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Abstract Tissue culture is used as a tool in oil palm 
breeding programme and commercial vegetative 
propagation. To control tissue culture process in a 
laboratory, DNA analysis can be used to verify the 
identity information and to understand the genetic 
stability of each stage of tissue culture. This research 
aimed to study the DNA extraction of oil palm tissue 
culture material and DNA fingerprinting of tissue culture 
material at each stage of tissue culture process, by 
using 11 SSR markers and 6 combinations of AFLP 
selective primers. The results showed that the protocol 
of  DNA extraction resulted DNA samples with good 
quality and quantity for SSR-PCR and AFLP-PCR. The 
same SSR profiles were observed at all material 
analyzed at each stage of tissue culture process. There 
were variations of AFLP profiles observed at material of 
explant and callus stages, as well as embryo and ramet 
stages. Different DNA profiles of the same material at 
different stages show genetic changes of culture 
material which probably caused by the process of 
tissue culture. SSR could be used for identification or 
verification of culture material identities, while the DNA 
markers which detected different DNA profiles could be 
used for further study of culture material genetic 
changes, in relation with clone abnormality.

Keywords: DNA fingerprinting, tissue culture, SSR, 
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PENDAHULUAN
 Kultur jaringan merupakan teknik perbanyakan 
vegetatif organisme secara in vitro. Teknik ini sangat 
berguna bagi program pemuliaan kelapa sawit, karena 
pada banyak kasus, terdapat beberapa kendala dalam 
perbanyakan kelapa sawit secara generatif (Suman, 
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Abstrak Kultur jaringan dimanfaatkan sebagai alat 
dalam program pemuliaan dan perbanyakan material 
komersial kelapa sawit. Untuk mengontrol proses 
kultur jaringan di laboratorium, analisis DNA dapat 
dilakukan dalam usaha menjamin kebenaran informasi 
identitas serta untuk mengetahui kestabilan genetik 
material pada tiap tahap proses kultur jaringan. 
Penelitian ini dilakukan untuk mengkaji ekstraksi DNA 
material kultur jaringan kelapa sawit serta sidik jari 
DNA pada material kultur pada tiap tahapan proses 
kultur jaringan, menggunakan 11 marka SSR dan 6 
kombinasi primer selektif AFLP. Hasil menunjukkan 
bahwa protokol ekstraksi DNA yang dilakukan dapat 
digunakan untuk memperoleh DNA dengan kuantitas 
dan kualitas yang cukup untuk PCR-SSR dan PCR-
AFLP. Profil SSR yang sama ditunjukkan pada semua 
cuplikan material yang dianalisis pada tiap tahap 
proses kultur jaringan. Terdapat variasi hasil sidik jari 
DNA menggunakan AFLP, dimana terdapat profil 
AFLP yang berbeda pada material yang sama pada 
tahap kalus dan eksplan, serta embrio dan ramet. 
Perbedaan profil DNA pada material yang sama pada 
tahap kultur yang berbeda tersebut menunjukkan 
adanya perubahan genetik material kultur yang 
mungkin disebabkan oleh pengaruh proses kultur 
jaringan. SSR dapat digunakan untuk identifikasi atau 
verifikasi identitas material kultur, sedangkan marka 
DNA yang menunjukkan ketidakstabilan genetik 
material kultur dapat digunakan untuk kajian lebih 
lanjut mengenai perubahan genetik material kultur 
dalam kaitannya dengan abnormalitas klon.
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 



dapat meminimalkan kejadian abnormalitas. Untuk 
meminimalkan kemungkinan terjadinya abnormalitas 
klon kelapa sawit, maka diperlukan sistem untuk 
mengawasi kestabilan genetik kultur pada tiap tahap 
proses kultur jaringan.
 Analisis DNA dapat digunakan dalam suatu 
sistem untuk mengetahui identitas dan kestabilan 
genetik material kultur jaringan (Teixeira da Silva, 
2007). Analisis tersebut dikenal sebagai sidik jari 
DNA (DNA fingerprinting). Dalam proses analisis, 
sidik jari DNA melibatkan penggunaan marka DNA 
(Kwon et al., 2012). Terdapat berbagai teknik 
marka DNA yang telah digunakan dalam analisis 
sidik jari DNA tanaman, seperti Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) (Khan et al., 2010), 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
(Sardaro et al., 2012), Simple Sequence Repeat 
(ISSR) (Tian et al., 2012), Simple Sequence Repeat 
(SSR) (Koelling et al., 2012) dan Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) (Fang et al., 2014). Pemilihan 
marka DNA yang digunakan ditentukan berdasarkan 
tujuan analisis, ketersediaan sumber daya yang 
dimiliki dan akurasi yang diinginkan (Wening et al., 
2013). Sebelum dilakukan sidik jari DNA, diperlukan 
protokol ekstraksi DNA yang menghasilkan DNA yang 
cukup baik dalam hal kuantitas dan kualitasnya 
(Wening dan Yenni, 2013)
 Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
ekstraksi DNA material kultur jaringan kelapa sawit 
serta untuk melakukan sidik jari DNA pada tiap 
tahapan proses di laboratorium material kultur 
jaringan, menggunakan teknik SSR dan AFLP. 
Hasil-hasil tersebut diharapkan akan memberikan 
data pada kajian penggunaan sidik jari DNA dalam 
sistem pengendalian  proses kultur jaringan di 
laboratorium.

BAHAN DAN METODE
A. Ekstraksi DNA Material Kultur Jaringan

 Ekstraksi DNA di lakukan menggunakan 
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). Prosedur 
ekstraksi DNA merujuk pada protokol produsen 
yang dimodifikasi dengan penirisan cairan yang 
terdapat pada cuplikan jaringan material kultur in 
vitro (Lubis et al., 2017). Pe rbedaan  kuan t i t as  
DNA yang d ipero leh dar i  cup l i kan yang 
diambil dari eksplan, kalus, embrio, pupus 

2017). Selain itu, teknik ini dapat dipergunakan untuk 
memperbanyak bahan tanaman komersial kelapa 
sawit unggul hasil seleksi (Corrêa et al., 2016). 
Penggunaan bahan tanaman tersebut memiliki potensi 
untuk menghasilkan produksi yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan penggunaan bahan tanaman 
unggul hasil perbanyakan secara persilangan 
(Kushairi et al., 2010; Zulkifli et al., 2017).
 Proses kultur jaringan memanfaatkan sifat 
totipotensi sel organisme, karena sel somatik dapat 
dirangsang untuk tumbuh berdiferensiasi menjadi 
organ yang berbeda (Guan et al., 2016). Proses 
pertumbuhan dan berkembang  tersebut dilakukan 
pada media kultur jaringan yang berisi unsur-unsur 
hara dan zat pengatur tumbuh dengan jenis dan 
komposisi yang khusus untuk tiap tahapnya (Saad dan 
Elshahed, 2012).
 Proses kultur jaringan kelapa sawit memerlukan 
waktu hingga dua tahun atau lebih untuk 
menghasilkan planlet (tanaman baru hasil kultur 
jaringan) (Corley dan Tinker, 2016). Proses kultur 
jaringan juga memerlukan tenaga ahli yang terampil, 
serta laboratorium yang standar (Kushairi et al., 2010). 
Hal tersebut menyebabkan proses kultur jaringan 
kelapa sawit memerlukan biaya yang tidak sedikit. 
Material kultur yang berada di dalam laboratorium 
berasal dari pohon ortet yang berbeda. Selain itu, 
terdapat perbedaan kecepatan pertumbuhan kultur 
yang berbeda pada tiap kultur klon dan banyaknya 
teknisi yang terlibat dalam proses tersebut (Nas et al., 
2013). Hal tersebut menyebabkan rentannya proses 
kultur jaringan terhadap kejadian kultur yang 
tertukar/tercampur, sehingga diperlukan suatu sistem 
yang dapat memastikan ident i tas kultur di 
laboratorium, untuk meminimalkan kejadian 
tertukar/kesalahan identitas kultur.
 Proses kultur jaringan kelapa sawit juga 
mengalami kendala berupa abnormalitas tanaman 
hasil kultur jaringan kelapa sawit. Abnormalitas 
tersebut dapat berupa kemunculan buah mantel, buah 
banci, bunga ekor tupai, pelepah tegak, dan berbagai 
macam abnormallitas morfologi tanaman yang lain 
(Ernayunita et al., 2019; Setiowati et al., 2011). 
Abnormalitas dapat terjadi karena proses metilasi 
yang dipicu oleh proses pertumbuhan kultur yang 
memerlukan zat pengatur tumbuh (Jaligot et al., 2011), 
atau karena perubahan DNA. Pemberian jenis dan 
komposisi zat pengatur tumbuh yang tepat pada media 
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dan akar d ianal is is dengan menggunakan 
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Bahan yang 
digunakan untuk ekstraksi DNA adalah 50 mg 
cuplikan tiap material yang diambil secara acak 
dari stok kultur yang ada, dengan 10 ulangan 
pada tiap jenis kultur, pada suatu waktu di 
Laboratorium Kultur Jaringan PPKS. Kuantitas 
DNA yang diperoleh pada tiap reaksi ekstraksi 
DNA, d i lakukan menggunakan Qubi t® 2.0 
F luoromete r  ( Inv i t rogen) .  Ana l i s i s  ragam 
kuantitas DNA tersebut dilakukan menggunakan 
bantuan perangkat lunak R (R core team, 2018). 
Duncan's Multiple Range Test (DMRT) dilakukan 

