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Buletin AgroBio (dahulu bernama Buletin Penelitian) memuat artikel tinjauan ilmiah hasil riset
dalam bidang biologi dan bioteknologi tanaman. Naskah (boleh ditulis dalam bahasa Indonesia
atau Inggris) yang diajukan untuk diterbitkan hendaknya belum pernah dipublikasikan pada
media cetak manapun dan ditulis sesuai dengan “Pedoman Bagi Penulis” (lihat sampul
belakang bagian dalam). Dewan Redaksi berhak menyunting naskah tanpa mengubah isi dan
makna tulisan atau menolak menerbitkan suatu naskah.

Naskah dapat bersifat tinjauan ilmiah (kritis) atau tinjauan informatif (anotasi) terhadap subjek
tertentu, atau gabungan antara keduanya. Tinjauan ilmiah merupakan hasil evaluasi, sintesis,
dan analisis kritis tentang riset bagi kepentingan ilmu pengetahuan dan teknologi, sedangkan
tinjauan informatif merupakan hasil evaluasi bagi kepentingan pengguna.

Isi naskah dapat membahas salah satu dari butir-butir berikut, yaitu (a) status riset pada subjek
tertentu, baik yang telah, sedang, maupun yang akan dikerjakan, (b) pengungkapan masalah
dan pemecahannya, (c) pengembangan suatu metode atau konsepsi, dan (d) gagasan dan
pendekatan yang dapat dijadikan landasan bagi suatu usulan riset. Sumber bacaan
seyogyanya meliputi bahan pustaka terbitan dalam dan luar negeri yang terkini dan relevan.
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Marka Mikrosatelit: Marka
Molekuler yang Menjanjikan

Joko Prasetiyono dan Tasliah

Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumberdaya Genetik Pertanian

ABSTRACT

Microsatellite Marker: The Promising Molecular Marker. Joko Prasetiyono and Tasliah.
Microsatellite or simple sequence repeats (SSR) or short tandem repeats (STR) containing 1-6
nucleotide repeat sequence are abundant and well distributed all along the chromosome arms
(in contrast to minisatellite which are more abundant close to the telomere in human), highly
polymorphic, and hypervariable. Microsatellite markers are a valuable tool for genetic analysis,
genomé mapping, genome selection, gene tagging, germplasm characterization, cultivar
identification, etc. It have been made on many species by hybridization or based on DNA
database, to prove very useful in a variety of research areas involving plant system. Automated
SSR analysis are gradually replacing manual systems because reducing time consumption and
more samples can be analyzed. In the future, SSR analysis will be the most popular molecular

markers for any purpose on any species.

Key words: Microsatellite, SSR, automated system

ikrosatelit adalah sekuen se-

derhana yang berulang-ulang
vang melimpah dalam genom suatu
spesies. Mikrosatelit memiliki peng-
ulangan sekuen yang berurutan dua
sampai 4 motif sekuen nukleotida
sebagai sekuen konservatif. Marka
ini sangat berguna sebagai marka
genetik karena bersifat kodominan,
sehingga dapat mendeteksi kera-
gaman alel pada level yang tinggi,
mudah dan ekonomis dalam peng-
aplikasiannya karena mengguna-
kan proses PCR.

Bentuk pengulangan sekuen
DNA sederhana yang berulang-
ulang menjadikan marka mikrosa-
telit sering disebut simple sequerice
repeat (SSR), short tandem repeats
(STRs) atau simple sequence length
polymorphisms (SSLPs) yang seka-
rang menjadi salah satu marka pa-
ling banyak digunakan secara luas
untuk pemetaan genetik, analisis
keragaman genetik, dan studi evo-
lusi (Temnykh ef al. 2000). Marka
ini muncul sebagai marka yang sa-
ngat varatif dan mudah diulang,
menjadikan sangat ideal untuk pe-
metaan genom.

Hak Cipta © 2004, BB-Biogen

Mikrosatelit ini merupakan sa-
lah satu tipe polimorfisme yang ber-
ulang-ulang, yang biasa dikelom-
pokkan ke dalam simple tandem
repeat polymorphisrn (STRP), kare-
na perbedaan genetik di antara mo-
lekul-molekul DNA yang mengan-
dung sejumlah kopi sekuen DNA
pendek yang diulang beberapa kali.
STRP yang memiliki pengulangan 2-
9 pasang basa sering disebut mikro-
satelit, sedangkan STRP dengan
pengulangan 10-60 pasang basa
sering disebut minisatelit atau
variable number of tandem repeats
(VNTR) (Hartl dan Jones 2000).
Gupta et al. (1996) menyebutkan
mikrosatelit tersebar di seluruh ge-
nom, sedangkan minisatelit seba-
gian besar terpusat di dekat telo-
mer.

