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ABSTRAK
Informasi tingkat polimorfik marker Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) atau mikrosatelit penting untuk diketahui untuk menentukan marker-marker yang efektif yang digunakan untuk identifikasi sidik jari DNA. Penelitian ini dilakukan untuk memverifikasi  keefektifan dari 5 primer mikrosatelit (F218, F231, F209,  BS537 dan BS3) dalam mengamplifikasi spesies marchantia. Marchantia emarginata, Marchantia geminata, Marchantia paleacea, dan Marchantia polymorpha digunakan sebagai sample yang diambil dari Gunung Gedhe Pangrango, Jawa Barat Indonesia. Analisis Nilai polymorphism information content (PIC) digunakan sebagai dasar penentuan efektivitas dalam proses amplifikasi yang diperoleh dari hasil visualisasi pita DNA dengan GelAnalyzer dan Power Marker. Hasil penelitian kami menunjukkan bahwa tiga primer ISSR (F218, F231, dan F209) yang diuji adalah polimorfik, sementara dua diantaranya monomorfik. Tiga lokus mikrosatelit menunjukkan tingkat keragaman genetic yang tinggi (> 0.5) dengan ukuran fragmen berkisar antara 173 bp – 330 bp.  Nilai PIC tertinggi terdapat pada primer F209 yaitu 0,91. Sedangkan nilai PIC pada primer F218 dan F231 masing-masing adalah 0,90 dan 0,64. Hasil ini mengungkapkan bahwa 3 penanda mikrosatelit yang polimorfik (F218, F231, dan F209) dapat digunakan untuk eksplorasi keragaman genetik Marchantia.
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1. Introduction

Marcantia merupakan genus yang memiliki anggota cukup banyak yang tumbuh di Indonesia. Gunung Gede Pangrango, West Java menjadi habitat yang sesuai sebagai tempat tumbuhnya jenis lumut ini. Jenis yang paling banyak adalah Marchantia emarginata, Marchantia geminata, Marchantia paleacea, dan Marchantia polymorpha. Beragamnya jenis marchantia tersebut ternyata masih belum banyak diteliti sumber daya genetiknya. Basis data genetik sangat penting untuk mendukung usaha pemuliaan dan konservasi tanaman. Basis data genetik yang sedikit dapat menjadi masalah utama yang mengancam perkembangan kemajuan genetik tanaman. Keanekaragaman genetic memberikan informasi yang sangat penting dan dibutuhkan untuk mempertahankan dan mengembangkan sumber daya hayati yang ada. 
Di Indonesia, data genetic Marchantia yang endemic masih belum banyak dikaji. Padahal Indonesia memiliki keanekaragamn lumut yang cukup tinggi, termasuk Marchantia. Keragaman genetik berdasarkan sifat-sifat fenologi, morfologi dan biokimia memang pernah dilakukan, namun variasi yang terjadi dapat dipengaruhi oleh faktor lingkungan. Beberapa peneliti di dunia telah meneliti keanekaragaman genetic jenis lumut dengan berbagai metode molekuler. Teknologi Analisis DNA yang telah berkembang pesat sekarang ini menjadi metode unggulan dalam pembuatan profil genom, pemetaan asosiasi, sidik jari dan menilai keragaman genetik dan struktur di banyak tanaman, termasuk lumut (liverworts). 
Penanda DNA seperti inter-simple sequence repeats (ISSR) dapat digunakan sebagai alternative untuk menilai hubungan dan tingkat keragaman genetic lumut. Beberapa penelitian telah dilakukan dengan metode ini untuk identifikasi keaneragaman lumut. Dalam beberapa kasus, masalah yang ditemui adalah rendahnya tingkat variabilitas banyaknya penanda molekuler yang digunakan pada tingkat takson yang lebih rendah. ISSR menjadi pendekatan yang paling cocok dalam analisis keragaman genetik tanaman karena mereka berlimpah, kodominan, dapat mengungkapkan tingkat polimorfisme yang tinggi dan terdistribusi luas sepanjang kromosom (Carsono, dkk., 2016). Selain itu, ISSR dapat menghasilkan pita yang lebih andal dan dapat direproduksi daripada RAPD karena suhu annealing lebih tinggi dan sekuens primer yang lebih panjang. Teknik ISSR memerlukan primer yang menggabungkan sekuen komplementer spesifik pada DNA sasaran (Vieira, et al., 2016). Primer berfungsi untuk sintesis sekuen spesifik DNA secara in vitro (Nilkanta, et al., 2017). Dari banyaknya keunggulan pada marka ISSR, masalah yang sering muncul adalah terlalu sulitnya menggunakan penanda yang sesuai karena variasi penanda yang banyak seperti mikrosatelit. 
Beberapa kasus memang banyak yang telah berhasil membuat primer spesifik untuk amplifikasi DNA jenis lumut. 12 penanda ISSR telah berhasil mengamplifikasi Marchantia inflexa dengan sukses (Brzyski, et al., 2012). Namun dari markah-markah tersebut belum tentu dapat mengamplifikasi spesies lain dengan sempurna. Pada penelitian ini kami mencoba mengungkap efektivitas primer ISSR tersebut ke spesies Marchantia lain. Kami mengambil primer terpilih tersebut dari databae NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) secara acak. Penanda kelas ini menunjukkan polimorfisme fragmen DNA yang terletak di antara daerah mikrosatelit. Kami juga mengambil 2 primer polimorfism lain sebagai pembanding. Penelitian ini adalah penelitian pertama yang berusaha membuktikan efektivitas primer yang telah di design sebelumnya yang diamplifikasikan ke DNA target spesies Marchantia yang berbeda.

