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ABSTRAK

Karakter pertambahan tinggi batang melambat merupakan salah satu tujuan dari
pemuliaan tanaman kelapa sawit untuk optimalisasi umur ekonomis tanaman,
mengurangi siklus replanting, dan mempermudah proses panen. Gen SMT 1 merupakan
gen kunci didalam biosintesis hormon brasinosteroid yang berperan dalam pertumbuhan
dan pertambahan batang tanaman. Teknik yang digunakan untuk mengidentifikasi gen
yang memiliki karakter unggul tersebut adalah PCR (Polymerase Chain Reaction).
Dalam proses PCR, desain primer merupakan hal yang sangat penting karena primer
tersebut akan menentukan keberhasilan dalam proses amplifikasi PCR. Tujuan dari
penelitian ini untuk mendapatkan kandidat primer yang akan digunakan dalam analisis
keragaman genetik terkait pertambahan tinggi batang berdasarkan situs SNP. Data sekuen
DNA kelapa sawit diperolen pada laman NCBI. Pensejajaran sekuen DNA dilakukan
pada sofware geneious prime untuk mengidentifikasi situs SNP. Desain primer dilakukan
pada perangkat lunak WebSNAPER. Hasil penelitian menghasilkan dua kandidat pasang
primer yang akan digunakan untuk melakukan analisis keragaman genetik terkait gen
pengendali pertambahan tinggi batang melambat. Masing- masing primer terdiri dari
primer reference dan alternate dan memiliki ukuran amplikon yang berbeda pada setiap
pasang primer.

Kata kunci: Keragaman Genetik, Gen SMT 1, Kelapa Sawit, SNP, Desain Primer
ABSTRACT

The character of growth inhibitor stem is one of the goals of oil palm plant breeding
to increase the economic life of the plant, reduce the replanting cycle and simplify the
harvesting process. The SMT 1 gene is a key gene in the brasinosteroid hormone which
plays a role in the growth and addition of plant stems. The technique used to identify
genes with superior characters is PCR (Polymerase Chain Reaction). In the PCR
process, the design of the primer is very important because the primer will determine the
success of the PCR amplification process. The aim of this study was to obtain primer to
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be used in the analysis of genetic diversity related to stem height gain. Oil palm DNA
sequence data were obtained in terms of NCBI. DNA sequence alignment was
performed on geneious prime software to obtain SNP sites. Primer design was performed
on WebSNAPER software. The results of the study obtained two candidate pairs of
primers to be used for the analysis of genetic diversity related to the increase in the
height of the stems of the stem. Each primer consists of reference and alternate primers
and has a different amplicon size for each pair of primers.

Keywords: Genetic Diversity, SMT 1 Gene, Oil Palm, SNP, Primer Design

PENDAHULUAN

Luas areal kelapa sawit yang ada
di Indonesia pada tahun 2021 tercatat
mencapai 15.081.021 Ha (Ditjenbun,
2021). Rata-rata pertambahan tinggi
tanaman kelapa sawit di Indonesia
adalah 50-70 cm/tahun dengan demikian
pada umur 20 tahun tinggi tanaman
berkisar 10-14 meter (Natawijaya, 2018).
Panen buah kelapa sawit lebih dari 3
meter dinilai kurang ekonomis dan
beresiko terhadap keselamatan kerja di
lapangan. Selain itu, tandan yang akan
jatuh ke tanah juga lebih rentan
mengalami  kerusakan saat  panen
sehingga mengaktifkan hidrolisis triasil
gliserol (TAG) vyang menyebabkan
turunnya kualitas minyak (Corley dan
Tinker 2015). Berdasarkan hal tersebut
salah satu upaya yang bisa dilakukan
adalah mengembangkan genotipe kelapa
sawit yang memiliki gen pertambahan
pertumbuhan batang melambat yang
diharapkan dapat meningkatkan umur
ekonomis  tanaman  kelapa  sawit,
mengurangi siklus replanting dan tetap
menghasilkan produksi yang tinggi
sehingga peningkatan produksi tanaman
kelapa sawit dapat diarahkan tanpa
melalui perluasan areal (Ainni, 2014).

Salah satu cara yang dapat
dilakukan untuk mengetahui tanaman
terdapat gen yang memiliki karakter
unggul seperti pertambahan tinggi batang

melambat adalah dengan pemanfaatan
teknologi molekuler. Teknik yang sering
dilakukan untuk mengidentifikasi gen
yang memiliki karakter unggul adalah
dengan Polymerase Chain Reaction
(PCR). Fakih et al., (2021) menyebutkan
teknik tersebut dianggap valid karena
dapat digunakan untuk mengidentifikasi
suatu  spesies  secara  molekuler.
Kelebihan lain teknik PCR memiliki
tingkat  sensitivitas  yang  tinggi
dibandingkan teknik yang lainnya.