Mikrosatelit kloroplas (¢pSSRs)
sama dengan mikrosatelit di dalam
inti sel, tetapi ulangan hanya bisa 1
pasang basa (misal (T)n). Setiap
spesies biasanya memiliki ciri khas
dalam pengulangan sekuen seder-
hana ini. Misalnya pada padi se-
kuen mikrosatelit ini memiliki urut-
an dari yang terbanyak, yaitu (GA)n,
(GTn, (TTG)n, (ATTn, (CGG)n,
(TCT)n, (CAG)n, (TGG)n, (GATA)n,
(ATC)n, (CTTDn, dan (CATG)n

(McCouch ef al. 1997). Secara
umum sekuen AT paling banyak
terdapat pada tanaman sedangkan
AC/TG pada hewan {Morganie dan
Olivieri 1993). Motif lain yang juga
banyak didapatkan di dalam ge-
nom tanaman adalah (GA)n. Selain
itu, motif (AAG)n dan (AAT)n meru-
pakan motif trinukleotida yang se-
ring ditemukan dalam genom ta-
naman. Pengulangan (CA)n terda-
pat pada genom rnanusia sekitar
50.000 buah, dengan n sekitar 10
sampai 60. Pengulangan tri dan
tetra nukleotida juga umumnya ter-
dapat pada genom manusia. Peng-
ulangan moiif CA juga banyak dida-
patkan pada mamalia, namun motif
ini sangat sedikit ditemukan di da-
lam genom tanaman. Dilaporkan
bahwa setiap 100 pasang basa DNA
akan didapatkan 2-3 lokus mikrosa-
telit pada primata, 1,8 lokus pada
yeast, dan 0,224 pada tanaman.

FUNGSI MIKROSATELIT

Fungsi utama sekuen mikrosa-
telit sampai saat ini belum begitu je-
las. Beberapa peneliti melaporkan
bahwa sekuen mikrosatelit banyak
ditemmukan pada (1) ORF (Open
Reading Frame)/tempat membuka-
nya rantai DNA, (2) bagian utas 3’
dan 5’ yang tidak ditranslasikan, (3)
intron-intron, dan (4) bagian antar
gen. Dilaporkan bahwa sekitar 80%
pengulangan nukleotida GC terjadi
di dalam ekson, sedangkan AT ber-
ada di empat tempat tersebut. Cho
et al. (2000) melaporkan bahwa da-
ri 27 mikrosatelit yang diteliti pada
genom padi, 13 di antaranya berada
pada UTR (UnTranslated Region/
daerah yang tidak ditranslasikan), 6
berada di dalam iniron. dan 8 di
dalam ORF. 8 marka pada ORF se-
muanya mengandung pengulangan
GC dan menunjukkan tingkat poli-
morfisme yang sangat rendah.
Sekuen mikrosatelit yang berada di
dalam intron atau UTR memiliki va-
riasi molif yang tinggi (paling ba-
nyak pcli GA dan AT untuk motif
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dua atau tiga nukleotida) dan cen-
derung lebih banyak polimorfik. Hal
ini berarti sekuen mikrosatelit yang
ditemukan di dalam ORF tidak mi-
rip yang ditemukan di dalam gen.
Sekuen mikrosatelit juga banyak
ditemukan di dalam gen. Misalnya
pada jagung terdapat 170 gen vang
mengandung sekuen mikrosatelit.
Sekuen ini menyisip di dalam gen
tersebut.

Variasi mikrosatelit merupakan
hasil dari perbedaan unit peng-
ulangan. Perbedaan ini disebabkan
kesalahan pada saat proses repli-
kasi DNA; saat terjadi perpanjangan
untai DNA terjadi “slip” ketika se-
dang mengkopi bagian-bagian
pengulangan, sehingga menyebab-
kan pengulangan ini terjadi. Peru-
bahan jumlah pengulangan ini bisa
terjadi juga saat terjadi peristiwa
pindah silang yang tidak seimbang
(Robinson dan Harris 1999). Peris-
tiwa kesalahan pada saat replikasi
diperagakan pada Gambar 1.

