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ABSTRACT

Propagation of apple plants (Malus spp.) vegetatively has the advantage of genetic homogeneity
between clones and their parents. However, the possibility of cytological and off-type deviations
persists during mass propagation. This study aims to analyze the genetic homogeneity of apple
plants using SSR markers in ex vitro propagation techniques. Morphological observations between
the parental plant and the ex vitro propagation derived clones and also among themselves did not
show any differences. To analyze the genetic heterogeneity of these plants, 15 SSR primers were
screened on 29 propagation clones of apple var. Anna and Manalagi. Genetic characters were
scored for group analysis using Darwin 6.05. Eight SSR primers (IPA 2, IPA 3, IPA 4, 5 PA, 6 PA,
12 PA, 13 PA, and 14 PA) produced 82 clear and easily visible bands in the size range of 90-365
bp. This study successfully detected the uniformity of all band patterns from the plant samples. The
SSR markers could be used to analyze the genetic stability of the ex vitro propagation of apple
clones.
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ABSTRAK

Perbanyakan tanaman apel (Malus spp.) secara vegetatif memiliki keunggulan homogenitas
genetik antara klon dengan induknya. Namun kemungkinan terjadi penyimpangan sitologi dan
off type tetap ada saat perbanyakan massal. Penelitian ini bertujuan untuk menguiji
homogenitas genetik tanaman apel menggunakan penanda SSR pada teknik perbanyakan ex
vitro. Pengamatan secara morfologi antara tanaman induk dengan hasil perbanyakan secara
ex vitro dan dengan sesamannya tidak menunjukkan perbedaan. Untuk menganalisis
homogenitas genetik tanaman ini kami menyaring 15 primer SSR pada 29 klon perbanyakan
tanaman apel varietas Anna dan Manalagi. Karakter genetik dihitung untuk analisis kelompok
menggunakan Darwin 6.05. Sebanyak 8 primer SSR (IPA 2, IPA 3, IPA 4, 5 PA, 6 PA, 12 PA,
13 PA, dan 14 PA) menghasilkan 82 pita yang jelas dan mudah terlihat dalam kisaran ukuran
90-365 bp. Studi ini juga berhasil mendeteksi keseragaman pola pita semua sampel tanaman.
Penanda SSR dapat digunakan untuk analisis stabilitas genetik perbanyakan ex vitro dari
tanaman apel.

Kata Kunci: apel, ex vitro, homogenitas, penanda molekuler, SSR
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PENDAHULUAN

Apel (Malus spp.) merupakan tanaman
tahunan subtropis yang menjadi kekayaan
plasma nutfah Indonesia untuk dataran tinggi.
Tanaman apel tersebut telah mengalami
adaptasi panjang menjadi apel tropis yang
mampu tumbuh dan berproduksi di wilayah
Jawa Timur, terutama daerah Batu dan
Malang. Kota Batu sangat sesuai untuk
pengembangan komoditas tanaman apel
dikarenakan kota batu memiliki udara yang
sejuk dengan temperatur 16-17 °C dan
kelembapan 75-85%, yang sesuai dengan
syarat tumbuh tanaman apel (Sitompul 2007).

Pemuliaan tanaman apel tidak mudah
karena sifat reproduksi outbreeding dan
siklus regenerasi yang lama dengan jumlah
kromosom yang besar (2n = 34) sehingga
membutuhkan ruang, waktu dan biaya tidak
sedikit dalam memelihara populasi bahan
pemuliaannya (Maliepaard et al. 1998).
Ditambah benih apel bersifat rekalsitran
dengan kemampuan daya kecambah rendah,
sehingga perbanyakan benih unggulnya
dilakukan secara vegetatif baik melalui teknik
penempelan (okulasi), sambung (grafting),
dan stek ex vitro. Kelebihan perbanyakan
vegetatif adalah homogenitas genetik antara
klon dengan induknya. Walaupun
diperbanyak secara vegetatif, kemungkinan
terjadi penyimpangan sitologi tetap ada pada
saat perbanyakan massal (Mohammad et al.
2017). Penampilan tanaman klonal yang
homogen secara fenotip dapat berbeda pada
saat berbunga, berbuah dan tahap
selanjutnya. Hal ini bisa terjadi karena
timbulnya mutasi pada sekuens DNA akibat
interaksi dengan hormon tumbuh Kketika
proses klonal. Menjaga keunggulan
homogenitas dan kemurnian genetik teknik
perbanyakan vegetatif ex vitro pada saat
produksi massal menjadi amat penting.