2. Material and Methods 
1.1. Ekstraksi DNA
4 genotipe Marchantia (Marchantia emarginata, Marchantia geminata, Marchantia paleacea, dan Marchantia polymorpha) yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari Gunung Gedhe Pangrango, Jawa Barat Indonesia. Sample daun muda dan segar diambil dan disimpan dalam silika gel sampai proses ekstraksi di laboratorium sel dan molekuler, BB Biogen Bogor, Indonesia. Sample daun dipotong kecil-kecil lalu masukkan ke dalam mikrotube 2.0 ml dengan menambahkan. Liquid Nitrogen. Setelah 3 menit, sample digiling secara manual hingga lisis kemudian diinkubasi dalam waterbath pada suhu 650C selama 20 menit diikuti dengan penambahan 700 µl buffer extrak. Setelah dingin sample lalu dikocok dengan menambahkan 700 µl Chisam (campuran klorofom : isoamil alkohol dengan perbandingan 24:1). Centrifuge campuran dilakukan selama 10 menit dengan kecepatan 15.000 rpm suhu 200C. Kemudian 500 µl supernatan dipindahkan kedalam mikrotube 1.5 ml dan ditambahkan etanol sampai 1000 µl. Centrifuge selama 5 menit dengan kecepatan 12.000 rpm suhu 200C. Pencucian DNA dilakukan 2 kali dengan menambahkan etanol sebanyak 200 µl. Terakhir, cairan etanol dibuang dan ditambahkan 200 µl TE kemudian diinkubasi dalam waterbath dengan suhu 650C selama 20 menit. 
1.2. PCR Amplifikasi
Volume akhir sebanyak 15 µl yang terdiri dari ultrapure water 3,9 µl, 5 µl mix (kappa 2g fast reading mix), 1 µl dNTPs, 1 µl forward dan reverse primer, 0,1 µl Taq polymerase, 4 µl DNA digunakan untuk 1 kali reaksi pada proses amplifikasi. Reaksi PCR dilakukan 3 tahapan yaitu Pra PCR, PCR, dan Post PCR. Pra PCR dilakukan pradenaturation (950) selama 1 menit. Pada reaksi PCR dilakukan sebanyak 40 siklus yaitu: denaturation (950) selama 30 detik, annealing (550) selama 30 detik, dan extention (720) selama 30 detik. Post PCR terdiri dari final extention (720) selama 5 menit dan refrigeneration (120) selama 20 detik.
PCR amplikon dianalisis dengan elektroforesis pada 8.0 % gel polyacrylamide secara vertikal untuk mengkonfirmasi ukuran yang diharapkan dari amplikon dengan merendam pada larutan EtBr. Pola pita divisualisasikan menggunakan ChemiDoc Image Analyzer. Hasil akhir dibaca dengan bantuan software GelAnalyzer dan diskor untuk mendapatkan nilai PIC (Polymorphism Information Content) dengan PowerMarker software ver. 3.25.
1.3. Primer Screening
Database primer terpilih diambil  melalui situs web National Center for Biotechnology Information (NCBI) di http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Urutan yang diambil adalah sebagai berikut: F218, F231, F209,  BS537, dan BS3. Urutan sequences primer secara detail disajikan pada tabel 1.