Pada penelitian ini gen yang akan
digunakan sebagai kandidat primer
adalah gen sterol methyltransfarase 1
(SMT 1). Gen SMT 1 merupakan gen
kunci di dalam biosintesis hormon
brasinosteroid. Hormon Brassinosteroid
merupakan hormon yang berperan
penting dalam pertumbuhan tanaman
salah satunya pemanjangan batang
(Carland et al., 2010., Tang et al., 2016).
Marka molekuler merupakan salah satu
pendekatan yang dapat digunakan untuk
mengetahui adanya keragaman genetik
(genetic  diversity) dan  hubungan
kekerabatan (genetic distance) dalam
suatu populasi (Handini, 2014). Marka
molekuler juga dapat meningkatkan
efisensi dalam program pemuliaan
tanaman (Peterson et al, 2014). Salah
satu marka molekuler generasi baru
yang dapat digunakan dalam studi
analisis keragaman genetic adalah marka
SNAP (Single Nucleotide Amplified
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Polymorphism). Marka SNAP memiliki
keunggulan keberadaan situs SNP
(Single Nuclotoide Polymorphism) yang
melimpah dan tersebar sepanjang
genom organisme (Sutanto et al., 2013).
Penelitian ~ ini  bertujuan  untuk
mengidentifikasi ~ situs  SNP  dan
melakukan  design  primer  yang
selanjutnya digunakan untuk
menganalisis keragaman genetik terkait
pertambahan tinggi batang melambat
pada tanaman kelapa sawit.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan selama 4
bulan terhitung pada bulan Januari -
April 2023 di Laboratorium Biologi
Molekuler Politeknik Kelapa Sawit Citra
Widya Edukasi Bekasi Jawa Barat.

Desain ~ Primer gen SMT 1
dilakukan dengan menganalisis sekuen
DNA tanaman kelapa sawit pada
database GeneBank NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekuen
DNA  tersebut  digunakan  untuk
mendesain  primer  SNAP  melalui
identifikasi situs-situs SNP sepanjang
untaian DNA pada gen SMT 1.
Selanjutnya dilakukan proses
pensejajaran terhadap beberapa sekuen
aksesi gen SMT 1. Masing- masing
aksesi disejajarkan (alignment) melalui
software geneious untuk mengidentifikasi
letak situs SNP.

Hasil identifikasi situs SNP dari
pensejajaran sekuen tersebut kemudian
dilakukan proses desain primer melalui
perangkat lunak WebSNAPER pada situs
https://pgh.mgh.harvard.edu. Hasil dari
desain primer tersebut selanjutnya akan
digunakan sebagai landasan untuk
mengidentifkasi terkait gen pertambahan

tinggi batang melambat pada tanaman
kelapa sawit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ketersediaan Sekuen Gen SMT 1
Tanaman Kelapa Sawit pada Database
NCBI

Peran gen SMT 1 pada kelapa sawit
memegang peranan penting terutama
dalam pertumbuhan batang tanaman.
Chen et al (2018) melaporkan bahwa gen
CdSMT1-1 berfungsi dalam mengatur
karakter pertumbuhan tinggi yang lambat
sehingga tanaman menjadi  kerdil.
Menurut Neelakandan et al (2010),
SMT1 bertindak sebagai katalis yang
terlibat dalam langkah metilasi awal
dalam jalur biosintesis fito-sterol, dimana
terjadi konversi cycloartenol
(intermediate fito-sterol) menjadi sterol
24-alkil.

Sekuen DNA gen SMT 1 pada
tanaman kelapa sawit didapatkan melalui
situs  NCBI (National Center For
Biotecnology Information). NCBI
merupakan situs yang berisi kumpulan
informasi genetik termasuk salah satunya
adalah gen SMT 1. Struktur lengkap gen
SMT1 berukuran panjang 9.787 pasang
basa (pb) dengan unit transkripsi yang
terdiri atas 12 exon dan 11 intron
(Gambar 1) serta menyandi polipeptida
yang terdiri atas 342 residu asam amino
(Rizal et al, 2020).

Exl0
Exd B B9 Exll
Bl B Exd Exs B6 |08 | | B2
s —1 | D -
mn*

"Rl n* “RORY R

Gambar 1. lustrasi struktur gen sterol

metiltransferase 1 (SMT1)
asal kelapa sawit Elaeis
guineensis.
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Sekuen DNA vyang telah didapatkan
melalui situs NCBI kemudian dilakukan
pensejajaran  sekuen.  Sekuen yang
didapatkan pada penelitian ini terdiri dari
empat aksesi kelapa sawit (Tabel 1).