jika terdapat beda nyata antar perlakuan.

B. Sidik Jari DNA
 Ekst raks i  DNA d i lakukan pada 50 mg 
cuplikan jaringan dari tiap cuplikan klon yang 
diambil secara acak dari tiap tahap proses 
ku l tu r  j a r i ngan (Tabe l  1 ) ,  menggunakan 
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). Ekstraksi 
DNA tersebut merujuk pada protokol dar i 
produsen dengan modifikasi penirisan cairan 
yang terdapat pada cuplikan jaringan material 
kultur in vitro (Lubis et al., 2017).

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

Tabel 2. Sebelas marka SSR kelapa sawit  yang digunakan dalam analisis dan motif ulangannya (Billotte et al., 2005) 
Table 2. Eleven oil palm SSR markers used in the analysis and their repeat motifs (Billotte et al., 2005)

Tabel 1. Cuplikan material yang dianalisis untuk tiap klon 
Table 1. Sample of material analyzed for each clone

Kode Klon

Tahap kultur jaringan

Eksplan Kalus Embrio Ramet Lapangan

Klon A A A

Klon B B B

Klon C C C

Klon D D D

Klon E E E

Keterangan: Huruf pada tiap tahap proses kultur jaringan menunjukkan material klon yang diambil sebagai 
cuplikan yang dianalisis
Remark: Letter at each stage of tissue culture process shows clone material sampled for analysis

No Lokus SSR (Motif)jumlah ulangan

1. mEgCIR2347 (GA)15

2. mEgCIR3775 (GA)18

3. mEgCIR3691 (GA)14

4. mEgCIR0783 (GA)15

5. mEgCIR2224 (GA)17

6. mEgCIR3213 (GA)13

7. mEgCIR3400 (GA)16

8. mEgCIR3311 (GA)15

9. mEgCIR3555 (GA)18

10. mEgCIR3546 (GA)15

11. mEgCIR0782 (GA)20

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 



dapat meminimalkan kejadian abnormalitas. Untuk 
meminimalkan kemungkinan terjadinya abnormalitas 
klon kelapa sawit, maka diperlukan sistem untuk 
mengawasi kestabilan genetik kultur pada tiap tahap 
proses kultur jaringan.
 Analisis DNA dapat digunakan dalam suatu 
sistem untuk mengetahui identitas dan kestabilan 
genetik material kultur jaringan (Teixeira da Silva, 
2007). Analisis tersebut dikenal sebagai sidik jari 
DNA (DNA fingerprinting). Dalam proses analisis, 
sidik jari DNA melibatkan penggunaan marka DNA 
(Kwon et al., 2012). Terdapat berbagai teknik 
marka DNA yang telah digunakan dalam analisis 
sidik jari DNA tanaman, seperti Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) (Khan et al., 2010), 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
(Sardaro et al., 2012), Simple Sequence Repeat 
(ISSR) (Tian et al., 2012), Simple Sequence Repeat 
(SSR) (Koelling et al., 2012) dan Single Nucleotide 
Polymorphism (SNP) (Fang et al., 2014). Pemilihan 
marka DNA yang digunakan ditentukan berdasarkan 
tujuan analisis, ketersediaan sumber daya yang 
dimiliki dan akurasi yang diinginkan (Wening et al., 
2013). Sebelum dilakukan sidik jari DNA, diperlukan 
protokol ekstraksi DNA yang menghasilkan DNA yang 
cukup baik dalam hal kuantitas dan kualitasnya 
(Wening dan Yenni, 2013)
 Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
ekstraksi DNA material kultur jaringan kelapa sawit 
serta untuk melakukan sidik jari DNA pada tiap 
tahapan proses di laboratorium material kultur 
jaringan, menggunakan teknik SSR dan AFLP. 
Hasil-hasil tersebut diharapkan akan memberikan 
data pada kajian penggunaan sidik jari DNA dalam 
sistem pengendalian  proses kultur jaringan di 
laboratorium.

BAHAN DAN METODE
A. Ekstraksi DNA Material Kultur Jaringan

 Ekstraksi DNA di lakukan menggunakan 
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). Prosedur 
ekstraksi DNA merujuk pada protokol produsen 
yang dimodifikasi dengan penirisan cairan yang 
terdapat pada cuplikan jaringan material kultur in 
vitro (Lubis et al., 2017). Pe rbedaan  kuan t i t as  
DNA yang d ipero leh dar i  cup l i kan yang 
diambil dari eksplan, kalus, embrio, pupus 

