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ABSTRAK

Teknik isolasi DNA merupakan salah satu metode dasar dalam bidang biologi molekuler yang
bertujuan untuk memisahkan DNA dari komponen seluler lainnya. Memperoleh DNA berkualitas tinggi
dengan hasil yang baik merupakan faktor pembatas dalam analisis genetik tanaman, karena sulit untuk
memperoleh DNA berkualitas tinggi dalam jumlah yang memadai. Penelitian ini kami lakukan untuk
mengoptimalkan teknik isolasi DNA genomik dari sampel tanaman, dengan tujuan memastikan
kualitas dan kuantitas DNA yang diisolasi cukup untuk analisis molekuler. Metode yang digunakan
melibatkan perbandingan teknik ekstraksi menggunakan metode mekanis dan metode gerus. Daun
tebu dan padi, baik dalam kondisi basah maupun kering, digunakan sebagai sampel. Hasil penelitian
menunjukkan peningkatan signifikan dalam konsentrasi dan kualitas DNA saat sampel basah digiling
menggunakan proses gerus. Berdasarkan perbandingan absorbansi pada A260/A280 nm dan
A260/A230 nm, serta hasil uji nanodrop, proses penggerusan menghasilkan kualitas dan konsentrasi
DNA yang lebih tinggi. Dibandingkan dengan metode mekanis, hasil visualisasi PCR menunjukkan
bahwa metode gerus dapat mengekspresikan pita DNA yang lebih tebal pada sampel daun padi.
Sementara itu, terdapat beberapa variasi dalam ekspresi pita DNA pada sampel daun tebu. Data
kuantitatif dihasilkan dari temuan visualisasi PCR. Metode gerus terbukti menghasilkan jumlah dan
kualitas DNA sampel terbaik, berdasarkan hasil penelitian.

Kata kunci: DNA Genomic, Ekstraksi DNA, Isolasi DNA, Metode Gerus, Konsentrasi DNA, Kualitas DNA
Visualisasi PCR

ABSTRACT

The DNA isolation technique is one of the fundamental methods in the field of molecular
biology that aims to separate DNA from other cellular components. Obtaining high-quality DNA with
a good yield is a limiting factor in plant genetic analysis, as it is challenging to acquire sufficient
quantities of high-quality DNA. We conducted this research to optimize the technique for isolating
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genomic DNA from plant samples, aiming to ensure sufficient quality and quantity of the isolated DNA
for molecular analysis. The method used involves a comparison of extraction techniques using
mechanical methods and grinding methods. Either wet or dry leaves from sugar cane and rice plants
had been used as samples. The results showed significant enhancements in DNA concentration and
quality when wet samples were ground using the grinding process. Based on absorbance comparisons
at A260/A280 nm and A260/A230 nm, as well as the findings of the nanodrop test, the grinding process
yields a higher quality and concentration of DNA. In comparison to the mechanical method, the PCR
visualization results show that the grinding method can express thicker DNA bands on rice leaf
samples. In the meantime, there were a few variations in the expression of DNA bands in samples of
sugarcane leaves. Quantitative data is generated from PCR visualization findings. The best quantity
and quality of sample DNA were obtained by the grinding method, according to the results.

Keywords: DNA extraction, DNA genomic, DNA isolation, DNA genomic, DNA quality, DNA
concentration, PCR visualization

