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Abstrak

Aglaonema pictum (Roxb.) Kunth merupakan tanaman hias populer di dunia karena memiliki
variasi corak warna daun. Studi tentang keragaman genetik A. pictum masih jarang dilakukan,
sehingga upaya ini perlu dilakukan. Salah satu penanda molekuler yang dapat digunakan untuk
mengetahui keragaman genetik yaitu Simple Sequence Repeats (SSR). Tujuan penelitian ini
adalah mengidentifikasi kondisi optimum pada primer SSR untuk studi keragaman genetik 4.
pictum. Metode yang digunakan adalah pengumpulan sampel, ekstraksi DNA menggunakan
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), amplifikasi DNA menggunakan primer SSR
(OSR13, RM10, RM6470, OSR14, MRG2172 RT2172, MRG2153 RGP2153, RM249,
RM100, dan RM7240) dengan menggunakan Polymerase Chain Reaction (PCR) pada rentang
suhu 52-54°C, 55-59°C, 47.2-50.9°C, dan 47.6-50.4°C, dan elektroforesis. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa dua dari sembilan primer SSR (RM249 dan RM7240) dapat diamplifikasi
dengan baik pada DNA sampel 4. pictum dengan suhu masing-masing 49,3 °C dan 52,6 °C.
Sementara itu, primer OSR13, RMI10, RM6470, OSR14, MRG2172 RT2172,
MRG2153 RGP2153, RM100, dan MRG2881 RT2881 tidak berhasil teramplifikasi dengan
baik dan spesifik pada rentang suhu annealing yang diujikan. Berdasarkan hasil tersebut dapat
disimpulkan bahwa hanya primer RM249 dan RM7240 yang mampu menunjukkan suhu
annealing optimum pada DNA A. pictum. Hasil penelitian ini dapat digunakan untuk studi
keragaman genetik, khususnya pada A. pictum.

Kata kunci: Aglaonema pictum; keragaman genetik; Simple Sequence Repeat; suhu

annealing

Abstract
Aglaonema pictum (Roxb.) Kunth is a popular ornamental plant in the world because its leaf
color variation. Studies on the genetic diversity of A. pictum are still rare, so this effort needs
to be done. One of the molecular markers that can be used to determine genetic diversity is
Simple Sequence Repeats (SSR). The aim of this research was to identify the optimum
conditions on SSR primers for genetic diversity studies on Aglaonema pictum. The methods
used were sample collection, DNA extraction using cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB), DNA amplification using SSR primers (OSR13, RM10, RM6470, OSRI14,
MRG2172 RT2172, MRG2153 RGP2153, RM249, RMI100, MRG2881 RT2881, and
RM7240) using Polymerase Chain Reaction (PCR) on temperature range of 52-54°C, 55-59°C,
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47.2-50.9°C and 47.6-50.4°C, and electrophoresis. The result showed that two out of nine SSR
primers (RM249 and RM7240) could be amplified at 49,3 °C dan 52,6 °C, respectively. These
two annealing temperatures indicated as optimum to amplify DNA sample of 4. pictum.
Meanwhile, primers OSR13, RMI10, RM6470, OSR14, MRG2172 RT2172,
MRG2153 RGP2153, RM100, and MRG2881 RT2881 unsuccessful amplified in all
annealing temperatures tested in this study. Based on these results, it can be concluded that
only primers RM249 and RM7240 were able to demonstrate an optimum annealing
temperature for A. pictum DNA. These findings can be used for genetic diversity studies,
especially in A. pictum.

Keywords: Aglaonema pictum; Annealing temperature; Genetic diversity; Simple Sequence

Repeat

1. PENDAHULUAN

Aglaonema pictum (Roxb.) Kunth merupakan tanaman yang berasal dari anggota
famili Araceae dikenal karena memiliki daun yang indah dan umumnya dijadikan
sebagai tanaman hias (Akbar, 2021; Haryanto et al., 2022). A. pictum berasal dari
wilayah tropis Asia Tenggara. Tanaman ini sering ditemukan di hutan hujan tropis dan
wilayah dengan kondisi iklim subtropis. 4. pictum memiliki berbagai karakteristik yang
unik terutama pada organ daunnya. A. pictum memiliki daun yang lebar, berbentuk
lanset dengan corak warna yang indah seperti hijau, putih, dan kuning dengan bercak-
bercak putih yang memberikan tampilan yang menarik (Yuzammi, 2018; Akbar,
2021). Variasi yang ada pada tanaman A. pictum ini mengindikasikan adanya
keragaman genetik.