Tabel 1. Sequence identity fragmen gen
SMT 1 pada data GaneBank

Aksesi Gene Bank Deskripsi Aksesi

Clcloartenol-c-24-
methiltransfarase 1
Elaeis gueneensis
Clcloartenol-c-24-
methiltransfarase 1
Elaeis gueneensis
Clcloartenol-c-24-
methiltransfarase 1
Elaeis gueneensis
Clcloartenol-c-24-
methiltransfarase 1
Elaeis gueneensis

XM_010925707.3

XM_010923108.3

XM_01093691.3

XM_01093692.2

Pensejajaran  Sekuen Gen
Geneious Prime

Sekuen genom tanaman kelapa sawit
yang telah didapatkan selanjutnya
disejajarkan menggunakan multiple

alignment (pensejajaran sekuen) dengan

pada

i

Consensus
Identity

Ce 1. XM_010025107 TCA TGINETATRR G ClC CRA T A BCHENACKAGA AL
Ce 2. XM_010925108 TCA TGIETATIR - CHC CCRATEABCHENACRAGAAS
Ce 3. XM 010936913 TCAT--------- GGGELGCRATCAGLEGACGAGAAS
Ce 4, XM 010036922 TCAT--------- GGGLECHATCAGLGGACGAGAAS

400
JINNNHNNNMNEER e Rl Sier R'eR RL CRES

software geneious prime. Pensejajaran
sekuen bertujuan untuk mengidentifikasi
persebaran dari situs SNP (Balladona
2020). Hasil menunjukan bahwa terdapat
beberapa persebaran situs SNP yang
berhasil diperoleh dari proses
pensejajaran empat aksesi sekuen gen
SMT 1 yang terdeposit pada gene bank
NCBI.

Dari situs-situs SNP yang muncul,
pada penelitian ini terpilih dua situs SNP.
Pemilihan sebaran situs SNP tersebut
dilakukan dengan cara memilih sekuen
yang terdapat perbedaan satu basa
nukleotida dan memiliki karakter bi-
alelik yaitu satu basa nukleotida berubah
menjadi basa nukleotida yang lain (Putri
dan Wathon 2018). Dua situs SNP yang
telah di peroleh dapat di lihat pada
(Gambar 2). Situs SNP pertama memiliki
substitusi basa A (Adenin) dan G
(Guanin) dan posisi basa terletak di 420,
sedangkan untuk situs SNP kedua
memiliki substitusi basa T (Timin) dan C
(Sitosin) terletak di posisi basa 428.
Kedua hasil identifikasi situs ini akan
digunakan untuk mendesain primer
berbasis gen SMT 1.

410 410

CGTGACATG!
LG TGACATG
TGACATG
JlTG ACATG

Gambar 2. Dua situs SNP terpilih —yang diperoleh dari pensejajaran sekuen di

geneious prime
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WebSNAPER

About Websnaper Documentation
Your email address: jefryan.syaputra@mhs.cwe.ac.id |

PCR Product Optimum Size Range: 17325 ]-1375
PCR Product Absolute Size Range: [300 |- [500
Primer Concentration(aM): [5_ ||| Primer Optimal TM: [67  |°C
Primer Minimum Size: [20 ||| Primer Maximum TM: |70 loc
Primer Maximum Size: (36 ||| Primer Minimum TM: [62 o€
Mispriming Library: | None v

Sequence Name: | SNP_Gen SMT1 |

Please Enter Sequence. The SNP should be indicated as [G/C]:

7 7 = ATTGAGCGA A
TTAAGGCTGACTTCATGAARAATGCCATTCTCCGATAGTACTTTTGATGCGATATATGCTAT
AGAAGCAACATGTCATGCACCAGATGTGCTCGGCTGCTATAAGGAGATTT[A/G]JAGAGTA
ATGAAGCCTGGCCAATGTTTTGCGGCCTATGAGTGGTGCATGACCAATCACTTTGATCCCA
CGAATGAAAGCCATCAGAAAACTAAGGCTGAAATCGAGCTTGGTAATGGTCTCCCAGACAT
AAGAACTACAAGCCAATGCCTTGAAGCCTTAAGACTTGCTGGATTTGAGGTTGAATGGGAG ~
AAGGATCTTGCATTAGATTCTCCTGTGCCATGGTATTTGCCCTTGGATACAAGACATTTCT

Output Options: Interpreting_Results
Include Sequence

Include Conditions ! r comments?
Output Tab Separated Values

[ Submitt |[ RESET |

Gambar 3. Tampilan WebSNAPER yang digunakan untuk mendesain primer SNAP

Tabel 2. Dua situs SNP (Single Nucleotide Polimorphysm) terpilih dan digunakan
untuk mendesain primer gen SMT 1 pada tanaman kelapa sawit

Posisi SNP
SNP Subtitusi Basa
Basa
SMT1_SNP1 AoG 420
SMT1 _SNP2 T—C 429

Keterangan : A= basa adenin, G= basa guanin, C= basa sitosin dan T= basa timin.

