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Abstract Syzygium zeylanicum (Myrtaceae) is a species that grows in the Indo-Malayan region.
Different growing environments for S. zeylanicum can influence morphological characteristics
and reflect genetic diversity. The objective of this study was to describe the morphological
characteristics of S. zeylanicum and optimize Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) primers
as an initial step toward studying the genetic diversity of S. zeylanicum. This study was
conducted by collecting S. zeylanicum samples from the Bogor Botanical Garden at six
locations: V.B.84, V.B.84a, 11.Q.87, 11.Q.87a, V.C.54a, and V.C.97a. Leaf and branch samples
were collected for morphological characterization. DNA isolation was performed using 2%
CTAB. Optimization was performed for 12 ISSR primers (ISSR1, ISSR2, ISSR3, ISSR4,
ISSR5, ISSR6, ISSR7, ISSR8, ISSR9, ISSR10, ISSR11, and ISSR12) with annealing
temperature ranges of 52 — 54 °C, 52.1 — 5 3.1 °C, 55 — 58 °C, and 45 — 50 °C.
Characterization showed that S. zeylanicum leaves are simple, lanceolate, caudate tips,
aequilateral bases, entire margins, brochidodromous venation, opposite leaf arrangement,
petiolate attachment, abaxially glabrous, and adaxially lustrous. The leaf length, leaf width,
and branch diameter of S. zeylanicum ranged from 6 — 8.7 cm, 2.3 - 3.03 cm, and 1.45 —1.96
cm, respectively. In addition, 11 of the 12 ISSR primers successfully obtained optimal
annealing temperatures, including ISSR1 (57.7 °C), ISSR2 (52.8 °C), ISSR3 (56.6 °C), ISSR5
(52.7 °C), ISSR6 (52.9 °C), ISSR7 (47.8 °C), ISSR8 (47.8 °C), ISSR9 (52.6 °C), ISSR10 (53.0
°C), ISSR11 (49.7 °C), and ISSR12 (49.0 °C). Only ISSR4 primer did not produce DNA bands
after optimization at all temperature ranges used.
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Abstrak Syzygium zeylanicum (Myrtaceae) merupakan spesies yang tumbuh di kawasan Indo-
Malaya. Lingkungan tumbuh S. zeylanicum yang berbeda dapat mempengaruhi karakter
morfologi dan mencerminkan adanya keragaman genetik. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mendeskripsikan karakter morfologi S. zeylanicum dan optimasi primer Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) sebagai langkah awal untuk studi keragaman genetik
S. zeylanicum. Penelitian ini dilakukan dengan mengambil sampel S. zeylanicum koleksi
Kebun Raya Bogor pada enam lokasi, yaitu vak V.B.84, V.B.84a, 11.Q.87, 11.Q.87a, V.C.54a,
dan V.C.97a. Sampel daun beserta ranting diambil untuk karakterisasi morfologi. Isolasi DNA
dilakukan dengan CTAB 2%. Optimasi dilakukan untuk 12 primer ISSR (ISSR1, ISSR2,
ISSR3, ISSR4, ISSR5, ISSR6, ISSR7, ISSR8, ISSR9, ISSR10, ISSR11, dan ISSR12) dengan
rentang suhu annealing 52 — 54 °C, 52,1 — 53,1 °C, 55 — 58 °C, dan 45 — 50 °C. Hasil
karakterisasi menunjukkan daun S. zeylanicum bertipe tunggal, bangun daun lanceolate,
ujung daun caudate, pangkal daun aequilateral, tepi daun entire, venasi brochidodromous,
tata letak daun opposite, perlekatan petiolate, permukaan abaksial glabrous, dan permukaan
adaksial lustrous. Panjang daun, lebar daun, dan diameter ranting S. zeylanicum yang
didapatkan masing-masing berkisar antara 6 — 8,7 cm, 2,37 — 3,03 cm, dan 1,45 — 1,96 cm.
Selain itu, sebanyak 11 dari 12 primer ISSR berhasil didapatkan suhu optimal untuk suhu
annealing, antara lain ISSR1 (57,7 °C), ISSR2 (52,8 °C), ISSR3 (56,6 °C), ISSR5 (52,7 °C),
ISSR6 (52,9 °C), ISSR7 (47,8 °C), ISSR8 (47,8 °C), ISSR9 (52,6 °C), ISSR10 (53,0 °C),
ISSR11 (49,7 °C), dan ISSR12 (49,0 °C). Hanya primer ISSR4 yang tidak memunculkan pita
DNA setelah dilakukan optimasi pada semua rentang suhu yang digunakan.
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PENDAHULUAN