Analisis yang dilakukan untuk studi keragaman genetik tumbuhan Aglaonema
dapat dilakukan dengan menggunakan penanda morfologi, biokimia dan molekuler.
Salah satu penanda molekuler yang telah secara luas digunakan untuk studi keragaman
genetik adalah Simple Sequence Repeats (SSR) (Vieira et al., 2016; Amiteye, 2021;
Umang et al., 2022). SSR merupakan sekuen pendek dengan motif berulang mono-, di-
, tri-, tetra-, penta- dan heksanukleotida yang melimpah, polimorfik, dan acak yang
tersebar pada genom suatu organisme (Amiteye, 2021). Proses yang dilakukan untuk
mempelajari keragaman genetik menggunakan marka SSR umumnya melalui beberapa
tahapan utama, antara lain isolasi DNA, amplifikasi DNA menggunakan teknik PCR,

elektroforesis untuk visualisasi pita, dan analisis data (Duhan et al., 2023). Penelitian

Optimasi Suhu Annealing Marka Molekuler Simple Sequence Repeat (SSR) untuk Studi Keragaman |595
Genetik Aglaonema Ppctum (Roxb.) Kunth



&\, J URNAL BIOSENSE
% urnal Penelitian Biologi dan Terapannya

Volume 8 No. 4, Oktober 2025, Hal 594 - 605 E-ISSN: 2622 - 6286

yang pernah dilakukan menggunakan marka SSR, khususnya pada famili Araceae
menunjukkan bahwa SSR efektif dapat digunakan dalam studi keragaman genetik
(Mandal et al.,2016) . Selain famili Araceae, penggunaan penanda molekuler SSR juga
telah digunakan untuk studi genetik padi (Oryza sativa L.) (Mccouch et al., 2002; Kang
et al., 2002), Gentianaceae (Sathishkumar et al., 2011), kacang bambara (Vigna
subterranea) (Nurdianawati et al., 2016), dan anggur (Pei et al., 2023). Dalam studi
sekuens genom kloroplas lengkap dari tiga species Aroideae (Araceae) memiliki total
165, 163 dan 133 SSR diidentifikasi dalam genom kloroplas Colocasia gigantea,
Caladium bicolor, Xanthosoma sagittifolium. Jumlah SSR pada spesies Aroideae
berkisar antara 125 sampai 187. Walaupun belum ada penelitian khusus mengenai SSR
pada Aglaonema, penelitian-penelitian tersebut telah menunjukkan bahwa SSR dapat
digunakan sebagai penanda molekuler dalam studi famili Araceae termasuk Aglaonema
(Tian et al., 2018). Berdasarkan uraian diatas maka tujuan penelitian ini adalah
mengidentifikasi kondisi suhu annealing optimum pada primer Simple Sequence
Repeats (SSR) yang akan digunakan untuk studi keragaman genetik A. pictum.
Informasi dari penelitian ini sangat berguna untuk studi keragaman genetik khususnya

pada A. pictum di Indonesia.

2. METODE PENELITIAN
2.1 Ekstraksi DNA

Daun Aglaonema pictum yang masih muda dan segar diambil untuk digerus
menggunakan mortar dan alu dengan bantuan pasir silika sampai menjadi serbuk.
Sampel yang sudah halus kemudian dimasukkan ke dalam tabung 2 ml dan
ditambahkan 0,1 gram Polyvinylpyrrolidone (PVP) serta 1 ml larutan buffer ekstraksi
Cetyltrimethyl Ammonium Bromide (CTAB). Setelah ditambahkan dengan PVP dan
larutan buffer CTAB lalu dihomogenkan dengan mesin vortex sampai tercampur
dengan merata.