2017). Selain itu, teknik ini dapat dipergunakan untuk 
memperbanyak bahan tanaman komersial kelapa 
sawit unggul hasil seleksi (Corrêa et al., 2016). 
Penggunaan bahan tanaman tersebut memiliki potensi 
untuk menghasilkan produksi yang lebih tinggi 
dibandingkan dengan penggunaan bahan tanaman 
unggul hasil perbanyakan secara persilangan 
(Kushairi et al., 2010; Zulkifli et al., 2017).
 Proses kultur jaringan memanfaatkan sifat 
totipotensi sel organisme, karena sel somatik dapat 
dirangsang untuk tumbuh berdiferensiasi menjadi 
organ yang berbeda (Guan et al., 2016). Proses 
pertumbuhan dan berkembang  tersebut dilakukan 
pada media kultur jaringan yang berisi unsur-unsur 
hara dan zat pengatur tumbuh dengan jenis dan 
komposisi yang khusus untuk tiap tahapnya (Saad dan 
Elshahed, 2012).
 Proses kultur jaringan kelapa sawit memerlukan 
waktu hingga dua tahun atau lebih untuk 
menghasilkan planlet (tanaman baru hasil kultur 
jaringan) (Corley dan Tinker, 2016). Proses kultur 
jaringan juga memerlukan tenaga ahli yang terampil, 
serta laboratorium yang standar (Kushairi et al., 2010). 
Hal tersebut menyebabkan proses kultur jaringan 
kelapa sawit memerlukan biaya yang tidak sedikit. 
Material kultur yang berada di dalam laboratorium 
berasal dari pohon ortet yang berbeda. Selain itu, 
terdapat perbedaan kecepatan pertumbuhan kultur 
yang berbeda pada tiap kultur klon dan banyaknya 
teknisi yang terlibat dalam proses tersebut (Nas et al., 
2013). Hal tersebut menyebabkan rentannya proses 
kultur jaringan terhadap kejadian kultur yang 
tertukar/tercampur, sehingga diperlukan suatu sistem 
yang dapat memastikan ident i tas kultur di 
laboratorium, untuk meminimalkan kejadian 
tertukar/kesalahan identitas kultur.
 Proses kultur jaringan kelapa sawit juga 
mengalami kendala berupa abnormalitas tanaman 
hasil kultur jaringan kelapa sawit. Abnormalitas 
tersebut dapat berupa kemunculan buah mantel, buah 
banci, bunga ekor tupai, pelepah tegak, dan berbagai 
macam abnormallitas morfologi tanaman yang lain 
(Ernayunita et al., 2019; Setiowati et al., 2011). 
Abnormalitas dapat terjadi karena proses metilasi 
yang dipicu oleh proses pertumbuhan kultur yang 
memerlukan zat pengatur tumbuh (Jaligot et al., 2011), 
atau karena perubahan DNA. Pemberian jenis dan 
komposisi zat pengatur tumbuh yang tepat pada media 
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dan akar d ianal is is dengan menggunakan 
Rancangan Acak Lengkap (RAL). Bahan yang 
digunakan untuk ekstraksi DNA adalah 50 mg 
cuplikan tiap material yang diambil secara acak 
dari stok kultur yang ada, dengan 10 ulangan 
pada tiap jenis kultur, pada suatu waktu di 
Laboratorium Kultur Jaringan PPKS. Kuantitas 
DNA yang diperoleh pada tiap reaksi ekstraksi 
DNA, d i lakukan menggunakan Qubi t® 2.0 
F luoromete r  ( Inv i t rogen) .  Ana l i s i s  ragam 
kuantitas DNA tersebut dilakukan menggunakan 
bantuan perangkat lunak R (R core team, 2018). 
Duncan's Multiple Range Test (DMRT) dilakukan 

jika terdapat beda nyata antar perlakuan.

B. Sidik Jari DNA
 Ekst raks i  DNA d i lakukan pada 50 mg 
cuplikan jaringan dari tiap cuplikan klon yang 
diambil secara acak dari tiap tahap proses 
ku l tu r  j a r i ngan (Tabe l  1 ) ,  menggunakan 
DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen). Ekstraksi 
DNA tersebut merujuk pada protokol dar i 
produsen dengan modifikasi penirisan cairan 
yang terdapat pada cuplikan jaringan material 
kultur in vitro (Lubis et al., 2017).

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

Tabel 2. Sebelas marka SSR kelapa sawit  yang digunakan dalam analisis dan motif ulangannya (Billotte et al., 2005) 
Table 2. Eleven oil palm SSR markers used in the analysis and their repeat motifs (Billotte et al., 2005)

Tabel 1. Cuplikan material yang dianalisis untuk tiap klon 
Table 1. Sample of material analyzed for each clone

Kode Klon

Tahap kultur jaringan

Eksplan Kalus Embrio Ramet Lapangan

Klon A A A

Klon B B B

Klon C C C

Klon D D D

Klon E E E

Keterangan: Huruf pada tiap tahap proses kultur jaringan menunjukkan material klon yang diambil sebagai 
cuplikan yang dianalisis
Remark: Letter at each stage of tissue culture process shows clone material sampled for analysis

No Lokus SSR (Motif)jumlah ulangan

1. mEgCIR2347 (GA)15

2. mEgCIR3775 (GA)18

3. mEgCIR3691 (GA)14

4. mEgCIR0783 (GA)15

5. mEgCIR2224 (GA)17

6. mEgCIR3213 (GA)13

7. mEgCIR3400 (GA)16

8. mEgCIR3311 (GA)15

9. mEgCIR3555 (GA)18

10. mEgCIR3546 (GA)15

11. mEgCIR0782 (GA)20

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 



62 63

 Analisis ini tidak menghasilkan data yang cukup untuk 
menyatakan bahwa SSR dapat digunakan untuk 
menyakinkan identitas antar material pada tahap yang 
lebih panjang, misalnya tahap eksplan ke embrio, atau 
tahap eksplan ke ramet. Penelitian lebih lanjut diperlukan 
untuk menganalisis profil SSR pada material yang sama, 
dimulai dari pohon ortet di lapangan, ke tiap tahap proses 

kultur jaringan (eksplan, kalus, embrio, planlet), hingga 
tahap ramet dan klon yang ditanam di lapangan, 
sehingga, dapat diketahui penggunaan SSR untuk 
meyakini identitas ramet yang akan ditanam di lapangan 
berdasarkan profil DNA pohon ortetnya, seperti 
penelitian yang dilakukan oleh Singh et al. (2007) dan 
Cahyaningsih et al. (2016).

Gambar 1. Kuantitas DNA hasil ekstraksi dari berbagai jenis material kultur Huruf yang berbeda pada histogram 
menggambarkan perbedaan nyata (α= 0,05) berdasarkan uji Duncan (DMRT)
Figure 1. DNA quantity of DNA extraction from various type of culture material Different letter at histogram 
represents significant difference (α=�0.05) based on Duncan test (DMRT)

Keterangan: Huruf pada tiap tahap proses kultur jaringan menunjukkan material klon yang diambil sebagai 
cuplikan yang dianalisis. Tanda mengikuti huruf mewakili profil SSR. Tanda yang sama menunjukkan profil SSR 
yang sama pada lokus yang dianalisis
Remark: Letter at each stage of tissue culture process shows clone material sampled for analysis. Marks following 
the letters represent the SSR profil. The same marks show the same SSR profiles at loci analyzed

Kode Klon

Tahap kultur jaringan

Eksplan Kalus Embrio Ramet Lapangan

Klon A A* A*

Klon B B! B!

Klon C C# C#

Klon D D^ D^

Klon E E& E&

Tabel 3. Hasil sidik jari DNA menggunakan SSR pada cuplikan material yang dianalisis untuk tiap klon
Table 3. Results of DNA fingerprinting using SSR for samples of material analyzed of each clone

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® version 2.4.0 (SoftGenetics LLC®; 
State College PA, USA) (Hulce et al., 2011). 
 AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan 
protokol oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh 
Ningrum et al. (2014) menggunakan enam kombinasi 
primer selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-
AGA/MseI-CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-
AGA/MseI-CAC, EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-
ACA/MseI-CAG). Pemilihan enzim restriksi dan 
nukleotida tersebut merujuk pada analisis AFLP yang 
telah dilakukan sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte 
et al., 2005). Fragmen DNA hasil amplifikasi dianalisis 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel AFLP dibaca menggunakan bantuan 
perangkat lunak GeneMarker® version 2.4.0 
(SoftGenetics LLC® ; State College PA, USA) (Hulce 
et al., 2011).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada penelitian 
ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, kalus, 
embrio, ramet dan tanaman yang telah ditanam di 
lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan kualitas 

yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang dilakukan 
menghasilkan kuantitas DNA yang berbeda-beda, 
tergantung pada jenis kultur yang digunakan sebagai 
material ekstraksi. Ekstraksi yang dilakukan 
terhadap pupus menghasilkan konsentrasi DNA 
terbanyak (38,43 ng/µL), sedangkan ekstraksi yang 
dilakukan terhadap kalus menghasilkan konsentrasi 
DNA terkecil (3,83 ng/µL). Tidak terdapat perbedaan 
konsentrasi DNA yang nyata pada ekstraksi DNA 
dari kalus, embrio dan eksplan, serta tidak terdapat 
perbedaan yang nyata pada ekstraksi DNA dari 
eksplan, pupus dan akar planlet. Sementara itu, 
terdapat perbedaan yang nyata antara konsentrasi 
DNA yang diekstraksi dari kalus dan embrio, 
dibandingkan dengan konsentrasi DNA yang 
diekstraksi dari pupus dan akar planlet (Gambar 1).
 Hasil ekstraksi DNA dari material kalus  lebih sedikit 
jika dibandingkan dengan hasil yang dilaporkan oleh 
Pamidimarri et al. (2009), yang memperoleh 88,3 ± 3,4 
µg/g jaringan. Penelitian tersebut menggunakan 0,1 g 
jaringan kalus untuk diekstraksi DNAnya, sementara 
pada penelitian ini menggunakan 0,05 g kalus. Selain itu, 
Pamidimarri et al. (2009) menggunakan protokol CTAB 
yang dimodifikasi. sementara protokol yang digunakan 
pada penelitian ini menggunakan metode kolom 
sentrifugasi. 
 Selain kuantitas yang diperoleh, kualitas DNA 
merupakan parameter yang mutlak diperlukan agar DNA 
yang diperoleh dapat dipergunakan dalam analisis DNA 
lanjutan. Pada penelitian ini, kualitas DNA diukur dari 
keberhasilan DNA untuk direaksikan dalam PCR dan 
dalam proses pemotongan DNA menggunakan enzim 
restriksi. Marka DNA yang digunakan dalam sidik jari 
DNA pada penelitian ini adalah SSR dan AFLP, yang 
menggunakan proses PCR dan pemotongan enzim 
restriksi, sehingga, DNA yang diperoleh tersebut 
otomatis berkualitas baik, jika dapat digunakan dalam 
PCR-SSR dan PCR-AFLP.

Sidik Jari DNA menggunakan SSR

 Marka SSR yang digunakan pada penelitian adalah 
marka SSR yang telah dipetakan pada kromosom 
kelapa sawit, dengan posisi tidak saling terpaut (Billotte 
et al., 2005, Wening dan Yenni, 2013). Analisis sidik jari 
DNA menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan profil 
SSR antar material dengan identitas klon yang sama pada 
tahap kultur jaringan  (Tabel 3, Gambar 2, Gambar 3).

Sri Wening, Dian Rahma Pratiwi, Erwin Nazri, Ernayunita, dan Hernawan Yuli Rahmadi

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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 Analisis ini tidak menghasilkan data yang cukup untuk 
menyatakan bahwa SSR dapat digunakan untuk 
menyakinkan identitas antar material pada tahap yang 
lebih panjang, misalnya tahap eksplan ke embrio, atau 
tahap eksplan ke ramet. Penelitian lebih lanjut diperlukan 
untuk menganalisis profil SSR pada material yang sama, 
dimulai dari pohon ortet di lapangan, ke tiap tahap proses 

kultur jaringan (eksplan, kalus, embrio, planlet), hingga 
tahap ramet dan klon yang ditanam di lapangan, 
sehingga, dapat diketahui penggunaan SSR untuk 
meyakini identitas ramet yang akan ditanam di lapangan 
berdasarkan profil DNA pohon ortetnya, seperti 
penelitian yang dilakukan oleh Singh et al. (2007) dan 
Cahyaningsih et al. (2016).

Gambar 1. Kuantitas DNA hasil ekstraksi dari berbagai jenis material kultur Huruf yang berbeda pada histogram 
menggambarkan perbedaan nyata (α= 0,05) berdasarkan uji Duncan (DMRT)
Figure 1. DNA quantity of DNA extraction from various type of culture material Different letter at histogram 
represents significant difference (α=�0.05) based on Duncan test (DMRT)

Keterangan: Huruf pada tiap tahap proses kultur jaringan menunjukkan material klon yang diambil sebagai 
cuplikan yang dianalisis. Tanda mengikuti huruf mewakili profil SSR. Tanda yang sama menunjukkan profil SSR 
yang sama pada lokus yang dianalisis
Remark: Letter at each stage of tissue culture process shows clone material sampled for analysis. Marks following 
the letters represent the SSR profil. The same marks show the same SSR profiles at loci analyzed

Kode Klon

Tahap kultur jaringan

Eksplan Kalus Embrio Ramet Lapangan

Klon A A* A*

Klon B B! B!

Klon C C# C#

Klon D D^ D^

Klon E E& E&

Tabel 3. Hasil sidik jari DNA menggunakan SSR pada cuplikan material yang dianalisis untuk tiap klon
Table 3. Results of DNA fingerprinting using SSR for samples of material analyzed of each clone

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® version 2.4.0 (SoftGenetics LLC®; 
State College PA, USA) (Hulce et al., 2011). 
 AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan 
protokol oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh 
Ningrum et al. (2014) menggunakan enam kombinasi 
primer selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-
AGA/MseI-CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-
AGA/MseI-CAC, EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-
ACA/MseI-CAG). Pemilihan enzim restriksi dan 
nukleotida tersebut merujuk pada analisis AFLP yang 
telah dilakukan sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte 
et al., 2005). Fragmen DNA hasil amplifikasi dianalisis 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel AFLP dibaca menggunakan bantuan 
perangkat lunak GeneMarker® version 2.4.0 
(SoftGenetics LLC® ; State College PA, USA) (Hulce 
et al., 2011).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada penelitian 
ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, kalus, 
embrio, ramet dan tanaman yang telah ditanam di 
lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan kualitas 

yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang dilakukan 
menghasilkan kuantitas DNA yang berbeda-beda, 
tergantung pada jenis kultur yang digunakan sebagai 
material ekstraksi. Ekstraksi yang dilakukan 
terhadap pupus menghasilkan konsentrasi DNA 
terbanyak (38,43 ng/µL), sedangkan ekstraksi yang 
dilakukan terhadap kalus menghasilkan konsentrasi 
DNA terkecil (3,83 ng/µL). Tidak terdapat perbedaan 
konsentrasi DNA yang nyata pada ekstraksi DNA 
dari kalus, embrio dan eksplan, serta tidak terdapat 
perbedaan yang nyata pada ekstraksi DNA dari 
eksplan, pupus dan akar planlet. Sementara itu, 
terdapat perbedaan yang nyata antara konsentrasi 
DNA yang diekstraksi dari kalus dan embrio, 
dibandingkan dengan konsentrasi DNA yang 
diekstraksi dari pupus dan akar planlet (Gambar 1).
 Hasil ekstraksi DNA dari material kalus  lebih sedikit 
jika dibandingkan dengan hasil yang dilaporkan oleh 
Pamidimarri et al. (2009), yang memperoleh 88,3 ± 3,4 
µg/g jaringan. Penelitian tersebut menggunakan 0,1 g 
jaringan kalus untuk diekstraksi DNAnya, sementara 
pada penelitian ini menggunakan 0,05 g kalus. Selain itu, 
Pamidimarri et al. (2009) menggunakan protokol CTAB 
yang dimodifikasi. sementara protokol yang digunakan 
pada penelitian ini menggunakan metode kolom 
sentrifugasi. 
 Selain kuantitas yang diperoleh, kualitas DNA 
merupakan parameter yang mutlak diperlukan agar DNA 
yang diperoleh dapat dipergunakan dalam analisis DNA 
lanjutan. Pada penelitian ini, kualitas DNA diukur dari 
keberhasilan DNA untuk direaksikan dalam PCR dan 
dalam proses pemotongan DNA menggunakan enzim 
restriksi. Marka DNA yang digunakan dalam sidik jari 
DNA pada penelitian ini adalah SSR dan AFLP, yang 
menggunakan proses PCR dan pemotongan enzim 
restriksi, sehingga, DNA yang diperoleh tersebut 
otomatis berkualitas baik, jika dapat digunakan dalam 
PCR-SSR dan PCR-AFLP.