Kebun Raya Bogor memiliki berbagai koleksi flora, salah satunya adalah tanaman pada suku
Myrtaceae. Kebun Raya Bogor memiliki 460 tanaman Myrtaceae pada tahun 2019, yang terdiri dari 23
genus dan 96 spesies. Salah satu spesies koleksi Kebun Raya Bogor yang tergolong Myrtaceae adalah
Syzygium zeylanicum (Martiansyah, 2020). S. zeylanicum merupakan tumbuhan yang tersebar di
wilayah Indo-Malaya dan beberapa wilayah di India. Tumbuhan ini memiliki habitus berupa pohon
berukuran sedang. Buahnya berwarna putih ketika matang dengan daging buah yang tebal (Shilpa &
Krishnakumar, 2015; Sharanya et al., 2021). Tumbuhan ini di Indonesia dikenal sebagai jambu nasi-
nasi, khususnya oleh masyarakat Sumatera dan Bangka Belitung. Tumbuhan ini dimanfaatkan oleh
masyarakat sebagai obat-obatan, seperti diare, sakit kepala, hipertensi, diabetes, dan juga demam
(Mayasani et al., 2019; Sintia et al., 2023).

S. zeylanicum koleksi Kebun Raya Bogor berasal dari lokasi yang berbeda-beda. Perbedaan lingkungan
tumbuh dari suatu tanaman dapat berpengaruh terhadap perbedaan morfologi dan mencerminkan
keragaman genetik (Kustanto, 2023; Pacheco-Hernandez et al., 2021). Oleh karena itu, S. zeylanicum
koleksi Kebun Raya Bogor perlu dianalisis keragaman genetiknya guna mendapatkan informasi terkait
karakter spesifik dari genotipe tumbuhan tersebut. Informasi tersebut digunakan untuk mengetahui jarak
antar genotipe sebagai acuan dalam pemuliaan tanaman (Sari et al.,, 2017). Selain itu, informasi
tersebut dapat digunakan untuk menentukan metode konservasi yang efektif. Hal ini terkait dengan
genotipe tanaman tertentu memiliki kemampuan yang lebih baik untuk beradaptasi terhadap perubahan
lingkungan (Nilkanta et al., 2017).

Keragaman suatu tumbuhan dapat dianalisis secara konvensional dengan karakterisasi morfologi.
Penggunaan karakter morfologi dalam studi keragaman suatu tumbuhan relatif lebih cepat dan mudah
untuk dilakukan. Namun, karakterisasi morfologi memiliki beberapa kekurangan, antara lain karakter
morfologi bersifat tidak konsisten karena dapat dipengaruhi oleh lingkungan, dibutuhkan keahlian
tertentu dalam karakterisasi morfologi agar tidak terjadi kesalahan, dan karakter ini hanya efektif jika
diamati pada tahap perkembangan (Sari et al., 2017; Martiansyah, 2021). Oleh karena itu, diperlukan
penggunaan marka molekuler guna mengatasi kekurangan pada karakterisasi morfologi.

Marka molekuler berbasis DNA memiliki tingkat akurasi yang tinggi dalam studi keragaman genetik.
Salah satu marka molekuler yang dapat digunakan untuk studi keragaman genetik adalah Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR), yaitu suatu sekuens yang berada di antara dua mikrosatelit dan merupakan
daerah non-coding atau tidak mengkode suatu protein (Sari et al., 2017). Penggunaan marka ISSR
dalam studi keragaman genetik sudah banyak dilakukan, seperti pada bawang merah (Allium cepa),
bambu (Melocanna baccifera), jeruk siam (Citrus suhuniensis), dan semangka kuning (Citrullus lanatus)
(Agisimanto et al., 2007; Nilkanta et al., 2017; Sari et al., 2017; Salsabila et al., 2020). Marka ISSR juga
telah digunakan untuk studi keragaman genetik pada spesies anggota suku Myrtaceae, yaitu
Myrcia laruotteana (Lima et al., 2015) dan Syzygium cumini (Khan et al., 2023).