Tabung 2 ml berisi sampel kemudian dimasukkan ke dalam heat block selama
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30 menit dan setiap 5 menit tabung dibolak-balik. Sampel kemudian didiamkan dalam
suhu ruang selama 1 menit dan dilanjutkan dengan penambahan 700 pl
kloroform:isoamil alkohol (24:1; v/v). Setelah ditambahkan dengan kloroform:isoamil
alkohol, sampel kemudian dimasukkan ke dalam /ula mixer selama 20 menit. Sampel
lalu dimasukkan ke dalam mesin sentrifugasi pada kecepatan 7.200 rpm selama 10
menit. Setelah didapatkan supernatan dan pelet dari hasil sentrifugasi lalu supernatan
diambil dan dimasukkan kedalam tabung 1,5 ml. Setelah itu ditambahkan isopropanol
2/3x volum ke dalam tabung 1,5 ml yang berisi supernatan yang telah diambil pada
tahap sebelumnya. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam freezer. Sampel kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Setelah didapatkan
supernatan dan pelet dari hasil sentrifugasi lalu supernatan dibuang. Sampel kemudian
dikering-anginkan dengan posisi terbalik diatas tissu kering selama 5 menit.
Dilanjutkan dengan penambahan 1 ml CH3COONa. Sampel kemudian dimasukkan
kedalam hula mixer selama 20 menit. Setelah itu sampel disentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit. Setelah didapatkan supernatan dan pelet dari hasil
sentrifugasi kemudian supernatan dibuang. Setelah itu sampel ditambahkan dengan 100
ul TE hangat dan disimpan dalam freezer untuk digunakan pada tahap selanjutnya.
2.3 Optimasi Suhu Annealing Primer SSR dengan Teknik PCR

Sebanyak 9 primer SSR digunakan pada penelitian ini (Tabel 1). Sampel DNA
yang berhasil diekstraksi kemudian diamplifikasi menggunakan mesin PCR dengan
komposisi reaksi awal yang terdiri atas MyTaq HS Red Mix (Meridian Bioscience,
USA) sebanyak 90 ul, 0,5 ul primer forward , 0,5 pl primer reverse, dan 30 ul DDH>0O
dengan volum akhir sebanyak 121 pl. Tabung PCR kemudian ditambahkan dengan
PCR mix yang telah dibuat sebelumnya sebanyak 5 pl dan sampel DNA sebanyak 1
pl. Tabung PCR yang berisi PCR mix dan sampel DNA kemudian diamplifikasi dengan
mesin PCR. Program PCR yang digunakan terdiri dari tahap pra-denaturasi dengan
suhu 94 °C selama 5 menit, denaturasi dengan suhu 94 °C selama 30 detik, annealing

dengan suhu 52-54 °C selama 30 detik, extension dengan suhu 72 °C selama 30 detik,
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dan post-extension dengan suhu 72 °C selama 5 menit. Setelah proses amplifikasi
selesai, sampel kemudian dielektroforesis dengan gel agarosa 1% pada tegangan listrik
100 volt selama 30 menit untuk mengetahui hasil amplifikasi dan profil pita DNA.

Visualisasi pita DNA dilakukan menggunakan perangkat ge/ documentation.

Tabel 1. Sekuen primer yang digunakan dalam penelitian ini

Kode Nama Primer Sekuen primer Referensi
A OSRI3 F: CATTTGTGCGTCACGGAG TA Razak et al.
R: AGCCACAGCGCCCATCTCTC (2018)
B RMI0 F: TTGTCAAGAGGAGGCATCG Islam et al.
R: CAGAATGGGAAATGGGTCC (201D
C RM6470 F: ACCTTTGCCATGGTGGAATC Luo et al.
R: TTATACCTTCGACGGGAACG (2006)
D OSR14 F: AAATCCGCCATGGTGGAATC Mccarthy et al.
R: AGGTAAACGAGCTTGAGGTG  (2002)
F: GCTCCATCGAATCACCTCTC Mccouch et al.
E MRG2172_RT2172 R: GGGAGAGGAGACAGGGAGAG (2002
F: GGCGTAAAGGTTTTGCATGT Kang et al.
F MRG2153_RGP2153 R: ATGATGCCATGAAGGTCAGC (2002)
G RM?249 F: CATGGAGAGGAACTGGTGTT Kolek.s.i
R: CTCTGATTTCTACCTCTCTC Peneliti
o RM100 F: CGGAGGGAGTAAGTTGTTTG Chen et al.
R: GATGCAACGGTGGAGATTAG  (1997)
I RM7240 F: CACAAAGTTTCAAATATAGC Mccouch et al.