Sidik Jari DNA menggunakan SSR

 Marka SSR yang digunakan pada penelitian adalah 
marka SSR yang telah dipetakan pada kromosom 
kelapa sawit, dengan posisi tidak saling terpaut (Billotte 
et al., 2005, Wening dan Yenni, 2013). Analisis sidik jari 
DNA menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan profil 
SSR antar material dengan identitas klon yang sama pada 
tahap kultur jaringan  (Tabel 3, Gambar 2, Gambar 3).
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 



64 65

Sri Wening, Dian Rahma Pratiwi, Erwin Nazri, Ernayunita, dan Hernawan Yuli Rahmadi

Gambar 2. Contoh profil SSR pada eksplan (E) dan kalus (K) klon MK A
Figure 2. Example of SSR profiles of explant E) and callus (K) of clone MK A

Gambar 3. Contoh profil SSR pada embrio (Em) dan ramet (R) klon MK C
Figure 3. Example of SSR profiles of embryo (Em) and ramet (R) of clone MK C

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

Tabel 5 dan Gambar 4 menunjukkan adanya 
perbedaan sidik jari DNA menggunakan AFLP, karena 
terdapat profil AFLP yang berbeda pada material tahap 
kalus dan eksplan, serta embrio dan ramet. Sementara 
itu, tidak terdapat perbedaan profil AFLP pada material 
lain yang diambil pada tahap embrio dan ramet, kalus 

dan embrio, serta ramet dan lapangan (Gambar 5). 
Perbedaan profil DNA pada material yang sama pada 
tahap kultur yang berbeda tersebut menunjukkan 
adanya perubahan genetik material kultur yang 
mungkin disebabkan oleh pengaruh proses kultur 
jaringan.

Sidik Jari DNA menggunakan AFLP

 Keenam primer AFLP mampu menghasilkan 14,2 
lokus per klon, dengan jumlah lokus terbanyak 
dihasilkan oleh kombinasi primer selektif EcoRI-
AGA/MseI- CAA (17,8 lokus per klon) dan paling 

rendah oleh kombinasi primer selektif EcoRI-
AGG/MseI-CAC (10 lokus per klon) (Tabel 4). Jumlah 
lokus teramati tersebut lebih sedikit jika dibandingkan 
dengan hasil pengamatan oleh Acosta-Quezada et al. 
(2012) yang memperoleh  17,9 lokus pada tomat, yang 
menggunakan 11 kombinasi primer selektif.

No. Primer Rerata jumlah lokus

1 15,2

2 10

3 11,6

4 17,8

5 15,8

6

EcoRI-AGG/MseI-CAA

EcoRI-AGA/MseI-CAA

EcoRI-AGG/MseI-CAC

EcoRI-AGA/MseI-CAC

EcoRI-AGG/MseI-CAG

EcoRI-ACA/MseI-CAG 14,8

Tabel 4. Jumlah lokus yang terbentuk oleh kombinasi primer selektif AFLP yang digunakan dalam analisis.
Table 4.  Number of loci generated by AFLP selective primer combinations used in the analysis

Tabel 5. Profil AFLP pada cuplikan material kultur yang dianalisis pada tahap kultur jaringan tertentu
Table 5. AFLP profiles of culture material analyzed at certain culture stages

Keterangan: + : profil AFLP pada kedua tahap yang dianalisis sama       
                 -  : profil AFLP pada kedua tahap yang dianalisis berbeda
                 b : blank (gagal reaksi PCR)
Remarks:     + : AFLP profiles at the two stages were the same   
                     - : AFLP profiles at the two stages were different   
                 b : blank (failed PCR)

Cuplikan diambil pada tahap kultur jaringan: Kombinasi primer selektif AFLP

EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI-
AGG/ AGA/ AGG/ AGA/ AGG/ ACA/
MseI- MseI- MseI- MseI- MseI- MseI-
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 



64 65

Sri Wening, Dian Rahma Pratiwi, Erwin Nazri, Ernayunita, dan Hernawan Yuli Rahmadi

Gambar 2. Contoh profil SSR pada eksplan (E) dan kalus (K) klon MK A
Figure 2. Example of SSR profiles of explant E) and callus (K) of clone MK A

Gambar 3. Contoh profil SSR pada embrio (Em) dan ramet (R) klon MK C
Figure 3. Example of SSR profiles of embryo (Em) and ramet (R) of clone MK C

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

Tabel 5 dan Gambar 4 menunjukkan adanya 
perbedaan sidik jari DNA menggunakan AFLP, karena 
terdapat profil AFLP yang berbeda pada material tahap 
kalus dan eksplan, serta embrio dan ramet. Sementara 
itu, tidak terdapat perbedaan profil AFLP pada material 
lain yang diambil pada tahap embrio dan ramet, kalus 

dan embrio, serta ramet dan lapangan (Gambar 5). 
Perbedaan profil DNA pada material yang sama pada 
tahap kultur yang berbeda tersebut menunjukkan 
adanya perubahan genetik material kultur yang 
mungkin disebabkan oleh pengaruh proses kultur 
jaringan.

Sidik Jari DNA menggunakan AFLP

 Keenam primer AFLP mampu menghasilkan 14,2 
lokus per klon, dengan jumlah lokus terbanyak 
dihasilkan oleh kombinasi primer selektif EcoRI-
AGA/MseI- CAA (17,8 lokus per klon) dan paling 

rendah oleh kombinasi primer selektif EcoRI-
AGG/MseI-CAC (10 lokus per klon) (Tabel 4). Jumlah 
lokus teramati tersebut lebih sedikit jika dibandingkan 
dengan hasil pengamatan oleh Acosta-Quezada et al. 
(2012) yang memperoleh  17,9 lokus pada tomat, yang 
menggunakan 11 kombinasi primer selektif.

No. Primer Rerata jumlah lokus

1 15,2

2 10

3 11,6

4 17,8

5 15,8

6

EcoRI-AGG/MseI-CAA

EcoRI-AGA/MseI-CAA

EcoRI-AGG/MseI-CAC

EcoRI-AGA/MseI-CAC

EcoRI-AGG/MseI-CAG

EcoRI-ACA/MseI-CAG 14,8

Tabel 4. Jumlah lokus yang terbentuk oleh kombinasi primer selektif AFLP yang digunakan dalam analisis.
Table 4.  Number of loci generated by AFLP selective primer combinations used in the analysis

Tabel 5. Profil AFLP pada cuplikan material kultur yang dianalisis pada tahap kultur jaringan tertentu
Table 5. AFLP profiles of culture material analyzed at certain culture stages

Keterangan: + : profil AFLP pada kedua tahap yang dianalisis sama       
                 -  : profil AFLP pada kedua tahap yang dianalisis berbeda
                 b : blank (gagal reaksi PCR)
Remarks:     + : AFLP profiles at the two stages were the same   
                     - : AFLP profiles at the two stages were different   
                 b : blank (failed PCR)

Cuplikan diambil pada tahap kultur jaringan: Kombinasi primer selektif AFLP

EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI- EcoRI-
AGG/ AGA/ AGG/ AGA/ AGG/ ACA/
MseI- MseI- MseI- MseI- MseI- MseI-
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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Analisis sidik jari DNA