Tabel 3. Profil dua pasang primer SNAP (Single Nucleotide Amplified Polimorphism)
Berbasis Gen SMT 1.

Ukuran amplikon

Primer Forward 5°-3’ Reverse 3’-5’ (bp)
SMT1 R GGTCCTCGTTCGCACTGCG 265
c CGCCAGAAGCGAGA
TTTATGTGAAGGTCCTCGT TCCAGAGCT
SMTLA 1 cecacTTCTA 349
TATGTGAAGGTCCTCGTTC
SMTZR GCACTGTTC CGCCAGAAGCGAGA 213
SMT2_A TTATGTGAAGGTCCTCGTT TCCAGAGCT 274
CGCACTGATA
Pada Tabel 2, hasil penelitian terpilih yang akan digunakan untuk
menunjukkan terdapat 2 situs SNP mendesain primer berbasis gen SMT1.
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Pada Tabel 2 terlihat subtitusi basa pada
SMT1_SNP1 terjadi subtitusi antara basa
yaitu basa Adenin (A) berubah menjadi
basa Guanin (G) pada posisi basa 420.
Sedangkan pada SMT1_SNP2 terdapat
subtitusi basa Timin (T) berubah
menjadi basa Sitosin (C) pada posisi basa
429. Dua situs SNP tersebut dugunakan
sebagai marka berbasis gen SMT 1 untuk
melihat keragaman genetik dan hubungan
kekerabatan pada tanaman kelapa sawit
terhadap karakter pertumbuhan batang
melambat.

Desain Primer Berdasarkan Situs SNP

Setelah mendapatkan situs SNP yang
diperoleh  dari  hasil  pensejajaran
selanjutnya situs SNP terpilih dijadikan
materi untuk melakukan desain primer
dengan perangkat lunak Web SNAPER
(Gambar 3). Situs SNP target ditandai
sebagai [X/Y] dimana X/Y adalah basa
nukelotida untuk alel alternatif. Beberapa
parameter selanjutnya diisi sesuai dengan
desain marker SNAP. Setelah terisi
seluruhnya selanjutnya dilakukan submit
dan perangkat lunak Web SNAPER akan
mengirimkan hasil analisisnya dalam
bentuk pesan elektronik ke alamat email
pengguna yang selanjutnya dikonversi
dan dibaca menggunakan MS.Excel.
Proses desain primer tersebut diulang
kembali untuk setiap posisi SNP pada
runutan DNA yang diinginkan. Hal ini
juga telah dilakukan pada penelitian;
Handini (2014), Salsabila (2019), dan
Rizal (2020).

Kandidat Primer SNAP

Hasil primer yang didapatkan terpilih
dua pasang primer yang digunakan
untuk analisis keragaman genetik terkait
pertambahan tinggi batang melambat.
Dua pasang primer terdiri dari primer

reference dan alternate. Profil primer
SNP berbasis gen SMT 1 dapat di lihat
pada Tabel 3. Primer yang telah didesain
digunakan untuk analisis keragaman
genetik terkait pertambahan tinggi batang
melambat. Pada profil primer (Tabel 3)
terdapat informasi primer forward dan
reverse. Panjang primer pada penelitian
ini adalah 20-30pb. Rata — rata panjang
primer umumnya berkisar 18-30pb
(Sasmito et al ., 2014). Terdapat
informasi ukuran amplikon produk PCR
pada masing-masing primer. Ukuran
amplikon berbeda pada setiap pasang
primer. Target ukuran amplikon pada
penelitian ini berkisar antara 265-349 pb
(base pair). Target amplikon tersebut
diharapkan dapat teramplifikasi pada
sampel DNA sehingga fargmen gen
target dapat teramplifikasi.

SIMPULAN

Pada penelitian diperoleh kesimpulan
sebagai berikut:

1. Telah dilakukan desain primer
berbasis gen SMT 1 untuk
menganalisis  keragaman  genetik
karakter pertambahan tinggi batang
melambat pada tanaman kelapa sawit.

2. Terdapat dua kandidat primer yang
telah  berhasil didesain, dengan
masing-masing primer terdiri dari
alel reference dan alel alternate serta
terdapat ukuran amplikon pada setiap
pasang primer.
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