R: GATCTCATGATAGTCACTCA

(2002)

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Keberhasilan Ekstraksi DNA Aglaonema pictum

Berdasarkan hasil ekstraksi DNA dan amplifikasi menggunakan primer
universal »bcL menunjukkan adanya pita yang tebal pada DNA sampel Aglaonema
pictum (Gambar 1). Hal ini mengindikasikan bahwa DNA A. pictum telah berhasil
diperoleh dan siap digunakan untuk analisis selanjutnya yaitu tahap amplifikasi DNA
menggunakan 10 primer Simple Sequence Repeats. rbcL dipilih karena daerah ini
merupakan salah satu gen penting terutama pada tumbuhan hijau. Menurut Li ef al.
(2015) gen rbcL merupakan gen penyandi ribulose 1,5-biphosphate carboxylase

/oxygenase large subunit yang merupakan enzim kunci dalam proses fotosintesis pada
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tumbuhan. Selain itu, gen rbcL merupakan gen yang mudah dideteksi melalui proses
amplifikasi pada DNA sampel. Atas dasar hal ini maka jika DNA sampel A. pictum
menunjukkan keberhasilakan mengamplifikasi daerah rbcL maka mengindikasikan

DNA berkualitas baik dan layak digunakan untuk analisis selanjutnya.

Gambar 1. Elektroforegram hasil amplifikasi sampel DNA Aglaonema pictum
menggunakan primer rbcL. Keterangan: kotak warna kuning merupakan pita rbcL.

3.2 Optimasi Suhu Annealing Primer SSR Tahap I: Rentang Suhu 52-54 °C

Sebanyak sepuluh primer penanda molekuler SSR akan digunakan untuk
mengidentifikasi keragaman genetik pada Aglaonema pictum (Tabel 1). Optimasi tahap
pertama dilakukan pada untuk primer OSR13, RMI10, RM6470, OSRI14,
MRG2172_RT2172, MRG2153 RGP215, RM249, RM100, RM7240 dengan suhu
bertingkat dalam rentang 52-54 °C yang meliputi 52.0, 52.6, 53.6, dan 54.0 °C. Hasil
optimasi tahap [ menunjukkan bahwa hanya 1 dari 9 primer SSR mampu teramplifikasi
pada sampel DNA 4. pictum yaitu RM7240. Delapan primer yaitu OSR13, RM10,
RM6470, OSR14, MRG2172 RT2172, MRG2153 RGP215, RM249, dan RM100
(Gambar 2) menunjukkan tidak dapat teramplifikasi pada sampel DNA A. pictum dalam
rentang suhu 52-54 °C. Berdasarkan hasil optimasi yang dilakukan menunjukkan
bahwa suhu 52,6 °C merupakan suhu optimum untuk primer RM7240.

Tidak berhasilnya DNA teramplifikasi mengindikasikan bahwa suhu annealing
dari keenam primer SSR tersebut tidak berada dalam rentang suhu 52-54 °C, sehingga
primer tidak menempel. Menurut Aprilianingsih et al. (2021) tahap annealing

merupakan tahap penempelan primer pada DNA cetakan. Menempelnya primer pada
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DNA cetakan disebabkan karena suhu sudah dinilai sesuai. Atas dasar ini maka suhu
yang digunakan saat tahap annealing menjadi salah satu faktor penting yang

menentukan keberhasilan proses PCR.

Gambar 2. Elektroforegram hasil ampiﬁkasi DNA Aglaonema pictum menggunakan
primer OSR13 (A), RM10 (B), RM6470 (C), OSR14 (D), MRG2172_RT2172 (E),
MRG2153 RGP2153 (F), RM249 (G), RM100 (H), RM7240 (I) pada suhu 52.0 °C
(Angka 1), 52.6 °C (Angka 2), 53.6 °C (Angka 3), dan 54.0 °C (Angka 4)
3.3 Optimasi Suhu Annealing Primer SSR Tahap 11: Rentang Suhu 47.2-50.9 °C, 47.6-
50.4 °C, dan 55.0-59.0 °C