Tabel 1. Primer sequences and genetic characteristics of 5 microsatellite primer pairs developed in Marchantia inflexa and Brachypodium sylvaticum
	Locus
	GenBank accession no.
	Primer sequences (5’–3’)
	Repeat motif
	Ta (°C)
	Product size (bp)
	Referensi

	F218
	JQ812721
	F:TCCAGACGGACCCGCAATTT
	(CT)13
	55
	179
	Brzyski, et al. 2012

	
	
	R:TGCACCACGCCCTTCTCTGT
	
	
	
	

	F231
	JQ812718
	F:CGGAGCGATTCAGGGCACACC
	(CT)13
	60
	173
	Brzyski, et al. 2012

	
	
	R:AGCGGGTGGAGCGAGCGATT
	
	
	
	

	F209
	JQ812714
	F:CCCAGCAGCCCTCCAGAAGT
	(CT)13
	56
	286
	Brzyski, et al. 2012

	
	
	R:CACAACGCGCAACTGCACTG
	
	
	
	

	BS537
	JQ307463
	F:GGATTGATATTGGCATTGAGTT
	(CAG)5
	55
	139-190
	Xinchun et al. 2013

	
	
	R:TGGAATGTCACATTGTTTAGGA
	
	
	
	

	BS3
	JQ307442
	F:CCTCGGGTGATCGATTCTTA
	(GGC)6
	55
	117
	Xinchun et al. 2013

	
	
	R:CGTTCAGCTCCTCGTAGTCC
	
	
	
	



1.4. Analisis Data

Profil ISSR dinilai untuk setiap kehadiran pita (1) dan yang absen (0) dari pita yang terbentuk pada hasil GelAnalyzer dengan PowerMarker software ver. 3.25. Hanya band-band tertentu yang dapat dengan jelas diberi skor digunakan untuk analisis statistik. nilai PIC (Polymorphism Information Content) dihitung dengan rumus PIC = 1 − (ΣPi)2 (Avval, 2017). Pengkategorian nilai PIC menjadi 3 kelas yaitu : PIC > 0.5 (sangat informative) ; 0.25 > PIC < 0.5 (sedang) PIC < 0.25 (Botsein et al., 1980)


hasil 

Dalam studi ini, penanda polimorfik mikrosatelit untuk Marchantia diambil dari pustaka genomik database NCBI untuk diuji tingkat polimorfisnya terhadap target Marchantia lain. Sejauh pengetahuan kami, penanda mikrosatelit polimorfik tersebut belum dilaporkan untuk Marchantia emarginata, Marchantia geminata, Marchantia paleacea, dan Marchantia polymorpha di Indonesia. Penanda yang kami uji seharusnya memungkinkan untuk mengembangkan studi struktur populasi dan keragaman genetik Marchantia di masa depan. Hasil amplifikasi PCR-ISSR terhadap total DNA genom dari ke empat spesies Marchantia dengan menggunakan lima pasang primer ISSR (F218, F231, F209,  BS537, dan BS3) menghasilkan  pita DNA yang dapat dibaca pada software GelAnalyzer. Di antara 5 pasangan primer, 3 berhasil diamplifikasi, dan 2 sisanya gagal untuk memperkuat produk PCR. Dari 5 pasangan primer yang berhasil, 3 menghasilkan produk amplifikasi dari ukuran yang diharapkan (Figure 1).
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Gambar 1. Amplifikasi DNA dengan 5 primer ISSR polimorfik pada 4 spesies Marchantia.