Marka ISSR dapat digunakan untuk studi keragaman genetik yang melibatkan proses
Polymerase Chain Reaction (PCR). Salah satu hal yang berpengaruh terhadap keberhasilan PCR
adalah annealing, dimana proses tersebut dipengaruhi oleh suhu. Suhu annealing merupakan suhu
bagi primer untuk menempel pada cetakan DNA. Suhu annealing yang terlalu tinggi menyebabkan
primer tidak dapat menempel pada annealing site, sedangkan suhu yang terlalu rendah menyebabkan
primer menempel pada tempat yang tidak spesifik (Rychlik et al., 1990; Silalahi et al., 2021). Oleh
karena itu, suhu annealing yang optimal perlu didapatkan agar produk PCR dapat dihasilkan dengan
baik. Penelitian ini bertujuan untuk mendeskripsikan karakter morfologi S. zeylanicum dan mendapatkan
suhu annealing yang optimal bagi primer Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) yang dapat digunakan
untuk studi keragaman genetik S. zeylanicum.

METODE
Pengambilan Sampel dan Karakterisasi Morfologi

Syzygium zeylanicum yang digunakan sebagai sampel merupakan tanaman koleksi Kebun Raya Bogor.
Daun dan ranting S. zeylanicum diambil dari 6 lokasi atau vak yang berbeda (Tabel 1). Sebagian sampel
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diberi label dan disimpan sebagai herbarium kering, sedangkan sisanya digunakan untuk ekstraksi
DNA. Herbarium kering dari sampel digunakan untuk karakterisasi morfologi berdasarkan Plant
Identification Terminology (2001) dan The Kew Plant Glossary (2010). Parameter yang diamati antara
lain tipe daun, bangun daun, ujung daun, pangkal daun, tepi daun, venasi, tata letak daun, perlekatan
daun, permukaan abaksial, permukaan adaksial, panjang daun, lebar daun, dan diameter ranting.

Tabel 1. Lokasi Sampel S. zeylanicum

Lokasi (Vak) Asal
V.B.84
V B.84a Sumatera
I:f'(;g.f??a Sumatera: Bengkulu
V.C.54a
V.C.97a Sumatera

Isolasi DNA

Isolasi DNA dilakukan menggunakan organ daun dengan metode CTAB 2%. Daun digerus menjadi
bubuk dengan bantuan pasir silika. Sampel kemudian dimasukkan ke dalam tabung 2 mL, lalu
ditambahkan PVP dan buffer CTAB 1 ml. Sampel dihomogenkan, lalu diinkubasi selama 25 menit pada
suhu 60 °C. Kemudian, 700 pl kloroform:isoamil alkohol (1:1; v/v) ditambahkan ke dalam sampel.
Kemudian, sampel dihomogenasi menggunakan bantuan hula mixer selama 20 menit. Lalu, sampel
disentrifugasi pada kecepatan 7200 rpm selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifugasi dipindahkan
ke dalam tabung 1,5 ml dan ditambahkan dengan isopropanol dingin sebanyak 2/3 volume supernatan.
Sampel kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan hasil
sentrifugasi dibuang hingga tersisa pelet. Setelah itu, 1 mL washing buffer ditambahkan ke dalam
tabung, lalu diinkubasi pada suhu ruang dengan hula mixer selama 20 menit. Sampel disentrifugasi
kembali pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Supernatan hasil sentrifugasi dibuang. Lalu, 100
Wl buffer TE ditambahkan ke dalam tabung dan dihomogenkan.

Optimasi Primer ISSR

Hasil ekstraksi kemudian diamplifikasi dengan teknik PCR menggunakan primer rbcL untuk
mengkonfirmasi keberadaan DNA. DNA digunakan sebagai cetakan untuk optimasi 12 primer ISSR
(Tabel 2) dengan teknik PCR. Program PCR yang dijalankan terdiri dari denaturasi awal selama 5 menit
dengan suhu 94 °C. Kemudian dilanjutkan dengan 35 siklus yang terdiri dari denaturasi selama 30 detik
pada suhu 94 °C, annealing selama 30 detik dengan suhu yang bervariasi, dan ekstensi selama 30 detik
dengan suhu 72 °C. Rentang suhu yang digunakan untuk annealing antara lain 52 — 54 °C,
52,1 — 53,1 °C, 55 — 58 °C, dan 45 — 50 °C. Program diakhiri dengan ekstensi akhir selama 5 menit
dengan suhu 72 °C. Elektroforesis hasil optimasi dilakukan menggunakan gel agarosa 1% dengan
TAE 1x. Proses elektroforesis dilakukan selama 45 — 60 menit. Hasil elektroforesis kemudian
divisualisasikan pada perangkat Gel Documentation UV-Vis Transillumination.