Delapan primer untuk penanda molekuler SSR yang belum berhasil
mengamplifikasi DNA sampel Aglaonema pictum pada optimasi tahap I maka
dilanjutkan pada optimasi tahap II. Pada optimasi tahap II digunakan tiga macam
rentang suhu yaitu 47.2-50.9 °C, 47.6-50.4 °C, dan 55.0-59.0 °C. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa primer OSR13 dan RM10 menunjukkan pita yang banyak
(multibands) pada rentang suhu 47.2-50.9 °C yang mengindikasikan ketidakstabilan
suhu annealing yang digunakan (Gambar 3). Menurut Sasmito et al. (2014)
mengatakan bahwa suhu annealing yang tidak stabil dapat mengakibatkan polimorfise
DNA dapat menempel pada banyak tempat sehingga pita DNA yang muncul sangat
banyak. Proses penempelan primer pada suhu yang terlalu tinggi dapat menyebabkan
amplifikasi tidak terjadi atau dapat menyebabkan primer menempel pada banyak
tempat yang berakibat dapat teramplifikasi banyak daerah yang tidak spesifik dalam

genom tersebut.
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Primer RM249 menunjukkan hasil yang mengamplifikasi DNA sampel
Aglaonema pictum dengan baik pada rentang suhu 47.6-50.4 °C (Gambar 4).
Berdasarkan profil pita yang muncul untuk primer RM249 mengindikasikan suhu 49,3

°C merupakan suhu optimal.

Gambar 3. Elektroforegram hasil amplikasi DNA Aglanema pictum menggunakan
primer OSR13 (A) dan RM10 (B) pada suhu 47,2 °C (Angka 1), 48,5 °C (Angka 2),
49,3 °C (Angka 3), dan 50,9 "C (Angka 4)

Gambar 4. Elektroforegram hasil amplifikasi DNA Aglaonema pictum menggunakan
primer RM249 (G) pada suhu 47,6 °C (Angka 1), 48,5 °C (Angka 2), 49,3 °C (Angka
3), dan 50,4 °C (Angka 4)

Sebanyak enam primer yang meliputi RM6470, OSR14, MRG2172 RT2172,
MRG2153 RGP2153, dan RM 100 dilakukan optimasi pada rentang suhu 55.0-59.0 °C.
hasil optimasi menunjukkan jika enam primer tersebut tidak ada yang mampu
mengamplifikasi DNA sampel Aglaonema pictum pada suhu yang digunakan pada
rentang 55.0-59.0 °C (Gambar 5). Hal ini mengindikasikan bahwa keenam primer ini

belum bisa digunakan dalam studi keragaman genetik Aglaonema pictum. Menurut
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Nurdianawati et al. (2016) mengatakan bahwa keberhasilan munculnya pita DNA
menggunakan marka SSR dapat disebabkan oleh beberapa faktor antara lain pemilihan

primer dan suhu annealing yang spesifik.

Gambar 5. Elektroforegram hasil amplifikasi DNA Aglaonema pictum menggunakan
primer RM6470 (C), OSR14 (D), MRG2172 RT2172 (E), MRG2153 RGP2153 (F),
dan RM100 (H) pada suhu 55,0 °C (Angka 1), 56,2 °C (Angka 2), 57,2 °C (Angka 3),
dan 59,0 °C (Angka 4)

Suhu annealing menjadi salah satu faktor kritis yang dapat mempengaruhi
keberhasilan amplifikasi DNA menggunakan penanda molekuler SSR. Primer yang
kurang spesifik dapat mengakibatkan produk amplifikasi yang tidak diinginkan seperti
tidak munculnya pita DNA target. Selain itu, kualitas DNA cetakan juga menjadi faktor
yang penting apabila DNA yang telah terdegredasi dapat mengurangi efisiensi
amplifikasi (Pei et al., 2023). Hasil penelitian ini menunjukkan jika hanya dua dari
sembilan primer yang dapat direkomendasikan untuk penelitian terkait keragaman
genetik Aglaonema pictum yaitu RM249 dan RM7240. Selanjutnya kedua primer ini
dapat digunakan untuk studi keragaman genetik khususnya konservasi genetik,

pemuliaan tanaman hias, maupun memperoleh varietas unggul khususnya A. pictum.

4. KESIMPULAN DAN SARAN
4.1 Kesimpulan

Dua dari sembilan primer untuk penanda molekuler Simple Sequence Repeat
(SSR) menunjukkan keberhasilan mengamplifikasi sampel DNA Aglaonema pictum
yang meliputi RM249 dan RM7240. Suhu annealing optimum pada sampel DNA A4.
pictum untuk primer RM249 dan RM7240 masing-masing adalah 49,3 °C dan 52,6 °C.
4.2 Saran
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Perlu melakukan optimasi primer Simple Sequence Repeat (SSR) lainnya untuk

studi keragaman genetik Aglaonema pictum.
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