Pengujian homogenitas genetik dapat
dilakukan secara konvensional melalui
deskripsi morfologis, sifat fisiologis, studi
sitologi, isozim (Singh et al. 2012a; Singh et
al. 2012b; Muniswamy et al. 2017).
Identifikasi homogenitas genetik klon apel
secara konvensional sulit dilakukan untuk
mendeteksi variasi yang terjadi pada
perbanyakan secara vegetatif, karena hampir
semua klon apel dari kultivar yang sama
berasal dari induk tunggal melalui pembiakan
vegetatif (Sugiatno dan Agisimanto 2013).
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Penampilan baik secara morfologi dan
fisiologi dapat berubah dipengaruhi kondisi
lingkungan (Singh et al. 2013). Penanda
berbasis molekuler dapat digunakan dalam
menganalisis homogenitas klonal tanaman.
Penanda random amplified polymorphic DNA
(RAPD), inter simple sequence repeats
(ISSR), amplified fragment length
polymorphism (AFLP), restriction fragment
length polymorphism (RFLP), sequence
characterized amplified region (SCAR), DNA
amplification fingerprinting (DAF), Simple
Sequence Repeat (SSR), arbitrarily primed
polymerase chain reaction (AP-PCR) telah
digunakan dalam pengujian homogenitas
beberapa spesies tanaman (Chavan et al.
2013; Meloni et al. 2013; Singh et al. 2013;
Jarni et al. 2015; Chhajer dan Kalia 2016;
Mohammad et al. 2016; Thakur et al. 2016;
Mohammad et al. 2017).

Simple Sequence Repeat (SSR) atau
juga dikenal mikrosatelit merupakan salah
satu dari marka molekular, yang terdiri atas
unit pengulangan 1-6 pasang basa DNA
dengan variasi yang tinggi dan tersebar
pada genom prokariotik dan eukariotik
(Grover et al. 2012; Kapil et al. 2014). Studi
genetik pada saat ini banyak mengunakan
marka mikrosatelit karena terdistribusi
secara melimpah dan merata dalam genom,
variabilitasnya sangat tinggi (banyak alel
dalam lokus), dan sifatnya yang kodominan
dengan lokasi genom yang telah diketahui
(Kesawat dan Das Kumar 2009). Marka SSR
telah dimanfaatkan untuk analisis
keragaman genetik, identitas genetik, dan
analisis  kekerabatan pada tanaman
monokotil seperti sagu (Purwoko et al. 2019)
maupun tanaman dikotil seperti apel
(Lassois et al. 2016; Gross et al. 2018).
Marka SSR juga dapat digunakan untuk
mengidentifikasi homogenitas dan
kemurnian genetik pada perbanyakan
tanaman (Nookaraju dan Agrawal 2012;
Ashwini et al. 2015; Chhajer dan Kalia 2016;
Sulistiyorini et al. 2018).

Penelitian analisis homogenitas genetik
tanaman apel hasil perbanyakan secara ex
vitro berdasarkan penanda SSR belum
pernah dilakukan sebelumnya. Penelitian ini
bertujuan  untuk  mengetahui  tingkat
keseragaman tanaman apel antara progeni
dengan induknya pada teknik perbanyakan
ex vitro melalui analisis homogenitas genetik
dengan penanda SSR.



BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilaksanakan pada Bulan
Februari sampai dengan April 2019 di screen
house Pilot Plant Perbanyakan Tanaman dan
Laboratorium Teknologi Gen, Balai
Bioteknologi, Badan Pengkajian dan
Penerapan Teknologi, Kawasan
PUSPIPTEK, Tangerang Selatan.

