATAG AAACAGT

8 mEgCl AJST78680 GCCTATCCCCTGA | TGCACATACCAGC | 14
R3546 (GA)15 ACTATCT AACAGAG
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Gel Image
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Gambar 1. Visualisasi ukuran dan verifikasi alel menggunakan synthetic gel image pada aplikasi GeneMarker
SoftGenetic versi 4.0 berdasarkan pada 4 label fluorosen 6-FAM (biru), HEX (hijau), NED (kuning), dan ROX
(merah) yang mampu menunjukkan posisi ukuran alel pada metode bulking hasil amplikon PCR-SSR.

Analisis fragmen DNA

Berdasarkan analisis profil fragmen genomik pada
individu populasi Angola menunjukkan grafik dan
ukuran alel yang jelas pada masing-masing primer
(Gambar 2). Ukuran alel yang teramplifikasi beragam,
dari 190 dari 189 bp hingga 328 bp dengan

Tabel 3. Deskripsi amplikon tiap primer PCR-SSR

kemunculan 1-2 alel per individu (Gambar 2), namun
secara keseluruhan aksesi Angola tipe wild dan Dura
Deli berkisar antara 138 bp hingga 328 bp (Gambar 3).
Amplikon produk PCR-SSR berkisar antara 2 hingga 7
alel per lokus pada populasi Angola tipe wild, namun
berbeda dengan Dura Deli yang memiliki 1-2 alel per
lokus pada setiap primer yang diuji (Tabel 3).

No. Nama lokus Kisaran alel Jumlah alel per lokus
Angola tipe wild Dura Deli

1 mEgCIR3555 138-155 3 1

2 mEgCIR0894 199-219 7 1

3 mEgCIR3311 189-211 4 2

4 mEgCIR0783 314-328 4 1

5 mEgCIR3691 191-209 5 2

6 mEgCIR0257 287-314 6 2

7 mEgCIR3400 162-182 4 1

8 mEgCIR3546 303-305 2 1

66



Metode PCR-SSR Multiplexing tanpa Overlapping Alel pada Kelapa Sawit Populasi Angola ﬁ

| s

3 W0 = 30 = 30 E 20

3000

= A

O E
[ E77) ]
w2 e \F TE w8 W W T W 0 T T TE TR W E Tk e s
200
200 A
™ I
. /
[151_BASE_303907_2fsa
[ E7) ]
F R T S L W)
1500
e
gt | S |
. J \
)
19 BASE_203%08_3 v
[ 5400 ]
M2 e 1% T W0 TG % W 0 T4 T T 016 1B 1% 1
2000 ' |
1000 il A
i
=
ErEETT E
[ ) ]
52 NN R T I )
w
“
0 it A

14 BASE_30507 Zisa
[ (il ]
s W L ] 3 B 3 120
S0
w0
w0
e — —
1 BASE_20708_3iva !
[ 2T ]
288 0 = a0 = B 38 20

1 1

TA_BASE 303906 1bes

L
30 305 30

|#_BASE_300308_3isa
i ) )
E T N N NN N N N
100
0 ‘I t
5 LM
|#_BASE_308909_d fsa
i ) )
S @ W e m W im0

M

el s e S PR

= 320 2 330 33
[ 555 ] 800
SO T T L R =
e A s \_,f'\ A, ﬂ
000 \ A — — o Al S
o, | e 0 -
= = S _BASE 30807 2
TALRASE 300907 21 % [ [35) 1
0 — : = w5 = i s = = = =
130 132 134 1% 138 140 14 144 148 14 1580 182 L 20
. o A X HA‘
" AVLY S
= = T e A A e s I it ARG |
LBAsE 0808 3e =
TALBASE 3k 0 s ]
[ =3 ] % 30 5 W ED = = 3% 338
W e TR W W MWW W W s w -
5o
-
- A A .
- A\ i ot |
=" Ei — e
(s v
TALBASE 00 4k 2
[ e ]
[ ] 29 368 G £ S £ 3 % 35
RS W ) o
@ A A ) "" "
| e, L I . Y P o[t A AR A Y e i ] e
= i
3L BASE_300906_ 1 iz T3_BASE_30910 5
[ [0 i ]
W W W W W m  wm W W w w0 ia a1 N W W W I e m
0
o
| i
J A.J 2,000 . JI‘
s Ll s s e e S
B B o]
[A_BASE_200%07_2ha THLBASE 311
[ £
200 210 = 230 240 = 260 il 2% % 30 180 182 184 186 188 190 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 4 16