Secara umum menurut panjang
nukleotida, mikrosatelit dibagi ke
dalam tiga kelompok, yang dapat
dilihat dalam Tabel 1. Perkiraan
awal mikrosatelit di dalam genom
padi berdasarkan metode hibridisa-
si yang menggunakan klon-klon da-
ri pustaka genomn, temyata ada se-
kitar 244.400 untuk mikrosatelit ke-
lompok I, dan 94.460 untuk mikro-
satelit kelompok II; sehingga total
mikrosatelit yang terkandung dalam
genom padi sekitar 118.900 (Mc
Couch et al. 2001).

Ahli lain membagi mikrosatelit
ke dalam tiga jenis, yakni perfect
repeats, imperfect repeats, dan
compound repeats. Perfect repeats
terditi dari sekuen dengan tanpa se-
lang sepanjang ulangannya, irnper-
fect repeats terdiri atas suatu ulang-
an perfect atau imperfect yang ber-
gabung dengan ulangan sederhana
sekuen lain, dan compound repeats
terdiri atas ulangan dengan satu
atau lebih selang sepanjang ulang-
annya. Perfect repeats cenderung
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lebih polimorfik dibandingkan de-
ngan 2 jenis mikrosatelit lainnya.
Contoh pengelompokan disajikan
pada Tabel 2.

PEMBUATAN MARKA
MIKROSATELIT

Perbedaan jumlah  sekuen
mikrosatelit ini menjadikan dasar
analisis polimorfisme dalam genom
suatu organisme. Polimorfisme ini
dipakai untuk mendeteksi perbeda-
an antar individu. Primer yang di-
buat terdiri dari primer kiri dan ka-
nan dan dipakai untuk mengampli-
fikasi sekuen mikrosatelit yang ter-
dapat di antara kedua primer terse-
but. Setelah dilakukan separasi da-
lam gel agarose atau poliakrilamid
dan dilakukan pewarnaan menggu-
nakan etidium bromida atau silver
Staining perbedaan panjang sekuen
mikrosatelit ini akan kelihatan jelas.

VoL 6, No. 2

Contoh polimorfisme antar dua
individu dapat dilihat Gambar 2. Pri-
mer yang didesain untuk mende-
teksi sekuen mikrosatelit merupa-
kan primer spesifik yang hanya
akan mendeteksi sekuen tersebut.
Untuk menghindari kesalahan da-
lam amplifikasi sekuen mikrosatelit
dalam DNA, suhu penempelan pri-
mer (annealing) dalam proses PCR
biasanya menggunakan suhu yang
tinggi berkisar antara 50-60°C ter-
gantung pola nukleotida primer
yang dibuat.

Metode yang digunakan untuk
mendesain marka/primer mikrosa-
telit sangat beragam tetapi pada da-
samya terbagi pada ekstraksi DNA,
pembuatan pustaka DNA, skrining
pustaka berdasar sekuen mikrosa-
telit, pengurutan sekuen DNA klon-
klon yang positif, mendesain pri-
mer, mengujikan primer dengan

(CA)s

S8 eesC_

L

Tempat-tempat yang mungkin disisipi

- sssse— SsOssss—

B

f

Tempat yang akan disisipi

—
& —-8-888—

Pengulangan baru

A = kotak-kotak hitam adalah nukleotida CA yang berulang sampai 5 kali (CA)s dan kemung-
kinan tempat-tempat terjadinya stip, B = alel-alel (CA)s mendapat pengulangan, di mana dua
Hustrasi menunjukkan bagaimana hasil akhir menjadi (CA)s di tempat yang berbeda

Gambar 1. Peristiwa kesalahan pada saat replikasi

Tabel 1. Pembagian kelompok mikrosatelit

Jumlah pengulangan

Pembagian Panjang nukleotida

Dua (di) Tiga Empat
Kelompok | =20 nt 210 >7 =5
Kelompok I 12-20 nt 6-9 4-8 34
Kelompok I11 6-12 35 2-3 2

Tabel 2. Contoh pengelompokan mikrosatelit

Kategori Contoh

Perfect repeats (CA)14

Imperfect repeats TAAT(TAA)AATATAATA
Compound repeats (TA)31(CA)42
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amplifikasi pada individu awal, dan
mengetahui  posisi primer pada
kromosom (Rajora et al. 2001).