Skrining polimorfik menemukan bahwa jumlah alel yang nampak sekitar 1 hingga 4 pada Marchantia ketika menggunakan lima lokus microsatelit polimorfik. Dalam penelitian ini, tingkat polimorfisme tinggi dipengaruhi oleh tiga lokus SSR dengan jumlah total 30 alleles, sedangkan dua pasang primer BS537 dan BS3 tidak dapat mengamplifikasi dengan sukses. (Tabel 1).

	Spesies
	Number of Allels
	

	
	F218
	F231
	F209
	BS537
	BS3
	Na

	M. emarginata
	200, 339, 408, 512
	250, 275
	288, 293, 320
	-
	-
	

	M. geminata
	172, 200, 300
	195, 240, 270
	288, 293
	-
	-
	

	M. paleacea
	195, 340
	187, 195, 240, 270
	175
	-
	-
	

	M. polymorpha
	195
	195, 240, 270
	170
	-
	-
	



	Spesies
	Number of Allels

	
	F218
	F231
	F209
	BS537
	BS3

	M. emarginata
	4
	2
	3
	-
	-

	M. geminata
	3
	3
	2
	-
	-

	M. paleacea
	2
	4
	1
	-
	-

	M. polymorpha
	1
	3
	1
	-
	-

	
	10
	12
	7
	
	



Hasil penelitian kami, pada primer F218 menunjukkan bahwa terdapat 1 sampai 4 alel yang teramplifikasi sempurna pada semua spesies Marchantia dengan total jumlah alel 10. M. emarginata  dan M. geminata menunjukkan alel tertinggi dengan  kisaran ukuran fragmen 173bp–512bp. Sementara pada M. paleacea  dan M. polymorpha hanya mampu memperlihatkan 1 sampai 2 alel dengan dengan  kisaran ukuran fragmen 200bp–2252bp. Pada primer F231 menunjukkan amplifikasi yang sangat baik pada semua spesies.  4 alel pada M. paleacea dapat terdeteksi paling baik dengan primer ini (ukuran fragmen 187bp–270bp). Sementara spesies lainnya hanya mampu terdeteksi 2-3 alel. Total jumlah allel yang dihasilkan dengan primer F231 dari semua spesies adalah 12 alel. Untuk Primer F209, semua Marchantia dapat teramplifikasi dengan total jumlah alel 7. 3 alel tertinggi dapat dimunculkan terhadap M. emarginata dengan kisaran ukuran fragmen 288bp–320bp. Sementara M. paleacea dan M. polymorpha hanya mampu dihasilkan 1 alel dengan kisaran ukuran fragmen masing-masing 175bp dan 170bp. Untuk primer BS537 dan BS3 ternyata tidak dapat mengamplifikasi jenis Marchantia.


Tabel 2. Nilai PIC tiap primer pada 4 spesies Marchantia
	Nama primer
	Nilai PIC

	F218
	0,90

	F231
	0,64

	F209
	0,91

	BS537
	0

	BS3
	0



Analisis pita DNA dan nilai PIC menunjukan diantara 5 pasang primer SSR yang digunakan terdapat 3 pasang primer yang dapat mengamplifikasi 4 spesies lumut hati. Primer-primer yang informatif ditunjukkan oleh nilai PIC ≥ 0,5 (Sharma, et al., 2009). Nilai PIC tertinggi terdapat pada pasangan primer F209 sebesar 0,91. Nilai PIC pada pasangan primer F218 0,90 dan pasangan primer F231 memiliki nilai primer paling rendah dengan nilai 0,64. Dan dua pasang primer lainnya BS537 dan BS3 tidak dapat mengamplifikasi empat sample lumut hati karena tidak terdapatnya pita DNA.