Alat dan bahan

Alat yang digunakan adalah peralatan
isolasi DNA (mortar, waterbath, sentrifuse),
mesin PCR, mesin elektroforesis dan Gel
Doc. Bahan yang digunakan adalah sampel
daun (Gambar 1A) 29 klon dari 2 varietas apel
asal Batu Malang (Tabel 1) yaitu Anna
(MIAN1, MIAN2, MIAN4, MIAN5, MIANSG,

Anna
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MIANS, MIAN9, MIAN10, ANS1, ANS2,
ANS3, ANEX1, ANEX2) dan Manalagi (MN1,
MN2, MN3, MN4, MIMN1, MIMN2, MIMN3,
MIMN4, MIMN5, MIMN6, MIMN8, MIMN10),
bahan isolasi DNA, PCR dan gel
elektroforesis. Sampel yang digunakan
merupakan tanaman induk, klon hasil
perbanyakan ex vitro dan hasil
penyambungan (Gambar 1B, 1C, dan 1D).

Isolasi DNA

DNA diekstraksi menggunakan metode
Purwoko et al. (2019) yang dimodifikasi.
Kuantifikasi DNA dilihat menggunakan
agarose 1% dalam buffer TAE 0.5x pada
tegangan 100 V selama 30 menit yang
dielektroforesis dengan eXU MUPID.
Standar DNA (ladder 1000bp) digunakan
agar ukuran DNA sampel dapat diestimasi.

Manalagi

Gambar 1. A). Sampel daun klon Anna dan Manalagi sebagai sumber DNA (1 = daun indukan Anna; 2 = daun ex vitro
Anna; 3 = daun indukan Manalagi; 4 = daun klonal dari indukan Manalagi); B). Indukan Klon Anna; C).
Multiple Indukan Klon Anna; D. Klon Anna EXx vitro
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Tabel 2. Karakteristik primer SSR, jumlah pita dan ukuran produk amplifikasi

Primer Sekuen 5-3’ TA (°C) Jumlah Pita Ukuran Produk (bp)
F AACCCTCCGCAGACTTACAA 54.73

IPA 2 4 280-320
R ACAGCTTAATCCGCTCATGT 52.45
F CGTCCACAACACCAATTCAC 54.86

IPA 3 2 100-180
R ACTCCAGATGAGTGGGCAGT 54.71
F CTCCTTTTGCTCAGCCTGTC 55.13

IPA 4 2 250-280
R AAAGGCACTTCAGGTTTTGG 54.21
F TTCGATTTTTGCCAAAGGTG 49.3

5PA 12 300-365
R TGGACGATTGACTTCACAGC 53.4
F CGCCCCACGTTTGATATTT 50.2

6 PA 20 100-150
R AAAGGAAGGAAAGGCAAGC 51.4
F CGGCGAGAAAAAAAAACAATG 50.5

12 PA 12 90-133
R GGATAACCGTCCCCCTCTTC 57.5
F GGCACCCAAGCCCCTAA 52.2

13 PA 15 132-158
R GGAACCTACGACAGCAAAGTTACA 58.5
F TCCCGCCATTTCTCTGC 49.8

14 PA 15 124-156
R AAACCGCTGCTGCTGAAC 51.1

Gel agarose diwarnai dengan GelRed®
selanjutnya diamati dengan Gel Doc dan
didokumentasikan. Pengukuran konsentrasi
dan kualitas DNA dilakukan dengan
menggunakan NanoDrop. Apabila kualitas
DNA yang dihasilkan memiliki kemurnian
antara 1,8 hingga 2 berarti tidak ada
komponen kontaminasi RNA, maka DNA
memenuhi  persyaratan untuk proses
lanjutan pada tahap amplifikasi PCR.

Amplifikasi SSR dan analisa data

Seleksi primer SSR dilakukan terhadap
15 primer (Tabel 2) pada 2 varietas apel
(Anna dan Manalagi) untuk memperoleh
primer-primer yang polimorfik. Komposisi
PCR dibuat dengan total 25 uL/reaksi terdiri
atas DNA sampel (1 pL), Go Taq Green
Master Mix (12,5 pL), primer forward (1 pL),
primer reverse (1 uL), dan H>O steril hingga
volume 25 pL. Larutan kemudian dicampur
secara perlahan dan disentrifugasi singkat
untuk menurunkan seluruh cairan di dalam
tabung. Amplifikasi dilakukan dengan
menggunakan PCR. Program  yang
digunakan adalah sebagai berikut: satu siklus
95 °C selama 3 menit, 35 siklus 95 °C selama
30 detik untuk denaturasi, 35 siklus Tm-5 °C
selama 30 detik untuk annealing dan 35 siklus
72 °C selama 30 detik serta final ekstension
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72 °C selama 60 menit dan diakhiri dengan
suhu 4 °C. Amplifikasi PCR menggunakan
mesin PCR Tommy.