Pembuatan marka mikrosate-
lit, misalkan untuk padi maka akan
dilakukan dengan membuat pusta-
ka genom padi terlebih dahulu.
Padi yang digunakan adalah IR36
dengan enzim restriksi Tsp 509 I.
Hasil restriksi kemudian diseparasi
dalam 2% gel agarose, kemudian
DNA diambil pada ukuran 300-800
pb. Koloni yang mengandung DNA
tersebut kemudian diseleksi berda-
sarkan motif sekuen DNA tertentu,
baik menggunakan PCR atau hibri-
disasi Southemn. Koloni yang terpilih
kemudian disekuen dan dibuat pri-
memya. Primer yang sudah dibuat,
diuji dengan memakai primer ter-
sebut untuk mengamplifikasi DNA
IR36. Tahap selanjutnya adalah me-
metakan sekuen primer tersebut
pada kromosom padi sehingga da-
pat diketahui di mana letak primer.
Informasi tentang posisi primer sa-
ngat diperlukan untuk memilih pri-
mer-primer yang dibutuhkan untuk
kepentingan mapping atau MAS
(rnarker assisted selection) (Chen
et al. 1997). Peta yang sudah dibuat
akan melengkapi peta genom padi
yang telah dibuat dengan menggu-
nakan marka RFLP, AFLP, RAPD,
ataupun isozym. Nu-nome et al.
(2003) menggunakan metode seje-
nis untuk mendesain primer mikro-
satelit pada tanaman terong. Demi-
kian pula Crouch et al. (1998) ke-
tika mendesain primer mikrosatelit
untuk pisang.

Metode lain yang sekarang mu-
lai dikembangkan adalah dengan
menggunakan database sekuen
DNA yang sudah ada. Dengan me-
lihat sekuen DNA maka akan dapat
diketahui pola dan posisi mikrosa-
telit yang terkandung di dalam se-
kuen DNA tersebut. Setelah diketa-
hui sekuen pengapitnya maka pri-
mer mikrosatelit dapat dibuat. Pro-
ses selanjutnya adalah menguji pri-
mer tersebut dan memetakannya
pada kromosom tanaman tersebut.

Menurut Cho ef al. (2000) marka
mikrosatelit yang dibuat dengan
metode biasa memiliki tingkat poli-
morfisme lebih tinggi dibandingkan
dengan yang dibuat berdasarkan
database DNA (83,8% vs 54,0%).
Metode ini telah diadopsi oleh He et
al. (2003) untuk membuat primer
mikrosatelit tomat. Lee et al. (2004)
bahkan menggunakan dua cara se-
kaligus untuk membuat primer mi-
krosatelit pada cabe, yakni men-
skrining klon-klon yang mengan-
dung DNA dan mencari sekuen mi-
krosatelit berdasarkan database se-
kuen DNA yang sudah ada.

Sampai saat ini marka mikro-
satelit telah banyak dibuat pada
banyak spesies, seperti manusia,
tikus, mencit, anjing, ayam (Dietrich
et al. 1994). Pada tanaman telah
berhasil dibuat peta mikrosatelit pa-
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da barley (Becker dan Heun 1995),
kedelai (Akkaya er al. 1992), kacang
tanah (Hopkins et al. 1999), jagung
(Senior dan Heun 1993), padi (Aka-
gi et al. 1996; Mc Couch et al. 1997;
Temnykh et al. 2000), kelapa (Rive-
ra et al. 1999), tomat (Bredemeijer
et al. 2002), anggur (Scott et al.
2000) dan masih banyak lagi spe-
sies tanaman yang lain.

Beberapa contoh marka mikro-
satelit yang telah berhasil dibuat
dapat dilihat di dalam Tabel 3.