Tabel 2. Primer ISSR yang Digunakan untuk Optimasi

Primer Sekuen (5’ » 3’) Tm (°C) Referensi

ISSR1 TGA GAG AGA GAG AGA GAG A 50,2 Bisoyi et al. (2010)
ISSR2 CTCTCTCTCTCT CTCTT 45,7 Hartanti et al. (2019)
ISSR3 GTG TGT GTG TGT GTG TA 49,4 Yogurtcu & Aygun. (2021)
ISSR4 GTG TGT GTG TGT GTG TT 50,3 Yogurtcu & Aygun. (2021)
ISSR5 AGA GAG AGA GAG AGA GT 47,0 Khajudparn et al. (2012)
ISSR6 AGA GAG AGA GAG AGA GC 48,8 Khajudparn et al. (2012)
ISSR7 ACA CAC ACACACACACT 51,4 Khajudparn et al. (2012)
ISSR8 AGA GAG AGA GAG AGA GTC 48,6 Gaponenko et al. (2021)
ISSR9 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 48,9 Khajudparn et al. (2012)
ISSR10 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 48,5 Khajudparn et al. (2012)
ISSR11 CAC ACA CAC ACA CAC ARC 53,1 Khajudparn et al. (2012)
ISSR12 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 54,3 Khajudparn et al. (2012)
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi Morfologi

Syzygium zeylanicum yang diamati merupakan tanaman koleksi Kebun Raya Bogor yang berada pada
vak V.B.84, V.B.84a, 11.Q.87, 11.Q.87a, V.C.54a, dan V.C.97a. S. zeylanicum memiliki perawakan pohon
dengan batang berkayu. Namun, morfologi yang diamati pada S. zeylanicum hanyalah daun dan
ranting. Hal ini dikarenakan seluruh S. zeylanicum koleksi Kebun Raya Bogor tidak memunculkan
organ-organ generatif seperti bunga, buah, dan biji. Hasil karakterisasi menunjukkan bahwa seluruh
S. zeylanicum memiliki karakter kualitatif daun yang serupa (Gambar 1). Daun S. zeylanicum bertipe
tunggal, bangun daun lanset (lanceolate), ujung daun caudate, pangkal daun aequilateral, tepi daun
rata (entire), venasi brochidodromous, tata letak daun berlawanan (opposite), perlekatan petiolate,
permukaan abaksial glabrous, dan permukaan adaxial lustrous. Namun, terdapat variasi pada karakter
kuantitatif, meliputi panjang daun, lebar daun, dan diameter ranting. Panjang daun S. zeylanicum
berkisar 6 — 8,7 cm, lebar daun berkisar 2,37 — 3,03 cm, dan diameter ranting berkisar 1,45 — 1,96 mm.

Gambar 1. Morfologi Daun Syzygium zeylanicum; A) V.B.84,
B) V.B.84a, C) 11.Q.87, D) 11.Q.87a, E) V.C.544a, F) V.C.97a

Tabel 3. Karakter dan Ukuran Daun Syzygium zeylanicum

Panjang Daun  Lebar Daun Diameter Ranting

Vak (cm) (cm) (mm) Karakter
V.B.84 7,10£1,10 2,97 £ 0,15 1,47 +0,13
Tipe daun: tunggal
V.B.84a 8,70+0,79 3,03+0,29 1,96 £ 0,23

Bangun daun: lanset (lanceolate)
Ujung daun: caudate

11.Q.87 7,8020,44 2,37 £0,31 1,66 + 0,23 Pangkal daun: Aequilateral

Tepi daun: rata (entire)

Venasi: brochidodromous

Tata letak daun: opposite
V.C.54a 6,47+0,31 2,50 + 0,30 1,45 + 0,29 Permukaan adaksial: lustrous

Permukaan abaksial: glabrous

V.C.97a 7,07+0,42 2,83+0,45 1,92 +0,20

Temuan serupa juga melaporkan adanya variasi morfologi pada karakter kuantitatif S. zeylanicum.
Perera & Dissanayake (2023), melaporkan adanya variasi morfologi pada 24 pohon S. zeylanicum yang
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ditemukan pada wilayah Belihuloya, Sri Lanka. Panjang daun S. zeylanicum yang dilaporkan pada
temuan tersebut berkisar 4,94 — 7,30 cm, sedangkan lebar daun S. zeylanicum yang dilaporkan pada
temuan tersebut berkisar 0,75 — 1,27 cm. Panjang dan lebar daun S. zeylanicum dalam temuan tersebut
cenderung lebih kecil jika dibandingkan dengan temuan dalam penelitian ini.