Separasi hasil amplifikasi dilakukan
dengan elektroforesis gel Methapor Agarose
3% menggunakan Buffer TAE 1x. Gel
Methapor Agarose lebih mudah
penggunaannya dibanding gel akrilamid.
Setiap produk PCR dicampur dengan loading
dye kemudian didenaturasi selama 10 menit
lalu diletakkan dalam es yang sudah
dihancurkan. Elektroforesis dilakukan pada
50 W selama 5 jam dan ladder 1000 bp
digunakan sebagai penanda ukuran DNA
selanjutnya pita yang dihasilkan diamati
menggunakan Gel Doc.

Untuk memastikan konsistensi hasil,
semua reaksi dilakukan dua kali. Hanya pola
pita amplikon jelas diproduksi secara
konsisten dan tidak ambigu yang diberi skor
secara manual. Analisis pita SSR dilakukan
dengan memberi skoring dari pita yang
terbentuk dari hasil PCR masing-masing
sampel, pita yang muncul pada gel diberi
kode 1 dan yang tidak muncul diberi kode O.
Perangkat lunak Dissimilarity Analysis and
Representation for WINDOWS (DARWIN)
versi 6.05 (Perrier dan Jacquemoud-Collet
2006; http://darwin.cirad.fr/darwin) digunakan
untuk mengevaluasi asosiasi genetik dengan


file:///C:/Users/vitoc/Downloads/Perrier%20dan%20Jacquemoud-Collet%202006
file:///C:/Users/vitoc/Downloads/Perrier%20dan%20Jacquemoud-Collet%202006
http://darwin.cirad.fr/darwin

Tabel 1. Kualitas dan kuantitas DNA klon tanaman apel
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No Kode Sampel Sumber Eksplan Konsentrasi A260/280
1 MN1 indukan 4415 1,98
2 MN2 indukan 975,9 1,94
3 MN3 indukan 400,86 1,93
4 MN4 indukan 708,33 1,9
5 MIMN1 perbanyakan indukan 2699,37 1,99
6 MIMN2 perbanyakan indukan 1188,17 2,03
7 MIMN3 perbanyakan indukan 845,53 2,07
8 MIMN4 perbanyakan indukan 3056,61 1,97
9 MIMN5 perbanyakan indukan 337,67 1,98
10 MIMNG perbanyakan indukan 720,98 2,02
11 MIMN8 perbanyakan indukan 912,07 1,99
12 MIMN10 perbanyakan indukan 427,11 1,78
13 AN1 indukan 261,2 2,03
14 AN2 indukan 282,5 2,03
15 AN3 indukan 79,3 2,03
16 AN5 indukan 87,2 2,24
17 MIAN1 perbanyakan indukan 363,38 1,85
18 MIAN2 perbanyakan indukan 1384,62 2
19 MIAN4 perbanyakan indukan 216,87 1,85
20 MIANS perbanyakan indukan 1346,64 2,07
21 MIANG perbanyakan indukan 1097,35 2,16
22 MIANS8 perbanyakan indukan 249,71 2,24
23 MIAN9 perbanyakan indukan 704,6 1,93
24 MIAN10 perbanyakan indukan 405,32 191
25 ANS1 sambung 538,48 1,88
26 ANS2 sambung 663,16 2,06
27 ANS3 sambung 550,55 1,90
28 ANEX1 teknik ex vitro 1482,29 1,96
29 ANEX2 teknik ex vitro 1916,13 1,99

menghitung koefisien kesamaan Jaccard
untuk perbandingan berpasangan
berdasarkan proporsi pita bersama yang
diproduksi oleh primer.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi DNA tanaman apel