PENDAHULUAN

Padi dan tebu merupakan dua komoditas pertanian utama Kabupaten Jember yang masing-
masing memiliki kebutuhan dan tantangan tersendiri dalam pengendalian genetik. Dalam konteks
penelitian genetik, isolasi DNA dari tanaman ini memerlukan teknik yang tepat untuk mencapai hasil
optimal. Teknik isolasi DNA merupakan metode dasar dalam biologi molekuler yang bertujuan untuk
memisahkan DNA dari komponen sel lainnya. Menurut (Buchori et al.,, 2023) isolasi DNA adalah
metode untuk memurnikan DNA menggunakan teknik fisik dan/atau kimia dari suatu sampel, dengan
tujuan memisahkan DNA dari membran sel, protein, dan komponen seluler lainnya. Salah satu kendala
dalam analisis genetik tanaman adalah kesulitan dalam mengisolasi DNA berkualitas tinggi yang dapat
menghasilkan output yang memadai. Proses ini sering kali menjadi tantangan karena memperoleh
DNA berkualitas tinggi dalam jumlah yang cukup tidaklah mudah. Proses tersebut melibatkan
beberapa tahapan penting, seperti lisis sel, penghilangan protein dan lipid, serta pemurnian DNA dari
berbagai kontaminan.

Isolasi DNA yang efektif sangat penting untuk berbagai aplikasi downstream seperti kloning,
sekuensing, PCR (Polymerase Chain Reaction), serta analisis genetik lainnya. DNA berkualitas tinggi
ditandai dengan fragmen berberat molekul tinggi dengan rasio A260/A280 antara 1,8 hingga 2,0 serta
tidak adanya kontaminan lain seperti polisakarida dan fenol. Ekstraksi dan pemurnian DNA berkualitas
tinggi umumnya sulit karena adanya polisakarida, protein, dan inhibitor DNA polimerase seperti tanin,
alkaloid, dan polifenol. Zat-zat ini merupakan agen pengoksidasi kuat yang dapat merusak DNA
genomik dan menghambat proses amplifikasi PCR (Ambawat et al., 2020). Kontaminan akan
menghambat enzim restriksi dan mempengaruhi analisis DNA secara enzimatik. Hal ini dapat
mengurangi kualitas dan kuantitas DNA sehingga sering kali membuat sampel tidak dapat diamplifikasi
(Cristina et al., 2017). Selain itu, dalam beberapa kasus DNA yang diperoleh dapat mengalami
degradasi akibat aktivitas enzim atau kondisi penyimpanan yang tidak tepat. Teknik isolasi yang
digunakan juga harus disesuaikan dengan jenis sampel tertentu namun kurang efisien untuk yang lain.

Kandungan senyawa sekunder dalam sel tanaman bervariasi, sehingga setiap tanaman
memerlukan prosedur isolasi yang optimal untuk memperoleh DNA genomik yang sesuai untuk
analisis molekuler (Restu & dan Gusmiaty, 2012). Optimalisasi prosedur ini dapat dilakukan dengan
menyesuaikan komposisi buffer lisis atau menggunakan teknik fisik untuk memisahkan DNA genomik
dari senyawa lain. Pada dasarnya tujuan optimalisasi adalah melindungi DNA genomik dari degradasi
akibat senyawa sekunder yang dilepaskan selama penghancuran sel atau dari kerusakan akibat
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penanganan fisik. DNA genomik telah diisolasi menggunakan berbagai teknik, seperti metode
fenol/kloroform, metode natrium nitrat, metode natrium dodesil sulfat (SDS) atau teknik modifikasi
lainnya. Teknik-teknik ini telah banyak diterapkan dan terbukti berhasil dalam memperoleh DNA dari
berbagai spesies tanaman. Namun untuk laboratorium dengan sumber daya dan fasilitas terbatas,
teknik ini biasanya mahal, membutuhkan banyak tenaga, dan memakan waktu. Selain itu, proses
isolasi juga melibatkan penggunaan kit DNA, yang umumnya menggunakan metode kromatografi yang
memanfaatkan sifat kimia DNA untuk memisahkannya dari zat lain dalam sampel, sementara yang lain
menggunakan teknologi membran atau pelarut organik untuk pemisahan DNA. Oleh karena itu, setiap
tanaman memerlukan prosedur isolasi yang spesifik dan optimal untuk memastikan DNA genomik
yang diperoleh memiliki kualitas dan kuantitas yang memadai untuk analisis molekuler.