Variasi yang ditemukan pada karakter kuantitatif S. zeylanicum dapat disebabkan karena lingkungan
tumbuh yang berbeda. Variasi ini terjadi akibat plastisitas fenotipik sebagai respon yang muncul
terhadap perbedaan lingkungan (Patten & Boyer, 2023). Berbagai faktor telah dilaporkan berpengaruh
terhadap variasi morfologi pada tanaman, seperti ketinggian, intensitas cahaya, karakter fisikokimia
tanah, temperatur, kecepatan angin, kelembapan relatif, curah hujan, dan lain sebagainya
(Perez-Nicolas et al., 2021). Alcantara-Ayala et al. (2020), melaporkan Ternstroemia lineata yang
berhabitat di lingkungan dengan suhu yang lebih tinggi dan curah hujan musiman memiliki daun yang
lebih panjang. Keberadaan polutan pada lingkungan juga dilaporkan menjadi faktor penyebab
munculnya variasi morfologi. Basar et al. (2025), melaporkan beberapa tumbuhan meliputi
Nelumbo nucifera, Eichhornia crassipes, Trapa natans, dan Pistia stratiotes yang tumbuh pada area
berpolusi mengalami penurunan panjang akar, pucuk, dan daun dibandingkan dengan kontrol.

Selain perbedaan lingkungan, variasi genetik juga dapat menjadi penyebab munculnya variasi morfologi
pada S. zeylanicum. Variasi genetik merupakan produk dari rekombinasi genetik, yang mana hal ini
dapat menghasilkan adanya variasi fenotipe pada makhluk hidup, termasuk karakter morfologinya
(Salgotra & Chauhan, 2023). Patten & Boyer (2022), melaporkan bahwa Stuckenia pectinata dengan
morfotipe yang berbeda tidak menjadi konvergen apabila tumbuh dalam kondisi lingkungan yang sama.
Hal ini mengindikasikan bahwa tidak hanya lingkungan yang menjadi penyebab munculnya variasi
morfologi, melainkan juga terdapat kontribusi dari perbedaan genetik. Nikmah et al. (2021), melaporkan
53 aksesi Desmos chinensis di pulau Jawa menunjukkan adanya variasi morfologi dan variasi genetik
yang ditandai dengan adanya pita polimorfik sebanyak 85,1% pada hasil amplifikasi dengan 11 primer
ISSR. Namun, perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui bagaimana keragaman genetik
S. zeylanicum koleksi Kebun Raya Bogor, salah satunya dapat menggunakan marka ISSR. Sebagai
langkah awal, optimasi primer perlu dilakukan untuk menentukan suhu annealing optimal masing-
masing primer.

Optimasi Primer

Optimasi 12 primer ISSR dilakukan dengan menggunakan suhu annealing yang bervariasi. Rentang
suhu yang digunakan pertama kali adalah 52 — 54 °C. Berdasarkan hasil optimasi didapatkan hanya
primer ISSR2, ISSR5, ISSR6, ISSR9, dan ISSR10 yang memunculkan pita DNA pada kondisi tersebut.
Primer ISSR2 memperlihatkan pita terbaik pada suhu 52,8 °C (Gambar 2). Sementara itu, primer ISSR5,
ISSR6, ISSR9, dan ISSR10 mengindikasikan yang baik pada rentang suhu 52,1 — 53,1 °C, sehingga
optimasi dilanjutkan dengan rentang suhu tersebut untuk mendapatkan suhu annealing yang lebih
optimal. Hasilnya, suhu paling optimal untuk primer ISSR5, ISSR6, ISSR9, dan ISSR10 masing-masing
adalah 52,7 °C, 52,9 °C, 52,6 °C dan 53,0 °C (Gambar 2).