Kualitas dan kuantitas DNA hasil
isolasi sampel daun klon-klon apel diukur
untuk  mengetahui konsentrasi dan
kemurniannya (Tabell). Hasil pengukuran
menunjukkan konsentrasi DNA bervariasi
dengan rata-rata 816,56 ng pL. Konsentrasi

tertinggi diperoleh dari klon MIMN4 vyaitu
3056,61 ng uL* sedangkan AN3 hanya 79,3
ng uL?, terendah dibandingkan konsentarsi
dari klon lainnya. Kemurnian DNA diperoleh
dengan mengukur rasio absorban pada
panjang gelombang 260 dan 280 nm
menggunakan NanoDrop. Nilai kemurnian
DNA yang baik berada pada kisaran 1,8-2,0
(NanoDrop 2007). Rata-rata kemurnian DNA
hasil isolasi daun klon-klon apel yaitu 2,00
dengan rentang tertinggi dan terendah
bernilai 2,24 dan 1,78 (Tabel 1). Konsentrasi
dan kemurnian DNA hasil isolasi dari klon-
klon apel secara umum cukup baik.
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Validasi dan amplifikasi SSR

Pengenceran DNA sampel dilakukan
sebelum proses amplifikasi menjadi masing-
masing 50 ng pL?!. Sebanyak 15 primer
divalidasi menggunakan 2 varietas apel, yaitu
Anna dan Manalagi. Berdasarkan hasil
validasi  diperoleh 8  primer yang
menghasilkan pita berulang pada semua
sampel sehingga dapat digunakan pada
tahap selanjutnya (Tabel 2). Delapan primer
tersebut  digunakan untuk  pengujian
homogenitas klon apel hasil perbanyakan
secara ex vitro. Suhu anealing optimal untuk
penanda SSR beragam dari 49,3 hingga
58,5°C (Tabel 2). Delapan primer SSR
menghasilkan 82 pita yang jelas dan mudah
terlihat dalam kisaran ukuran 90-365 bp
(Tabel 2). Semua primer menghasilkan 2
hingga 20 pita per primer dengan rata-rata
10,25 pita. Primer IPA 3 dan IPA 4
menghasilkan 2 pita pada semua sampel
sedangkan primer 6 PA mengasilkan pita
paling banyak yaitu 20.

Separasi  hasil amplifikasi SSR
dilakukan menggunakan Metaphor Agarose
3%. Hasil separasi amplifikasi SSR
menunjukkan adanya beberapa sampel
yang tidak menghasilkan pita pada primer
tertentu. Hal ini terjadi karena tidak
teramplifikasinya primer dengan DNA
genom dan sekuen DNA genom tidak
komplementer dengan urutan basa pada
primer tersebut. Menurut Randriani et al.
(2012), primer yang tidak menghasilkan pita
DNA disebabkan oleh tidak ada sekuen
komplementer pada DNA genom atau hanya
satu untai yang mengandung sekuen
komplementer dengan primer tersebut. Pita
yang muncul pada gel agarosa pada setiap
lokus diasumsikan sebagai alel mikrosatelit.
Jika masing-masing pita dianggap sebagai
alel untuk lokus atau primer tersebut, maka
masing-masing sampel tanaman yang
diperiksa ada yang bersifat homozigot yaitu
dengan satu pita atau heterozigot yaitu
mempunyai dua pita untuk lokus yang diuji
(Megia dan Djuita 2010). Menurut
Syafaruddin dan Santoso (2011) bahwa
ukuran fragmen DNA yang teramplifikasi
tergantung daerah yang diapit oleh dua
primer dalam arah bolak-balik.

Produk amplifikasi memiliki variasi
intensitas pita yang berbeda diduga
disebabkan oleh perbedaan jumlah salinan
amplifikasi yang dipengaruhi oleh
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keberadaan pengulangan sekuens tertentu
dalam genom. Menurut Kalle et al. (2014),
jumlah dan intensitas pita DNA yang
dihasilkan sangat  tergantung pada
kemampuan primer mengenali urutan DNA
komplementernya pada cetakan DNA yang
digunakan.