 Perubahan morfologi dan sitogenetik sering 
ditemukan pada material kultur in vitro. Tetapi 
seringkali perubahan pada kultur in vitro tersebut sulit 
dikenali secara langsung. Oleh karena itu, diperlukan 
analisis sidik jari DNA material kultur jaringan 
menggunakan marka molekuler. Selain untuk 
mengetahui stabilitas genetik material, sidik jari DNA 
tersebut bermanfaat untuk meyakini identitas material 
(Kaçar dan Teixeira da Silva, 2006, Teixeira da Silva, 
2007).
 Hasil penelitian menunjukkan bahwa DNA yang 
diperoleh dari protokol ekstraksi yang digunakan 
memiliki kuantitas dan kualitas yang cukup untuk 
proses PCR-SSR dan PCR-AFLP. Hal ini ditunjukkan 

oleh berhasilnya proses pemotongan DNA cuplikan 
dengan enzim restriksi pada AFLP, dan berhasilnya 
amplifikasi pada SSR dan AFLP.
 Penelitian ini merupakan pengembangan dari 
kajian Wening et al. (2017) yang hanya menggunakan 
SSR sebagai teknik marka DNA dan material kultur 
jaringan yang hanya berasal dari tahap eksplan dan 
kalus. SSR dan AFLP merupakan marka DNA yang 
bersifat dapat diandalkan, sehingga sesuai untuk 
kajian sidik jari DNA material kultur jaringan. Kedua 
marka tersebut telah digunakan sebagai teknik marka 
DNA dalam identifikasi genotipe dan analisis 
keragaman genetika (Sardaro et al., 2012; Perera et 
al., 2012). Selain itu, primer SSR kelapa sawit yang 
telah dipublikasi (Billotte et al., 2005), protokol PCR-
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Gambar 4. Contoh Profil AFLP yang tidak sama  (ditunjukkan oleh tanda panah merah) yang dihasilkan kombinasi 
primer selektif EcoRI-AGG/ MseI-CAC pada Klon A, pada tahap eksplan (E) dan kalus (C)
Figure 4.  An example of different AFLP profiles (shown by red arrows) generated by selective primer combination of 
EcoRI-AGG/ MseI-CAC at Clone A, at explant (E) and calus (C) stages

Gambar 5. Contoh Profil AFLP yang sama pada klon C yang dihasilkan kombinasi primer selektif EcoRI-
AGG/MseI-CAC, pada tahap embrio (Em) dan ramet (A)
Figure 5.  An example of the same AFLP profiles of Clone C generated by selective primer combination of EcoRI-
AGG/ MseI-CAC at embryo (Em) and acclimatization (A) stages

SSR yang telah digunakan secara terus menerus 
(Wening dan Yenni, 2013), serta informasi primer dan 
protokol AFLP yang telah dipublikasi (Vos et al., 1995; 
Ningrum et al. 2014) merupakan nilai tambah, karena 
tidak perlu dilakukan tahap pengembangan terlebih 
dahulu. Pada sisi lain, kedua marka tersebut saling 
melengkapi, karena marka SSR bersifat kodominan, 
sedangkan AFLP bersifat dominan. Ditinjau dari 
jumlah lokus yang dihasilkan per pasangan primer, 
SSR menghasilkan pengamatan pada satu lokus, 
sedangkan AFLP menghasilkan pengamatan pada 
banyak lokus. Di sisi lain, protokol AFLP memiliki 
tahapan protokol yang lebih panjang jika dibandingkan 
dengan SSR.
 Marka DNA yang menghasilkan profil yang sama 
pada material dengan identitas yang sama, berpotensi 
menjadi marka yang dapat digunakan untuk meyakini 
identitas material kultur jaringan, untuk menghindari 
kesalahan pelabelan atau tertukarnya material pada 
proses kultur jaringan (Lim dan Rao, 2005). Marka 
DNA yang menghasilkan profil yang berbeda pada 
material dengan identitas yang sama, berpotensi 
menjadi marka yang dapat digunakan untuk mengenali 
kestabilan genetik material selama proses kultur 
jaringan.
 Marka SSR yang digunakan menghasilkan profil 
DNA yang sama antar material dengan identitas klon 
yang sama pada tahap kultur jaringan yang diambil 
sebagai cuplikan. Hal ini menunjukkan bahwa marka 
SSR tersebut berpotensi menjadi marka yang dapat 
digunakan untuk meyakini identitas material kultur 
jaringan karena menghasilkan profil yang sama pada 
material dengan identitas yang sama, karena jika 
material tersebut merupakan material yang berbeda, 
maka profil DNAnya akan sangat jauh berbeda (Singh 
et al., 2007). Disini dilaporkan juga bahwa ramet 
kelapa sawit yang dianalisis dengan menggunakan 12 
lokus SSR memiliki profil yang sama dengan ortetnya.
AFLP berpotensi menjadi marka yang dapat 
digunakan untuk mengenali kestabilan genetik 
material selama proses kultur jaringan karena mampu 
mengenali profil DNA yang berbeda pada material 
dengan identitas yang sama. Di sisi lain,  perbedaan 
DNA tersebut tidak terdeteksi oleh marka SSR yang 
digunakan pada penelitian ini. Hal ini sejalan dengan 
pernyataan Lim dan Rao (2005) dan hasil kajian Tiwari 
et. al. (2013) yang menyatakan bahwa AFLP 
merupakan metode yang lebih baik dibandingkan 

dengan SSR, untuk mengenali kestabilan genetik 
kultur in vitro kentang. 
 Adanya perubahan profil DNA yang dapat dikenali 
oleh AFLP tersebut membuktikan bahwa proses kultur 
jaringan dapat menyebabkan perubahan genetik atau 
epigenetik yang berpotensi menimbulkan adanya 
perubahan fenotipe (Vazquez dan Linacero, 2010). 
Secara teori, seharusnya SSR merupakan marka yang 
peka terhadap perubahan genetik yang disebabkan 
oleh proses metilasi, karena SSR merupakan marka 
DNA pada daerah genom yang motif DNAnya 
berulang, dan proses metilasi banyak terjadi pada 
daerah tersebut. Perubahan genetik dapat disebabkan 
oleh peristiwa metilasi DNA, karena metilasi akan 
menghambat proses sintesis DNA (Erlich dan Wang, 
1981). Ketidakmampuan SSR dalam mengenali 
perubahan genetik, jika dibandingkan dengan AFLP, 
kemungk inan d isebabkan o leh perbedaan 
kemampuan kedua marka te rsebut  da lam 
menghasilkan jumlah lokus yang diamati.
 Untuk menggunakan SSR dalam protokol sidik jari 
DNA guna mengenali perubahan genetik, diperlukan 
penelitian lebih lanjut menggunakan jumlah marka 
SSR dan cuplikan material yang lebih banyak. 
Cahyaningsih et. al. (2016) menyatakan dalam sidik 
jar i  DNA ramet terhadap ortetnya dengan 
menggunakan jumlah marka SSR yang lebih banyak 
(20 marka), terdapat 5 - 55% ramet yang berbeda profil 
DNA-nya dengan pohon ortetnya masing-masing. 
Perbedaan tersebut dapat disebabkan oleh adanya 
perubahan genetik selama proses kultur jaringan, atau 
adanya kesalahan pelabelan material.

KESIMPULAN DAN SARAN
 Hasil menunjukkan bahwa protokol ekstraksi DNA 
yang dilakukan dapat digunakan untuk memperoleh 
DNA dengan kuantitas dan kualitas yang cukup untuk 
PCR-SSR dan PCR-AFLP. Profil SSR yang sama 
ditunjukkan pada semua cuplikan material yang 
dianalisis pada tiap tahap proses kultur jaringan, 
sehingga SSR dapat digunakan untuk keperluan 
meyakini identitas material. Terdapat perbedaan hasil 
sidik jari DNA menggunakan AFLP, karena terdapat 
profil AFLP yang berbeda pada material yang sama 
pada tahap kalus dan eksplan, serta embrio dan ramet.
 Kajian lanjutan sidik jari DNA material kultur 
jaringan perlu dilakukan untuk semua tahap kultur 

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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Analisis sidik jari DNA