Pita hasil optimasi primer yang tidak muncul pada kisaran 52 — 54 °C dilakukan optimasi kembali dengan
rentang suhu yang berbeda. Caranya adalah dengan menaikkan atau menurunkan suhu annealing dari
suhu yang telah digunakan. Rentang suhu yang digunakan adalah 45 — 50 °C dan 55 — 58 °C. Primer7,
ISSR8, ISSR11, dan ISSR12 dioptimasi dengan menurunkan suhu annealing dari suhu optimasi
sebelumnya, yaitu pada rentang suhu 45 — 50 °C. Sementara itu, primer ISSR1, ISSR3, dan ISSR4
dioptimasi dengan menaikkan suhu annealing dari suhu optimasi sebelumnya, yaitu pada rentang suhu
55 - 58 °C.

Hasil optimasi primer ISSR7, ISSR8, ISSR11, dan ISSR12 pada rentang suhu 45 — 50 °C menunjukkan
adanya pita DNA setelah divisualisasi. Suhu yang paling optimal untuk primer ISSR7, ISSR8, ISSR11,
dan ISSR12 masing-masing adalah 47,8 °C, 47,8 °C, 49,7 °C, dan 49,0 °C (Gambar 3). Sementara itu,
hasil optimasi untuk primer ISSR1, ISSR3, dan ISSR4 pada suhu 55 — 58 °C menunjukkan hanya primer
ISSR1 dan ISSR3 yang memunculkan pita DNA. Masing-masing suhu yang paling optimal untuk kedua
primer tersebut adalah suhu 57,7 °C dan 56,6 °C (Gambar 3).
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Gambar 2. Hasil Optimasi Primer ISSR pada Suhu 52 — 54 °C dan 52,1 — 53,1 °C;
A) ISSR5, B) ISSR6, C) ISSR9, D) ISSR10, E) ISSR2.

Pemilihan suhu paling optimal tersebut didasarkan pada hasil visualisasi pita DNA. Pita DNA yang baik
adalah pita yang tegas, tebal, tidak smear, dan dapat di-scoring (Pharmawati et al., 2021; Kusuma,
2022). Menurut Silalahi et al. (2021), pita DNA yang muncul dari hasil optimasi menunjukkan bahwa
suhu tersebut tepat dan optimal untuk annealing primer. Oleh karena itu, DNA dapat teramplifikasi
dengan optimal dan menghasilkan produk dengan spesifitas yang tinggi.

Ketiadaan pita DNA pada primer ISSR4 menunjukkan bahwa suhu optimasi yang telah dilakukan bukan
merupakan suhu yang optimal bagi primer tersebut untuk annealing. Menurut Silalahi et al. (2021), suhu
annealing yang tidak tepat dapat menyebabkan primer tidak dapat menempel pada DNA template. Oleh
karena itu, DNA tidak dapat teramplifikasi dan tidak muncul ketika divisualisasi.
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Gambar 3. Hasil Optimasi Primer ISSR pada Suhu 45 — 50 °C dan 55 — 58 °C;
A) ISSR7, B) ISSR8, C) ISSR11, D) ISSR12, E) ISSR1, F) ISSR3, G) ISSR4.
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KESIMPULAN

Syzygium zeylanicum memiliki daun bertipe tunggal, bangun daun lanset (lanceolate), ujung daun
caudate, pangkal daun aequilateral, tepi daun rata (entire), venasi brochidodromous, tata letak daun
berlawanan (opposite), perlekatan petiole, permukaan abaksial glabrous, dan permukaan adaxial
lustrous. Ukuran daun dan ranting masing-masing vak bervariasi. Panjang daun berkisar antara 6 — 8,7
cm, lebar daun berkisar antara 2,37 — 3,03 cm, dan diameter ranting berkisar antara 1,45 — 1,96 mm.

Sebanyak 11 dari 12 primer ISSR berhasil didapatkan suhu optimal untuk annealing primer. Suhu paling
optimal untuk primer ISSR1, ISSR2, ISSR3, ISSR5, ISSR6, ISSR7, ISSR8, ISSR9, ISSR10, ISSR11,
dan ISSR12 masing-masing adalah 57,7 °C, 52,8 °C, 56,6 °C, 52,7 °C, 52,9 °C, 47,8 °C, 47,8 °C,
52,6 °C, 53,0 °C, 49,7 °C, dan 49,0 °C. Sementara itu, rentang suhu 52 — 54 °C dan 55 — 58 °C bukan
merupakan suhu annealing optimal untuk primer ISSR4.
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