Tabel 2 menunjukkan indeks keanekaragaman diperkirakan untuk kolam renang Austria dan Belgia berdasarkan 1052 penanda DArT. Nilai-nilai kekayaan alel yang langka (A25) yang dicatat di kolam pemuliaan Austria dan Belgia adalah 1,396 dan 1,341, masing-masing, menunjukkan bahwa kolam pembiakan Austria mengandung keragaman yang sedikit lebih tinggi daripada kolam Belgia. Selanjutnya, persentase penanda polimorfik yang tercatat di kolam pemuliaan Austria dan Belgia adalah 93,79% dan 91,46%, masing-masing (Tabel 2). Nilai rata-rata dari jumlah efektif alel per lokus (NE) yang ditemukan di kolam pemuliaan Austria dan Belgia adalah 1,698 dan 1,602, masing-masing. Nilai HE dari kolam renang Austria dan Belgia masing-masing 0,411 dan 0,375. Selanjutnya, nilai-nilai PIC dari kolam renang Austria dan Belgia adalah 0,337 dan 0,298, masing-masing.
pembahasan

Sebagai pengakuan atas keunggulan relatif SSR dalam mendeteksi polimorfisme DNA [70], kekuatan diskriminatif masing-masing penanda SSR dinilai dengan menghitung konten informasi polimorfik (PIC). Nilai PIC lebih besar dari 0,7 dianggap sangat informatif, sedangkan nilai 0,44 dianggap cukup informatif. Dalam penelitian ini hasilnya menunjukkan nilai rata-rata PIC yang tinggi (rata-rata = 0,66) di semua lokus yang diuji.
Hasilnya lebih lanjut mengungkapkan bahwa dengan pengecualian locus sMg00016 (PIC = 0,47); sMg00087 (PIC = 0,82) akan menjadi yang terbaik dalam menyaring genotip kelapa sawit NIFOR diikuti oleh sMo00102 (PIC = 0,77), dan sMg00179 (PIC = 0,76). Dengan demikian, nilai PIC menunjukkan bahwa sekitar sembilan lokus ini bersifat informatif dan mampu membedakan antar genotipe. Hasil yang sangat mirip diperoleh dalam penelitian yang melibatkan analisis 8 lokus mikrosatelit dalam populasi 48 pohon induk kelapa sawit (E. guineensis) dari perkebunan pemuliaan Univanich Palm Oil Public Company Ltd di mana PIC berkisar antara 0,580 hingga 0,821. [71], mengonfirmasi bahwa microsatellite kelapa sawit sangat informatif. Arias dkk. [40] juga melaporkan nilai PIC maksimum 0,822 dalam studi perbandingan 189 bahan kelapa sawit yang diproduksi oleh perusahaan komersial yang berbeda menggunakan 17 penanda SSR. Hasil dari penelitian ini sesuai dengan laporan sebelumnya dari Billotte et al. [52] dan Singh et al. [39] pada polimorfisme tinggi dari marka mikrosatelit CIRAD dan MPOB kelapa sawit yang digunakan dalam penelitian ini. Pasangan penanda mikrosatelit yang sangat polimorfik ini telah digunakan untuk sidik jari genetik dalam program pemuliaan.
Penanda mikrosatelit bersifat multi-alelik dan ko-dominan, maka keunggulan relatifnya dalam mendeteksi polimorfisme DNA. Perbandingan hasil yang diperoleh dalam penelitian ini (4 - 9 alel per lokus dengan rata-rata 6,4 alel / lokus) dengan yang dipublikasikan sebelumnya menunjukkan bahwa rata-rata jumlah alel per lokus relatif lebih tinggi daripada yang sebelumnya dilaporkan untuk dua orang tua ( LM2T dan LM10T) dari populasi siklus minyak seleksi pertama BRT10 dengan perkiraan rata-rata 1,75 alel / lokus [72]. Itu juga lebih tinggi dari yang dilaporkan untuk sampel plasma nutfah Nigeria yang lebih baik dari asal NIFOR dan beberapa bahan survei dari Ayangba dan Bida (5,4 dan 5,3, masing-masing) dipertahankan di Pusat Nasional de la Recherche Agronomique (CNRA) di Pantai Gading [8] dan 9 D x P salib kelapa sawit dari berbagai perusahaan komersial Kolombia (4,5 alel per lokus) menggunakan 16 lokus SSR [40]. Namun, rata-rata alel per lokus dalam penelitian ini lebih rendah dibandingkan dengan 8 alel per lokus yang dilaporkan oleh Thongthawee et al. [71] di antara 132 pohon induk dari program pemuliaan kelapa sawit Thailand yang dilakukan di Univanich Palm Oil Public Company Ltd, menggunakan 8 lokus mikrosatelit.
Beberapa variabilitas ini dapat dijelaskan oleh perbedaan dalam jumlah genotipe yang terlibat, ditambah dengan jumlah penanda SSR yang digunakan. Jumlah alel per lokus dipengaruhi oleh jumlah penanda dan ukuran sampel yang dianalisis. Singh et al. [39] sebelumnya melaporkan jumlah alel per lokus yang lebih rendah (2.2 - 3.2) pada E.
plasma nutfah guineensis menggunakan kumpulan SSR yang lebih kecil dan jumlah alel meningkat (2.8 - 3.9) ketika Ting et al. [51] menggunakan serangkaian SSR yang lebih besar untuk mengevaluasi kumpulan plasma nutfah kelapa sawit yang lebih luas. Bahkan, Augustina dkk. [73] melaporkan total 163 alel (mean = 8.2) di antara 85 aksesi pisifera dari koleksi plasma nutfah asal yang berbeda di Sampoerna Agro Tbk (SA) di Indonesia. Bakoumé et al. [37] mendeteksi total 209 alel, dengan jumlah rata-rata 13,1 alel per lokus dalam sampel dari 494 kelapa sawit yang berasal dari 10 negara Afrika.
Cochard dkk. [8] memperoleh total 202 alel, dengan rata-rata 14,5 alel per lokus dalam 318 sampel minyak sawit dari delapan negara. Rendahnya jumlah alel dalam penelitian ini menunjukkan ukuran kecil bahan yang digunakan, yaitu, beberapa orang tua dari program pemuliaan dan jumlah keturunan yang terbatas untuk persilangan mereka. Hibridisasi dan seleksi ini cenderung mempengaruhi populasi dan menurunkan variabilitas alel. Beberapa penelitian menunjukkan kecenderungan umum hilangnya keragaman setelah beberapa siklus seleksi. Dalam studi terkait, Bakoumé et al.
[37] menyelidiki keragaman alelik dari 3 materi pemuliaan, menggunakan 16 penanda mikrosatelit dan mengamati bahwa alel langka adalah alel umum pada populasi kelapa sawit liar yang menunjukkan penurunan karena bertahun-tahun seleksi dalam bahan.