Penelitian ini mengevaluasi berbagai metode isolasi DNA untuk menentukan teknik yang
paling efisien dan hemat biaya yang sesuai untuk berbagai spesies tanaman. Hasil penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa meskipun beberapa metode tradisional sangat efektif,
penerapannya mungkin tidak selalu praktis disemua laboratorium karena tuntunan sumber daya yang
tinggi. Terdapat dua metode yang kami gunakan yaitu metode alat menggunakan disruptor genie, dan
metode gerus dengan menggunakan tambahan nitrogen cair. Nitrogen cair digunakan untuk
meminimalkan kerusakan DNA. Penggunaan kedua metode tersebut diharapkan memberikan hasil
yang berbeda sehingga dapat dibandingkan metode yang paling sesuai terhadap setiap sampel
tanaman.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilakukan dari Agustus hingga November 2023 di Green House Agrotechnopark
dan Laboratorium Terpadu CDAST, Universitas Jember. Penelitian ini dilakukan tanpa menggunakan
rancangan percobaan sehingga analisis kualitatif deskriptif. Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi analog disruptor genie, centrifuge, oven, timbangan, mikropipet, gelas ukur,
peralatan elektroforesis, nanodrop, microwave, gel doc, mortar, dan alat tulis. Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah benih padi varietas Inpari 32 (P1), Nippon Bare (P2), dan Pendok (P3), serta
benih tebu varietas AAS (S1), ASA (S2), dan AMS (S3), masing dibuat sampel kering (P1K, P2K, P3K,
S1K, S2K, S3K) dan sampel basah (P1B, P2B, P3B, S1B, S2B, S3B) semua diperlakukan dengan metode
gerus serta mekanik, tanah, nitrogen cair, buffer lisis, buffer ekstraksi, dan gel elektroforesis.

Isolasi DNA dilakukan menggunakan sampel daun segar (basah) dan daun kering (yang
dikeringkan di oven pada suhu 80°C selama 48 jam). Metode dengan peralatan menggunakan analog
disruptor genie (de Jonge et al., 2020),(Mokoena et al., 2023) sedangkan metode gerus menggunakan
nitrogen cair pada suhu -196°C (Abdel-Latif & Osman, 2017)(Sahu et al.,, 2012) . Setelah daun
dihancurkan, buffer lisis ditambahkan. Selanjutnya, DNA yang diperoleh diolah dengan buffer TE.
Konsentrasi DNA diukur menggunakan Nano-Drop (Sophian & Syukur, 2021), dan kualitas DNA dinilai
menggunakan elektroforesis gel 1%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kuantitas DNA dinyatakan dalam bentuk persentase. Kuantitas dan kemurnian DNA yang
diekstraksi dikonfirmasi menggunakan hasil analisis spektrofotometri NanoDrop (Gambar 1). Dalam
kurang dari satu puL sampel menggunakan spektrofotometer yang merupakan alat untuk mengukur
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konsentrasi DNA, RNA, protein, dan kultur sel (Wulandari et al., 2023). Instrumen ini menganalisis
absorbansi pada panjang gelombang tertentu menggunakan teknik spektrofotometri UV-Vis, yang
kemudian digunakan untuk menentukan konsentrasi sampel. Pada tanaman padi, metode gerus
cenderung menghasilkan konsentrasi DNA yang tinggi (Gambar 1). Di antara kedua jenis sampel,
perlakuan dengan sampel daun basah memberikan konsentrasi tertinggi dibandingkan perlakuan
daun kering. Konsentrasi tertinggi adalah Inpari 32 sebesar 324 ng/ul, Pendok sebesar 271,5 ng/ul,
dan Nippon Bare sebesar 247 ng/ul. Perlakuan dengan sampel daun kering menghasilkan konsentrasi
DNA yang sedikit lebih rendah dibandingkan dengan daun basah. Pada sampel daun basah, struktur
sel dan DNA cenderung lebih terjaga karena sel masih segar dan belum mengalami degradasi.
Konsentrasi DNA yang diperoleh adalah 229 ng/ul (Pendok), 199 ng/ul (Inpari 32), dan 189,5 ng/ul
(Nippon Bare). Hasil ini menunjukkan bahwa pengeringan daun menyebabkan fragmentasi atau
degradasi DNA. Hal ini konsisten dengan laporan (Abubakar et al., 2021), yang menyatakan bahwa
pengeringan pada suhu tinggi dapat menyebabkan DNA terfragmentasi atau terdegradasi. Temuan
serupa juga dilaporkan oleh (Siregar et al., 2021), yang menyebutkan bahwa pengeringan dapat
menyebabkan oksidasi DNA.
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Gambar 1. Hasil Kuantitas DNA Padi