|
A |

4

S ———

T BASE W2 T

EXII)
T 18 200 200 2 206 208

[
10 162 & i 8 1% 82 84 T 2 24 8

3000
2000

= ,.,,x,.)[\__ RS h,»\J\L -
&

1o BASE_3003 Ba

[
W2 164 e Tm W T W 1% 199 200 202 204 W6 30 22w 6

: J'v.,m,”-:«’u"“'\j"r’ W,J‘m Ao ﬂ}vﬂ‘ A ’"H/\J.L p,ﬂ.,.,‘. M, «ﬂ" \4’“51 A Wi/l

Gambar 2. Analisis profil fragmen genomik dan ukuran alel dari populasi Angola tipe wild pada enam marka SSR

yang diikuti label fluorosen M-13

Pengembangan teknologi analisis fragmen DNA
menggunakan capillary sequencer mampu
menvisualisasikan amplikon PCR dengan jelas dan
akurat. Alel-alel yang teramplifikasi pada Gambar 3
menunjukkan separasi yang jelas antar alel-alel per
lokus. Penumpukan alel pada setiap primer yang di-
bulking juga tidak nampak pada hasil analisis
fragmennya. Hal tersebut menunjukkan tidak adanya

overlapping alel-alel marka PCR-SSR pada
penggunaan label fluorosen yang sama. Teknologi ini
mampu menunjukkan profil dan ukuran alel yang
teramplifikasi dengan adanya puncak grafik pada
ukuran alel yang teramplifikasi (Okoye et al. 2016).
Dibandingkan dengan analisis fragmen menggunakan
kualifikasi gel agarose, teknik capillary sequencer lebih
efektif dan efisien (Pieri et al., 2020). Hal ini terlihat dari
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visualisasi perbedaan posisi alel pada tiap individu.
Selain itu juga, tingkat keakuratan data yang
dihasilkan juga lebih tinggi dari kualifikasi gel agarose
(Morca et al., 2022). Dengan demikian, metode bulking
amplikon hasil PCR-SSR dengan 4 label fluorosen
dapat digunakan untuk analisis frekuensi alel dan
keragaman genetik populasi Angola tipe wild.

Frekuensi alel pada aksesi Angola tipe wild

Berdasarkan sampel yang digunakan, terdapat 35
alel yang teramplifikasi dengan rerata 4,37 alel per
lokus (Gambar 3). Sebanyak 69,6% alel yang dimiliki
oleh aksesi Angola tipe wild lebih tinggi dibandingkan
Dura Deli. Terdapat beberapa alel yang hanya dimiliki
oleh aksesi Angola, namun tidak dimiliki oleh Dura Deli
(Gambar 3). Banyaknya alel spesifik pada aksesi
Angola tipe wild menunjukkan populasi tersebut

memiliki kekerabatan genetik dengan kisaran yang
luas (Gan et al., 2021) dibandingkan Dura Deli. Dari 8
lokus SSR yang diuji, Dura Deli menunjukkan 1-2 alel
per lokus SSR. Namun, pada aksesi Angola sangat
beragam ukuran alelnya, dari alel tunggal hingga
enam alel per lokus SSR. Lebih lanjut, keragaman
genetik di tiap aksesi Angola pada penelitian ini tidak
dapat dijabarkan lebih detail karena keterbatasan
sampel yang diuji tidak representatif untuk dianalisis
datanya lebih lanjut. Namun, potensi untuk eksplorasi
manfaat karakter spesifik pada aksesi Angola tersebut
masih sangat terbuka dan luas pada program
pemuliaan kelapa sawit (Gan et al., 2021; Mohd Din et
al., 2022). Banyaknya alel yang dideteksi pada aksesi
Angola memberikan peluang yang besar untuk
mendapatkan karakter spesifik (Magos Brehm et al.,
2022) yang tidak dimiliki pada tiga individu populasi
Dura Deli.

Allele Frequency

Frequency
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‘ 3691 ‘ 257 ‘ 3400
Dura Deli

Gambar 3. Frekuensi alel pada empat aksesi Angola AGO003, AGO089, AGO109, dan AGO110, serta tiga
individu dura Deli kelapa sawit pada analisis bulking amplikon hasil PCR-SSR menggunakan 8 lokus SSR pada 8

kromosom yang berbeda.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisis fragmen DNA, alel-alel
pada populasi Angola dan Dura Deli yang diuji memiliki
panjang fragmen berkisar antara 138 hingga 328 bp.
Metode hasil bulking amplikon hasil PCR-SSR PCR-
SSR pada aksesi Angola kelapa sawit tipe wild mampu
meminimalisir kemungkinan overlapping alel-alel
marka SSR yang berbeda pada penggunaan label
fluorosen yang sama, dan berpotensi mampu
menghemat biaya analisis fragmen DNA. Aksesi
Angola tipe wild memiliki polimorfisme alel 69,6% lebih
tinggi dari Dura Deli, kekerabatan genetik yang tinggi
dan berpeluang untuk eksplorasi manfaat pada
program pemuliaan kelapa sawit.
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