Intensitas pita DNA hasil amplifikasi
pada setiap primer dipengaruhi oleh
kemurnian dan konsentrasi DNA templat.
DNA templat yang mengandung senyawa-
senyawa seperti polisakarida dan senyawa
fenolik sering menghasilkan pita DNA
amplifikasi yang redup. Menurut Gusmiaty
et al. (2012), perbedaan DNA hasil
amplifikasi disebabkan adanya persebaran
lokasi basa nukleotida di dalam genom
yang menjadi tempat atau  situs
penempelan primer. Jarak antar situs
amplifikasi ini menghasilkan fragmen DNA
dengan berbagai ukuran pasang basa.
Pengaturan temperatur pada penempelan
primer dan waktu dari masing-masing
reaksi mempengaruhi hasil amplifikasi.
Hasil PCR yang baik dipengaruhi oleh
beberapa faktor seperti kemurnian hasil
ekstraksi DNA, ketepatan pemilihan primer
yang digunakan serta ketepatan kondisi
PCR (Gaina dan Francis 2021). Apabila
konsentrasi DNA terlalu rendah akan
menghasilkan fragmen sebagai pita yang
sangat tipis pada gel atau bahkan pita tidak
terlihat  secara  visual. Sebaliknya,
konsentrasi DNA yang terlalu tinggi akan
menyebabkan fragmen terlihat tebal
sehingga sulit dibedakan antara satu pita
dengan pita yang posisinya berdekatan
(Nurhaimi-Haris et al. 2003).

Homogenitas genetik klon apel
Perbanyakan tanaman apel dapat

dilakukan secara vegetatif dan generatif.

Perbanyakan tanaman apel yang baik dan

umum dilakukan adalah perbanyakan
vegetatif, sebab perbanyakan generatif
memakan waktu lama dan  sering

menghasilkan bibit yang menyimpang dari
induknya. Perbanyakan vegetatif tanaman
apel dilakukan melalui teknik penempelan
(okulasi), sambung (grafting), stek ex vitro.
Penggunaan bahan perbanyakan klon
terus-menerus dalam skala besar
membutuhkan pengujian berkala terkait
kestabilan  homogenitas  genetik  baik
tanaman induk maupun klon hasil



perbanyakan. Perbanyakan terus menerus
memiliki potensi adanya variasi somaklonal,
perubahan akibat bahan mutagenik, efek
sitoplasma dan tercampurnya klon yang
berbeda ketika produksi skala besar.
Sehingga pengujian homogenitas genetik
menjadi penting dilakukan untuk menjaga
kualitas produksi klon apel unggul. Pada
perbanyakan tanaman secara massal,
informasi kestabilan genetik suatu klon
sangat penting diketahui untuk memastikan
homogenitas genetik dari suatu tanaman,
menjaga karakteristik klon tersebut, serta
untuk konservasi plasma nutfah (Cruz-
Martinez et al. 2017). Pengujian homogenitas
dapat dilakukan melalui identifikasi karakter
morfologi dan  molekuler.  Pengujian
homogenitas tanaman dengan karakter
morfologi sering tidak pasti karena pengaruh
lingkungan, sedang pengujian dengan
karakter molekuler dapat mendeteksi

MN1 MIMN1 MIMN2 MIMN3 MIMN4 MIMN5S MIMN8 MIMN10 L AN1 AN3

Primer IPA3

e
ANEX1 ANEX2
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kesalahan label atau adanya tanaman off-
type (Sulistiyorini et al. 2018).

Homogenitas atau  keseragaman
genetik klon apel secara molekuler dapat
dilihat dari pola pita yang dihasilkan dari
amplifikasi marka SSR. Pola pita yang
dihasilkan menggambarkan letak alel dari
masing-masing klon. Klon dengan pola pita
yang sama menunjukkan klon memiliki alel
yang sama. Pada penelitian ini, 8 marka SSR
yang digunakan berhasil mendeteksi
keseragaman pola pita semua sampel
tanaman pada dua klon apel antara tanaman
induk dengan klonalnya, yaitu Anna (MIAN1,
MIAN2, MIAN4, MIAN5, MIAN6, MIANS,
MIAN9, MIAN10, ANS1, ANS2, ANS3,
ANEX1, ANEX2) dan Manalagi (MN1, MN2,
MN3, MN4, MIMN1, MIMN2, MIMN3, MIMN4,
MIMN5, MIMNG6, MIMN8, MIMN10). Gambar
2 menunjukkan profil SSR yang dihasilkan
oleh penanda IPA 3 dari induk tanaman apel