 Perubahan morfologi dan sitogenetik sering 
ditemukan pada material kultur in vitro. Tetapi 
seringkali perubahan pada kultur in vitro tersebut sulit 
dikenali secara langsung. Oleh karena itu, diperlukan 
analisis sidik jari DNA material kultur jaringan 
menggunakan marka molekuler. Selain untuk 
mengetahui stabilitas genetik material, sidik jari DNA 
tersebut bermanfaat untuk meyakini identitas material 
(Kaçar dan Teixeira da Silva, 2006, Teixeira da Silva, 
2007).
 Hasil penelitian menunjukkan bahwa DNA yang 
diperoleh dari protokol ekstraksi yang digunakan 
memiliki kuantitas dan kualitas yang cukup untuk 
proses PCR-SSR dan PCR-AFLP. Hal ini ditunjukkan 

oleh berhasilnya proses pemotongan DNA cuplikan 
dengan enzim restriksi pada AFLP, dan berhasilnya 
amplifikasi pada SSR dan AFLP.
 Penelitian ini merupakan pengembangan dari 
kajian Wening et al. (2017) yang hanya menggunakan 
SSR sebagai teknik marka DNA dan material kultur 
jaringan yang hanya berasal dari tahap eksplan dan 
kalus. SSR dan AFLP merupakan marka DNA yang 
bersifat dapat diandalkan, sehingga sesuai untuk 
kajian sidik jari DNA material kultur jaringan. Kedua 
marka tersebut telah digunakan sebagai teknik marka 
DNA dalam identifikasi genotipe dan analisis 
keragaman genetika (Sardaro et al., 2012; Perera et 
al., 2012). Selain itu, primer SSR kelapa sawit yang 
telah dipublikasi (Billotte et al., 2005), protokol PCR-
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Gambar 4. Contoh Profil AFLP yang tidak sama  (ditunjukkan oleh tanda panah merah) yang dihasilkan kombinasi 
primer selektif EcoRI-AGG/ MseI-CAC pada Klon A, pada tahap eksplan (E) dan kalus (C)
Figure 4.  An example of different AFLP profiles (shown by red arrows) generated by selective primer combination of 
EcoRI-AGG/ MseI-CAC at Clone A, at explant (E) and calus (C) stages

Gambar 5. Contoh Profil AFLP yang sama pada klon C yang dihasilkan kombinasi primer selektif EcoRI-
AGG/MseI-CAC, pada tahap embrio (Em) dan ramet (A)
Figure 5.  An example of the same AFLP profiles of Clone C generated by selective primer combination of EcoRI-
AGG/ MseI-CAC at embryo (Em) and acclimatization (A) stages

SSR yang telah digunakan secara terus menerus 
(Wening dan Yenni, 2013), serta informasi primer dan 
protokol AFLP yang telah dipublikasi (Vos et al., 1995; 
Ningrum et al. 2014) merupakan nilai tambah, karena 
tidak perlu dilakukan tahap pengembangan terlebih 
dahulu. Pada sisi lain, kedua marka tersebut saling 
melengkapi, karena marka SSR bersifat kodominan, 
sedangkan AFLP bersifat dominan. Ditinjau dari 
jumlah lokus yang dihasilkan per pasangan primer, 
SSR menghasilkan pengamatan pada satu lokus, 
sedangkan AFLP menghasilkan pengamatan pada 
banyak lokus. Di sisi lain, protokol AFLP memiliki 
tahapan protokol yang lebih panjang jika dibandingkan 
dengan SSR.
 Marka DNA yang menghasilkan profil yang sama 
pada material dengan identitas yang sama, berpotensi 
menjadi marka yang dapat digunakan untuk meyakini 
identitas material kultur jaringan, untuk menghindari 
kesalahan pelabelan atau tertukarnya material pada 
proses kultur jaringan (Lim dan Rao, 2005). Marka 
DNA yang menghasilkan profil yang berbeda pada 
material dengan identitas yang sama, berpotensi 
menjadi marka yang dapat digunakan untuk mengenali 
kestabilan genetik material selama proses kultur 
jaringan.
 Marka SSR yang digunakan menghasilkan profil 
DNA yang sama antar material dengan identitas klon 
yang sama pada tahap kultur jaringan yang diambil 
sebagai cuplikan. Hal ini menunjukkan bahwa marka 
SSR tersebut berpotensi menjadi marka yang dapat 
digunakan untuk meyakini identitas material kultur 
jaringan karena menghasilkan profil yang sama pada 
material dengan identitas yang sama, karena jika 
material tersebut merupakan material yang berbeda, 
maka profil DNAnya akan sangat jauh berbeda (Singh 
et al., 2007). Disini dilaporkan juga bahwa ramet 
kelapa sawit yang dianalisis dengan menggunakan 12 
lokus SSR memiliki profil yang sama dengan ortetnya.
AFLP berpotensi menjadi marka yang dapat 
digunakan untuk mengenali kestabilan genetik 
material selama proses kultur jaringan karena mampu 
mengenali profil DNA yang berbeda pada material 
dengan identitas yang sama. Di sisi lain,  perbedaan 
DNA tersebut tidak terdeteksi oleh marka SSR yang 
digunakan pada penelitian ini. Hal ini sejalan dengan 
pernyataan Lim dan Rao (2005) dan hasil kajian Tiwari 
et. al. (2013) yang menyatakan bahwa AFLP 
merupakan metode yang lebih baik dibandingkan 

dengan SSR, untuk mengenali kestabilan genetik 
kultur in vitro kentang. 
 Adanya perubahan profil DNA yang dapat dikenali 
oleh AFLP tersebut membuktikan bahwa proses kultur 
jaringan dapat menyebabkan perubahan genetik atau 
epigenetik yang berpotensi menimbulkan adanya 
perubahan fenotipe (Vazquez dan Linacero, 2010). 
Secara teori, seharusnya SSR merupakan marka yang 
peka terhadap perubahan genetik yang disebabkan 
oleh proses metilasi, karena SSR merupakan marka 
DNA pada daerah genom yang motif DNAnya 
berulang, dan proses metilasi banyak terjadi pada 
daerah tersebut. Perubahan genetik dapat disebabkan 
oleh peristiwa metilasi DNA, karena metilasi akan 
menghambat proses sintesis DNA (Erlich dan Wang, 
1981). Ketidakmampuan SSR dalam mengenali 
perubahan genetik, jika dibandingkan dengan AFLP, 
kemungk inan d isebabkan o leh perbedaan 
kemampuan kedua marka te rsebut  da lam 
menghasilkan jumlah lokus yang diamati.
 Untuk menggunakan SSR dalam protokol sidik jari 
DNA guna mengenali perubahan genetik, diperlukan 
penelitian lebih lanjut menggunakan jumlah marka 
SSR dan cuplikan material yang lebih banyak. 
Cahyaningsih et. al. (2016) menyatakan dalam sidik 
jar i  DNA ramet terhadap ortetnya dengan 
menggunakan jumlah marka SSR yang lebih banyak 
(20 marka), terdapat 5 - 55% ramet yang berbeda profil 
DNA-nya dengan pohon ortetnya masing-masing. 
Perbedaan tersebut dapat disebabkan oleh adanya 
perubahan genetik selama proses kultur jaringan, atau 
adanya kesalahan pelabelan material.