APLIKASI MARKA MIKROSATELIT

Aplikasi marka mikrosatelit sa-
ngat mudah. Sekali satu marka di-
dapatkan maka langkah pertama
vang harus dilakukan adalah proses
PCR, tergantung pada metode yang
digunakan. Seandainya memakai

1 NREER B i CGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACG Bt L1111
Primer 1 Primer 2
2 HNEEN - * CGACGACGACGACGACGACGACGACGACGACG Sk M N

Bagian yang diamplifikasi

Gambar 2. Perbedaan jumlah sekuen mikrosatelit menyebabkan perbedaan pola pita

Tabel 3. Contoh tanaman yang telah berhasil dibuat marka mikrosatelit

Tanaman Species Jumlah primer mikrosatelit yang telah dibuat*!
Padi Oryza sativa 22963
Jagung Zea mays 1966
Kedelai Glycine max 597
Ubi kayu Manihot esculenta 318
Arabidopsis Arabidopsis thaliana 290
Kapas Gossypium spp. 217
Tebu Saccharum spp. 200
Gandum Triticum aesfivum 193
Barley Hordeum vulagare 44
Pinus Pinus spp. 28
Pisang Musa spp. 28
Ubi jalar Ipoemea batatas 26
Bit guia Beta vulgaris 25
Terong Solanum melongena 37
Kacang tanah Arachis hypogaea 11
Anggur Vitis vinifera 124
Cemara Picea glauca 24
Tomat Lycopersicon esculentum 158
Cabe Capsicum annuum 76
Kelapa Cocos nucifera 61

*jumlah primer mikrosatelit setiap periode bisa meningkat jumlahnya
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label (fluoresent atau radioaktif)
maka salah satu primer harus diberi
label. Produk PCR dipisahkan pada
gel poliakrilamid yang memiliki
resolusi tinggi, dan produk yang di-
hasilkan dideteksi dengan detektor
flurosent atau film X-ray (Robinson
dan Harris 1999). Yang paling ba-
nyak digunakan saat ini adalah gel
poliakrilamid yang terdenaturasi
(poliakrilamid ditambah urea). Ke-
lebihan gel poliakrilamid ini adalah
(1) memiliki daya pisah yang sangat
tinggi sehingga dapat membedakan
molekul DNA dengan perbedaan
ukuran sampai 1 pasang basa dan
sangat efektif dalam memisahkan
fragmen kecil DNA (50-500 pasang
basa), (2) dapat menggunakan
sampel dalam jumlah banyak, dan
(3) DNA vang diambil dari gel poli-
akrilamid jelas kemurniannya dan
dapat digunakan untuk keperluan
lain (Sambrook 1989). Perlu diketa-
hui bahwa penggunaan gel poliakri-
lamid dan silver staining sangat ber-
bahaya karena merupakan bahan
kimia beracun. Penggunaan gel
agarose yang dicampur dengan
superfine agarose (sejenis agarose
yang memiliki tittk beku rendah,
misalnya MetaPhor™) juga menjadi
alternatif untuk mengurangi bahaya
keracunan,

Aplikasi marka mikrosatelit di
bidang pemuliaan tanaman sangat
banyak, di antaranya:

Mendeteksi Kekerabatan
Tanaman

Penggunaan marka molekuler
untuk mendeteksi studi kekerabat-
an tanaman sudah banyak dilaku-
kan. Penggunaan marka motfologi
(berdasarkan pengamatan visual)
kadang sulit dilakukan untuk bebe-
rapa tanaman yang memiliki keke-
rabatan dekat. Marka mikrosatelit
memiliki kelebihan dibandingkan
marka lain karena primer yang di-
gunakan sudah spesifik untuk spe-
sies tertentu. Bahkan dengan peng-
gunaan standar alel untuk lokus
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tertentu pada marka ini memung-
kinkan penggabungan data beber-
apa kelompok peneliti. Misalkan
yang dilakukan oleh George et al
(2004) yang melakukan analisis ke-
kerabatan untuk tanarman jagung di
Asia, digunakan untuk studi kekera-
batan jagung di Cina dan Indonesia.
Untuk menggabungkan data kedua

negara tersebut digunakan alel
standar.
Maroof (1994) telah berhasil

mendeteksi keragaman sejumlah
lokus mikrosatelit pada barley.
Yang et al. (1994) telah mengelom-
pokkan 238 nomor aksesi padi ke
dalam dua kelompok indica dan
japonica. Garland et al. (1999) juga
berhasil membuat peta genetik pa-
da 43 galur-galur padi dari Australia.
Teulat et al. (2000) dan Perera et al.
(2000) melakukan penelitian studi
keragaman genetik pada kelapa
(Cocos nucifera L.). Contoh hasil

amplifikasi menggunakan marka
mikrosatelit dapat dilihat pada
Gambar 3.