Primer IPA3

AN5 MIANS MIAN10 ANS1 ANS3

Primer IPA4

MIAN8  MIAN10 ANS1 ANS3 ANEX1

Gambar 2. Contoh alel hasil amplifikasi primer IPA3 dan IPA4 yang menghasilkan pola pita seragam
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Manalagi (MN1) identik dengan MIMNS3, bersama dalam satu kelompok. Analisis DNA
MIMN4, MIMN5 dan MIMN10. Pada penanda mengungkapkan kesamaan 100% antara
IPA 4, profil SSR induk tanaman apel Anna tanaman induk dan turunannya oleh penanda
(AN1) identik dengan MIAN8, MIAN1O, SSR, hal ini menunjukkan tidak adanya

ANS1, ANS3 dan ANEX1. Semua pita yang keragaman yang dapat dideteksi, atau
diproduksi dari tanaman yang diturunkan dengan kata lain keturunan yang true-to-type

secara ex Vvitro bersifat monomorfik dan (Tiwari et al. 2013). Berdasarkan pohon
sebanding, yaitu memiliki pola pita sejajar filogenetik apel tersebut dapat
dengan ukuran yang sama dengan tanaman dikelompokkan menjadi 2 kelompok utama,
induk (Gambar 2). Hasil ini sejalan dengan kelompok pertama tanaman induk dan hasil
laporan  sebelumnya tentang  deteksi perbanyakan klon Manalagi dan kelompok
homogenitas genetik perbanyakan tanaman kedua tanaman induk dan hasil perbanyakan
menggunakan penanda SSR pada spesies klon Anna (Gambar 3). Analisis dendogram
tanaman lain termasuk Cocos nucifera berdasarkan koefisien kesamaan Jaccard
(Bandupriya et al. 2017), Solanum tuberosum mengungkapkan 100% kesamaan genetik
(Tiwari et al. 2013), Saccharum officinarum antara tanaman induk dan turunannya.
(Pandey et al. 2012), dan Psidium guajava Menurut Sousa Azevedo et al. (2012) dalam
(Rai et al. 2012). penelitiannya menyebutkan bahwa terdapat

Analisis penanda molekuler beberapa aksesi yang menunjukkan koefisien
menunjukkan bahwa tanaman induk dan kesamaan yang sama yaitu 1 dan terdapat
turunan klonalnya dapat dikelompokkan pada kelompok yang sama, hal tersebut

MIMN10
MIMN3
MN2
MIMN2
MIMN4
MN3 MN1 MININS MIMN1
MIMN5S
MIMNG6
MN4
ANS2e————
J,"" \‘\ :Xﬁif\iiﬁ:f;j””””%ﬂM|AN6
K;IIAN8 \\ MiaNg MIAN2
AI\.|’5 \\\
MIANlO
MIAN1
ANS1’
AN3
MIAN4
O

10.5

Gambar 3. Dendogram 29 klon tanaman apel berdasarkan 8 primer SSR
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menunjukkan aksesi tersebut memiliki satu
garis keturunan dan tidak menutup
kemungkinan merupakan aksesi yang sama
walaupun berbeda namanya.

KESIMPULAN

Penelitian ini menjelaskan penggunaan
penanda berbasis sistem PCR (SSR) untuk
penilaian stabilitas genetik perbanyakan ex
vitro dari tanaman apel (Malus spp). Produksi
pita monomorfik dengan penanda berbasis
SSR dapat dilihat dari klon tanaman apel
yang diperbanyak secara ex vitro (ANEX1
dan ANEX2) melalui pohon induk maupun
dengan tehnik penyambungan (ANS1, ANS2,
dan ANS3). Hal ini sebagai konfirmasi bahwa
tanaman yang diproduksi melalui
perbanyakan ex vitro menghasilkan klon
dengan tipe dan sifat yang sama dengan
tanaman induknya. Dengan demikian teknik
ex vitro dapat membantu mengisi kebutuhan
bibit tanaman berkualitas dalam jumlah besar
dengan kepastian keseragaman genetik yang
sama dengan induknya. Penelitian ini masih
perlu diuji menggunakan marka genetik
lainnya dan jumlah tanaman hasil ex vitro
yang lebih banyak dengan
mempertimbangkan frekuensi perbanyakan
setiap indukan untuk hasil yang lebih baik.
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