KESIMPULAN DAN SARAN
 Hasil menunjukkan bahwa protokol ekstraksi DNA 
yang dilakukan dapat digunakan untuk memperoleh 
DNA dengan kuantitas dan kualitas yang cukup untuk 
PCR-SSR dan PCR-AFLP. Profil SSR yang sama 
ditunjukkan pada semua cuplikan material yang 
dianalisis pada tiap tahap proses kultur jaringan, 
sehingga SSR dapat digunakan untuk keperluan 
meyakini identitas material. Terdapat perbedaan hasil 
sidik jari DNA menggunakan AFLP, karena terdapat 
profil AFLP yang berbeda pada material yang sama 
pada tahap kalus dan eksplan, serta embrio dan ramet.
 Kajian lanjutan sidik jari DNA material kultur 
jaringan perlu dilakukan untuk semua tahap kultur 

Sidik jari DNA material kultur jaringan menggunakan SSR dan AFLP

DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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jaringan, dimulai dari pohon ortet hingga hasil tanaman 
baru yang ditanam di lapangan. Hal ini untuk 
mengetahui marka DNA yang berpotensi digunakan 
untuk membuktikan identitas klon secara menyeluruh 
di semua tahap proses kultur jaringan. Lebih lanjut, 
marka DNA yang dapat mengenali perubahan genetik 
dapat digunakan dalam kajian penyebab abnormalitas 
klon kelapa sawit. 
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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jaringan, dimulai dari pohon ortet hingga hasil tanaman 
baru yang ditanam di lapangan. Hal ini untuk 
mengetahui marka DNA yang berpotensi digunakan 
untuk membuktikan identitas klon secara menyeluruh 
di semua tahap proses kultur jaringan. Lebih lanjut, 
marka DNA yang dapat mengenali perubahan genetik 
dapat digunakan dalam kajian penyebab abnormalitas 
klon kelapa sawit. 
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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KESUBURAN TANAH, PERTUMBUHAN DAN PRODUKTIVITAS TANAMAN 
KELAPA SAWIT (Elaeis guineensis) PADA TIGA KEDALAMAN MINERAL 
PIRIT

SOIL FERTILITY, OIL PALM GROWTH AND PRODUCTIVITY ON THREE 
PYRITIC DEPTHS

acidity (pH) and high content of Al and Fe are limiting 
factors for oil palm development in this area. Oil palm 
yield in this area was very limited and could not reach 
the standard of oil palm productivity in mineral soils. 
The objectives of this study were mapping the pyritic 
depth distribution, and observing the soil fertility on 
three pyritic depth (40 – 60 cm, 60 - 90 cm, and >90 cm). 
The results of this study showed that Paya Rambe 
plantation had varied pyritic depths, between 40-110 
cm. The shallow pyritic depth was found along the river 
to the sea estuary.  Shallow pyritic depth soil has lower 
soil fertility than the deeper one. Soil with shallow pyritic 
layer has high acidity, Fe, S, and Al contents, also 
contain low macro nutrients (N, P, K, and Mg) 
availability.  Furthermore, shallow pyritic depth reduced 
the oil palm growth, nutrients uptake and oil palm 
productivity.

Keywords: acid sulfidic land, pyrite, oil palm

PENDAHULUAN
 Kelapa sawit merupakan komoditas utama 
perkebunan di Indonesia, menjadi sumber devisa 
terbesar Indonesia, dimana pada tahun 2018 ekspor 
minyak kelapa sawit dan turunannya mencapai 
29,67 juta ton atau sekitar USD 18,23 M (Badan 
Pusat Statistik, 2019).  Besarnya nilai ekspor kelapa 
sawit tersebut belum dapat menggambarkan kondisi 
riil produktivitas tanaman kelapa sawit, Badan Pusat 
Statistik (2019) juga mencatat produktivitas tanaman 
kelapa sawit secara nasional pada tahun 2018 
hanya mencapai 2,86 ton CPO/ha atau berkisar 
14,34 ton TBS/ha. Produktivitas tanaman kelapa 
sawit yang masih rendah disebabkan oleh beberapa 
hal, diantaranya pengelolaan kebun yang belum 

Edy Sigit Sutarta, Dhimas Wiratmoko, dan Erwin Nyak Akoeb

Abstrak Lahan sulfat masam merupakan salah satu 
lahan marginal yang digunakan untuk pengembangan 
kelapa sawit. Rendahnya pH tanah dan tingginya 
kadar Al maupun Fe menjadi pembatas pemanfaatan 
lahan ini. Produktivitas tanaman yang dikelola pada 
lahan sulfat masam di kebun Paya Rambe di Aceh 
Tamiang, belum dapat menyamai produktivitas lahan 
mineral lainnya. Untuk itu penelitian dilakukan untuk 
memetakan sebaran kedalaman mineral pirit, dan 
pengamatan kesuburan tanah pada tiga kedalaman 
mineral pirit (40 – 60 cm, 60 – 90 cm, dan >90 cm).  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kedalaman pirit 
di kebun Paya Rambe bervariasi antara 40 – 110 cm, 
dimana lapisan pirit dangkal dijumpai di sepanjang 
sungai yang bermuara ke laut. Tanah dengan pirit 
dangkal memiliki kesuburan tanah yang lebih rendah 
dibanding tanah dengan lapisan pirit dalam, yang 
tercermin dari semakin tingginya kemasaman tanah, 
Fe, S, dan Al-dd, serta rendahnya kandungan hara 
makro N total, P, K dan Mg tersedia dengan semakin 
dangkalnya lapisan pirit. Lebih lanjut adanya mineral 
pirit dangkal menyebabkan pertumbuhan tanaman, 
serapan hara dan produktivitas tanaman yang lebih 
rendah dibanding pada areal dengan lapisan pirit 
dalam.

Kata kunci: tanah sulfat masam, pirit, kelapa sawit

Abstract Acid sulfidic land is one of the marginal land 
that has been used for oil palm development.  Low soil 
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DNA dari tiap cuplikan dengan konsentrasi sekitar 10 
ng/µL digunakan dalam SSR-PCR menggunakan 11 
primer SSR yang dihasilkan oleh Billotte et al., (2005)  
(Tabel 2), dengan protokol amplifikasi seperti yang 
diuraikan oleh Wening dan Yenni (2013) . Penggunaan 
primer universal M13 dengan label fluoresen yang 
berbeda (FAM, HEX, atau NED), dikombinasikan 
dengan penambahan sekuen M13 pada ujung 5' tiap 
primer SSR dilakukan sebagai strategi agar dapat 
menggabungkan beberapa cuplikan menjadi satu 
cuplikan dalam analisis fragmen. Fragmen DNA hasil 
amplifikasi dianalisis menggunakan capillary 
sequencer, menggunakan jasa komersial yang 
disediakan oleh Macrogen (Korea). Alel-alel SSR 
dibaca menggunakan bantuan perangkat lunak 
GeneMarker® v 2.4.0 (SoftGenetics LLC®). 
AFLP-PCR dilakukan dengan menggunakan protokol 
oleh Vos et al. (1995) yang dimodifikasi oleh Ningrum 
et al. (2014) menggunakan enam kombinasi primer 
selektif (EcoRI-AGG/MseI-CAA, EcoRI-AGA/MseI-
CAA, EcoRI-AGG/MseI-CAC, EcoRI-AGA/MseI-CAC, 
EcoRI-AGG/ MseI-CAG, EcoRI-ACA/MseI-CAG). 
Pemilihan enzim restriksi dan nukleotida tersebut 
merujuk pada analisis AFLP yang telah dilakukan 
sebelumnya pada kelapa sawit (Billotte et al., 2005). 
Fragmen DNA has i l  ampl i f i kas i  d iana l is is 
menggunakan capillary sequencer, menggunakan 
jasa komersial yang disediakan oleh Macrogen 
(Korea). Alel-alel SSR dibaca menggunakan bantuan 

®perangkat lunak GeneMarker  v 2.4.0 (SoftGenetics 
®LLC ).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi DNA

 Pada penelitian ini dilakukan ekstraksi DNA dari 
material kultur jaringan untuk mendapatkan DNA 
dalam jumlah yang cukup baik dalam hal kuantitas 
maupun kualitasnya, sehingga dapat dipergunakan 
dalam tahap analisis selanjutnya. Penelitian ini 
merupakan pengembangan publikasi yang dilakukan 
oleh Lubis et al. (2017), yang hanya melakukan 
ekstraksi DNA dari eksplan dan kalus. Pada 
penelitian ini, dilakukan ekstraksi DNA dari eksplan, 
kalus, embrio, ramet dan tanaman yang telah 
ditanam di lapangan, dengan mengkaji kuantitas dan 
kualitas yang dihasilkannya. Ekstraksi DNA yang 
dilakukan menghasilkan kuantitas DNA yang 
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