Konsentrasi DNA yang diperoleh menggunakan metode gerus dengan nitrogen cair umumnya
lebih tinggi dibandingkan metode mekanis. Menurut (Tanzil & Fanata, 2024), metode gerus
menghasilkan kuantitas DNA yang lebih baik dibandingkan metode mekanis. Hal ini diduga karena
metode gerus dengan nitrogen cair dapat menghasilkan bubuk halus, memungkinkan semua bagian
sel terekstraksi dibandingkan metode mekanis. Nitrogen cair cenderung lebih efisien dalam memecah
sel dan jaringan, sehingga DNA lebih mudah diekstraksi. Selain itu, nitrogen cair dapat menghasilkan
bubuk halus dengan ukuran partikel yang lebih kecil, memastikan bahwa semua bagian sel larut
dengan baik dalam larutan ekstraksi DNA.
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Gambar 2. Hasil Kuantitas DNA Tebu

Hasil serupa juga diamati pada tanaman tebu. Hasil optimasi untuk ekstraksi menggunakan
daun segar dan kering dengan metode gerus menunjukkan konsentrasi yang baik (Gambar 2).
Konsentrasi DNA pada daun segar berkisar antara 321 hingga 547 ng/ul, sedangkan pada daun kering
berkisar antara 195,5 hingga 307 ng/ul. Hal ini menunjukkan bahwa konsentrasi DNA yang diperoleh
dari daun segar lebih tinggi dibandingkan dengan daun kering. Konsentrasi DNA pada tebu yang
diperoleh dengan metode mekanis menunjukkan hasil yang serupa dengan padi. Bahkan terdapat
sampel dengan konsentrasi negatif, yang terjadi karena konsentrasi DNA dalam sampel terlalu rendah.
Selain itu, proses mekanis juga dapat menyebabkan fragmentasi DNA. Penambahan nitrogen cair
dalam metode gerus berperan dalam menghancurkan dinding sel tanaman, dan suhu dinginnya
memastikan bahwa enzim nuklease tetap tidak aktif selama proses penggilingan (Nugroho et al.,
2022). Rentang konsentrasi DNA pada tebu dengan metode mekanis berkisar antara -16,5 ng/ul
hingga 175 ng/ul pada sampel segar dan 52 ng/ul hingga 103,5 ng/ul pada sampel kering.

Untuk menentukan kuantitas DNA, dilakukan juga pengukuran tingkat kemurnian DNA.
Tingkat kemurnian DNA adalah ukuran seberapa murni sampel DNA dari kontaminan, berdasarkan
rasio absorbansi 260/280 nm dan 260/230 nm (Sembiring et al., 2023). DNA memiliki kemampuan
menyerap sinar UV pada panjang gelombang 260 nm, sedangkan senyawa fenolik dan protein,
termasuk asam amino aromatik, dapat menyerap sinar UV pada panjang gelombang 280 nm. Rentang
ideal untuk rasio absorbansi 260/280 nm adalah antara 1,8 hingga 2,0 (Herbert et al., 2022). Tingkat
kemurnian DNA disajikan pada Gambar 3 & 4.
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Kemurniaan DNA Padi
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Gambar 3. Kemurniaan DNA Padi pada A260/A280