Hasil visualisasi PCR-ISSR dari lima pasang primer yang digunakan tiga pasang primer mampu mengamplifikasi empat sampel yang digunakan dan dua pasang primer tidak dapat mengamplifikasi empat sample yang digunakan. Pada dasarnya solasi DNA genom terdiri dari tiga langkah utama, yaitu perusakan dinding sel, (lisis), pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein, serta pemurnian DNA (Langga, 2012). Langkah-langkah tersebut menggunakan zat-zat kimia yang memiliki fungsi khusus.
Hasil pengujian kuantitas dengan nanodrop menunjukkan hasil yang cukup baik. Empat sample memperoleh DNA genom dengan kemurnian dan konsentrasi yang tinggi. 
Dari lima pasang primer yang digunakan tiga pasang primer berhasil mengamplifikasi DNA genom yaitu primer F218, F231, F209 (Brzyski, et al., 2012). Primer yang digunakan pada penelitian ini telah digunakan pada spesies Marcantia infexa. Hasil amplikon yang dihasilkan pada penelitian menunjukkan hasil yang sesuai dengan primer yang digunakan pada  Marcantia infexa yang digunakan sebagai referensi (Brzyski, et al., 2012). Dua pasang primer lainnya tidak dapat mengamplifikasi DNA genom yaitu primer BS537 dan BS3 (Mo, et al., 2013). Primer ini digunakan pada spesies  Brachypodium sylvaticum. Hasil penelitian menunjukkan primer ini tidak dapat digunakan untuk mengamplifikasi DNA lumut hati karena tidak dihasilkan amplikon yang sesuai dengan primer yang digunakan sebagai referensi (Mo, et al., 2013).
Secara umum, hasil amplifikasi total DNA genom sampel Marchantia dengan menggunakan primer terpilih menghasilkan serangkaian pita-pita. Hasil amplifikasi dengan lima pasang primer ISSR menghasilkan pita-pita DNA yang bersifat polimorfik dan monomorfik. Pita-pita tersebut dapat diskor untuk mendapatkan nilai PIC. Nilai PIC merupakan standar untuk mengevaluasi marka genetik berdasarkan pita DNA hasil amplifikasi PCR, nilai PIC terbagi tiga yaitu PIC > 0,5 = sangat informatif, 0,25 > 0,5 = sedang, dan PIC 0,25 = rendah (Carsono, dkk., 2014). 
Semakin besar nilai PIC sebuah primer maka menunjukkan primer tersebut baik digunakan sebagai penanda molekuler. Primer F209 merupakan primer yang paling baik digunakan pada empat spesies lumut hati karena memiliki nilai PIC yang tinggi yaitu 0,91. Primer  F218 memiliki nilai PIC 0,90 dan primer F231 memiliki nilai PIC yang paling rendah yaitu 0,64. Sedangkan dua pasang primer  BS537 dan BS3 tidak dapat mengamplifikasi empat spesies lumut hati. Ini mungkin disebabkan oleh program PCR yang tidak tepat. Hal lain yang dapat menyebabkan sampel DNA lumut hati tidak dapat teramplifikasi dikarenakan primer yang tidak sesuai dengan DNA lumut hati yang diteliti karena tidak terdapat kecocokan antara DNA lumut hati dengan sekuen primer yang digunakan (Carsono, dkk., 2014).
kesimpulan