A M 123 45678910111213141516171819202122M

@

1 = Dupa, 2 = ITA131, a = pita seperti tetua ITA131, b = pita seperti tetua Dupa, ¢ = pita

seperti kedua tetua (heterosigot)

VoL 8, No. 2

Pemetaan Gen

Penggunaan marka mikrosatelit
untuk tujuan pemetaan gen sangat
disukal oleh banyak peneliti. Apli-
kasi dengan menggunakan sistem
multiple loading memungkinkan
untuk satu kali running bisa meng-
gunakan banyak sampel. Misalkan
menggunakan sisir yang berisi 100,
apabila menggunakan 4 kali load-
ing akan bisa menampung 400
sampel. Hal ini akan mempercepat
pelaksanaan penelitian. Prinsip ker-
ja marka mikrosatelit yang berda-
sarkan proses PCR dan bersifat
kodominan membuat marka ini
sangat cocok untuk eksplorasi gen
dalam genom organisme.

Beberapa hasil penelitian pe-
metaan gen yang telah dipublikasi-
kan misalnya telah berhasil dipeta-
kan gen-gen Adh I, gpc 1, Pdk 1,
dan Tpi pada jagung dengan meng-
gunakan primer mikrosatelit motif
CT (Senior dan Heun, 1993). Bligh
et al. (1995) berhasil memetakan
gen waxy pada padi, Septiningsih ef
al. (2003) telah berhasil memeta-
kan beberapa komponen hasil

e

TER,

A. Genotipe-genotipe terong (Solanum melongena) yang diamplifikasi menggunakan primer
mikrosatelit EM114 pada gel poliakrilamid 5% (Nunome et al. 2003)

B. Hasil amplifikasi 94 galur F2 (Dupa x ITA131) menggunakan primer CT 106a (=RM 216)
pada gel poliakrilamid 5% (Prasetiyono et al. 2003)

Gambar 3. Contoh hasil amplifikasi menggunakan primer mikrosatelit yang dipisahkan pada

gel poliakrilmid
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(misal tinggi tanaman, umur berbu-
nga, jumlah gabah isi, dan lain-lain)
pada O. rufipogon.

Marker Assisted Selection (MAS)

Salah satu kebutuhan dasar di
dalam program pemuliaan tanam-
an adalah bagaimana cara menye-
leksi tanaman dalam jumlah sangat
banyak dalam waktu yang singkat
dan pada fase awal pertumbuhan.
Apabila hanya berdasarkan seleksi
fenotipik saja kadang-kadang sulit
dilakukan karena sangat dipenga-
ruhi lingkungan. Selain itu, untuk ta-
naman tahunan seleksi pada tahap
pembibitan akan sangat menekan
biaya produksi di masa mendatang.

Penggunaan marka mikrosatelit
untuk tujuan MAS ini akan sangat
efektif karena waktu yang diperlu-
kan untuk analisis relatif cepat. DNA
yang dibutuhkan juga sangat sedi-
kit. Apalagi dengan adanya mesin
ekstraksi DNA, proses isolasi DNA
bukan lagi menjadi kendala, Per-
soalan waktu analisis ini menjadi
sangat penting ketika seorang pe-
mulia harus secepatnya memilih
tanaman sebagai bahan persilang-
an pada waktu yang pendek. Peng-
gunaan marka mikrosatelit akan
membantu program seleksi tanam-
an dengan cepat dan akurat.

Perbedaan marka mikrosatelit
dibandingkan dengan marka-marka
lain yang sudah ada dapat dilihat
dalam Tabel 4.

Aplikasi marka mikrosatelit ti-
dak hanya terbatas pada tiga con-
toh di atas tetapi pada perkem-
bangan selanjutnya bisa digunakan
untuk keperluan lain, misalnya un-
tuk mendeteksi mutasi suatu spe-
sies, studi evolusi, program padi
hibrida, perbandingan genom antar
spesies, studi kemumian benih, dan
lain-lain. Kelimpahan sekuen mi-
krosatelit dalam genom suatu spe-
sies menjadikan marka ini sangat
efektif sebagai salah satu marka pi-
lihan untuk keperluan genetika atau
pemuliaan.