Sepuluh pembuat mikrosatelit secara independen membedakan rata-rata 8 genotipe dari 15 genotipe yang dievaluasi dalam penelitian ini. Oleh karena itu, analisis lebih lanjut menggunakan sejumlah besar penanda mikrosatelit dan sampel diusulkan. Selain itu, melibatkan lebih banyak penanda SSR untuk genotip diharapkan untuk mengelompokkan genotipe orangtua dengan cara yang lebih baik. Nilai PIC yang tinggi menunjukkan bahwa penanda mikrosatelit sangat bermanfaat untuk analisis keragaman genetik. Loci mEgCIR0790, mEgCIR0793, sMg00087, sMg00154 dan sMo00102 adalah penanda mikrosatelit yang paling efisien dalam mendeteksi variasi genetik di antara genotipe induk. Koefisien disimilaritas genetik pairwise terendah tercatat antara induk genotipe AD4 dan T8. Sebagai hasilnya, genotip induk ini dapat digunakan untuk mempelajari korelasi antara jarak genetik dan heterosis dalam Program Pemuliaan Utama kelapa sawit NIFOR. Secara umum, hasil penelitian ini akan membantu untuk merancang persilangan di antara para orang tua ini untuk program pemuliaan dan seleksi di masa depan.
Tiga pasang primer yang dapat mengamplifikasi sample Marchantia yaitu primer JQ812721 (F+R) dapat mengamplifikasi sample Em dan Ge. Primer JQ812718 (F+R) dapat mengamplifikasi sample Ge, Pa, dan Po. JQ812714 (F+R) dapat mengamplifikasi sample Pa dan Po. F218, F231, F209
Nilai PIC primer F209 merupakan nilai tertinggi sebesar 0,91 menunjukkan primer ini sangat informatif. Primer F218memiliki nilai PIC sebesar 0,90 menunjukkan primer ini sangat informatif dan Primer F231 memiliki nilai PIC terendah sebesar 0,64 menunjukkan tiga primer ini sangat informatif digunakan pada empat sampel Marchantia karena nilai PICnya lebih dari 0,5. 
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