OTOMATISASI ANALISIS
MIKROSATELIT

Dengan penggunaan primer
yang berlabel pelaksanaan analisis
mikrosatelit menjadi sangat mudah.
Metode ini punya banyak kelebihan
dibandingkan dengan metode pe-
warnaan silver. Waktu pelaksanaan
menjadi lebih singkat karena tidak
membutuhkan poliakrilamid dan
silver staining. Produk PCR yang di-
hasitkan tinggal dimasukkan ke da-
lam mesin (qutornatic sequencer)
dan kita tinggal menunggu hasil
melalui layar komputer. Keuntung-
an lain dengan sistemn ini adalah (1)
jurnlah sampel yang dideteksi men-
jadi lebih banyak karena satu su-
mur bisa mendeteksi banyak pri-
mer (menggunakan warna yang
berbeda beda), (2) pita-pita yang
dihasilkan menjadi akurat karena

Tabel 4. Perbandingan marka RFLP, RAPD, AFLP, dan mikrosatelit
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akan lebih jelas dan posisinya akan
dapat dideteksi secara tepat (peng-
gunaan ffernal size standard
membantu dalam melihat posisi
pita secara tepat). Kadang-kadang
posisi pita ini sangat sulit dideteksi
apabila terjadi smiling band. De-
ngan internal size standard secara
otomatis pita-pita yang bengkok
akan diluruskan di dalam kompu-
ter, (3) mengurangi kebutuhan
volume reaksi PCR, yang tentu saja
akan mengurangi biaya (Mc couch
et al. 2001; Cobum et al. 2002).
Penggunaan semi-automatisasi un-
tuk deteksi DNA pertama kali di-
laporkan oleh Carrano pada tahun
1989. Setelah itu, banyak sekali
publikasi yang menggunakan meto-
de ini. Untuk negara maju metode
ini sangat bermanfaat karena dapat
menghemat waktu deteksi, walau-
pun input yang harus dikeluarkan
lebih besar dibandingkan dengan .
cara biasa. Bredemeijer ef al.
(1998) telah melaporkan pengguna-
an metode ini pada tomat dengan
hasil yang baik.

Penggunaan metode mutakhir
ini semakin berkembang dengan
hadimya mesin-mesin yang diran-
cang khusus. Misalnya CEQ-8000
dari perusahaan Beckman, ABI
PRISM® Genetic Analyzer dari
Applied Biosystems, ALF-Express
dari Amersham, dan produk-produk
lainnya. Pemakaian sistem otoma-
tisasi ke depan akan semakin ber-

Karakter RFLP

RAPD

Mikrosatelit

AFLP

Prinsip dasar

Lokus Kodominan
Jumlah DNA yang dibutuhkan 5-10 ug
Dibutuhkan informasi sekuen  Tidak

Cara Deteksi

biotin
Daya ulang Tinggi
Lokus spesifik Ya
Tingkat kesulitan Tinggi
Biaya operasional Tinggi
Waktu pelaksanaan Lama
Skoring data Mudah
Otomatisasi Tidak bisa

Hibridisasi blot DNA

Autoradiografi, labeilling Etidium bromida

Amplifikasi PCR
menggunakan primer acak

‘Dominan Kodominan
10-25 ng 10-100 ng
Tidak Ya

Rendah

Tingai
Tidak Ya
Rendah Rendah
Rendah Tinggi
Cepat Sedang
Agak sulit Mudah
Tidak bisa Bisa

Amplifikasi PCR pada
lokus mikrosatelit

Etidium bromida; silver
staining, fluorescen __

Amplifikasi PCR menggunakan
primer acak yang terseleksi
Dominan
50-100 ng

- Tidak -
Silver staining, fluorescen

Tinggi
Tidak
Sedang
Tinggi
Lama
Suiit
Bisa
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kembang pesat seiring dengan ke-
butuhan analisis DNA yang semakin
banyak.

KESIMPULAN

Marka mikrosatelit merupakan
salah satu marka molekuler yang
sangat populer karena sangat varia-
tif dalam genom suatu spesies, sa-
ngat berlimpah, stabil, dan mudah
diaplikasikan. Penggunaan marka
mikrosatelit sangat menunjang per-
kembangan studi genetika dan
program pemuliaan. Otomatisasi
analisis mikrosatelit akan memper-
cepat perkembangan penelitian
menggunakan marka ini.
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