Rasio absorbansi 260/280 nm dari DNA menggunakan metode gerus pada daun segar berada
dalam rentang 1,805-1,822, sedangkan untuk sampel daun kering berada dalam rentang 1,817-1,954
(Gambar 3). Ini menunjukkan bahwa semua sampel yang menggunakan metode gerus memiliki
kemurnian DNA yang baik. Sebaliknya, jika rasio absorbansi 260/280 berada di bawah 1,8, hal ini
menunjukkan adanya kontaminan seperti senyawa fenolik dan protein (Kanwal et al., 2021). Hasil yang
berbeda ditunjukkan oleh metode mekanis, di mana tingkat kemurnian DNA dari daun segar berada
dalamrentang 1,158-1,256, sedangkan untuk daun kering berada di 1,265-4,954. Semua sampel yang
menggunakan metode mekanis menunjukkan bahwa DNA tidak murni (mengandung kontaminan).

Kemurniaan DNA Tebu
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Gambar 4. Kemurniaan DNA Tebu pada A260/A280
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Tingkat kemurnian pada tanaman tebu menunjukkan hasil yang bervariasi. Berbeda dengan
tanaman padi, prosedur penggerusan tebu menghasilkan tingkat kemurnian antara 0,686 hingga
2,177 untuk sampel daun kering, dan di bawah 1,8 hingga 2,0 untuk sampel daun basah. Dari tiga
sampel daun kering, hanya varietas AMS yang memiliki kemurnian ideal. Jika rasio A260/280 <1,8, hal
ini menunjukkan adanya kontaminasi protein atau fenol, sedangkan jika rasio A260/280 >1,8, hal ini
menunjukkan kontaminasi RNA. Mirip dengan metode mekanis pada sampel daun padi, nilai serapan
A260/280 pada daun tebu menunjukkan bahwa semua sampel, kecuali varietas AAS (daun basah),
terkontaminasi protein atau senyawa fenolik lainnya. Rasio serapan A260/280 berkisar antara 0,906
hingga 1,643. Varietas AAS dengan daun basah memiliki tingkat kemurnian sebesar 4,231.

Rasio serapan A260/A230 digunakan untuk menilai kemurnian sampel DNA atau RNA
terhadap kontaminasi dari senyawa kimia non-protein seperti garam, karbohidrat, senyawa fenolik,
dan hidrokarbon lainnya (Fang et al., 2015). Rasio ini membandingkan nilai serapan pada 260 nm
(A260), yang menunjukkan konsentrasi asam nukleat (DNA atau RNA), dengan nilai serapan pada 230
nm (A230), yang menunjukkan adanya kontaminasi dari senyawa-senyawa tersebut. Nilai ideal untuk
rasio A260/A230 berada di kisaran 2,0 hingga 2,2 (Sophian & Yustina, 2023). Penyimpangan dari
kisaran ini, terutama nilai di bawah 2,0, menunjukkan adanya kontaminasi serius yang dapat
mempengaruhi akurasi uji molekuler. Tingkat kontaminan yang tinggi berpotensi menghambat reaksi
enzimatik, mengganggu hasil pembacaan spektrofotometri, dan menghasilkan data berkualitas
rendah, yang semuanya dapat mengkompromikan akurasi dan keterulangan temuan eksperimen.

Kemurniaan DNA Padi
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Gambar 5. Kemurniaan DNA Padi pada A260/A230

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode gerus dengan sampel daun basah menghasilkan
rasio absorbansi A260/A230 masing-masing sebesar 1,846 (P1), 2,422 (P2), dan 2,19 (P3). Ketiga nilai
ini mendekati rentang ideal dan menunjukkan bahwa sampel DNA relatif murni dengan sedikit atau
tanpa kontaminasi signifikan dari senyawa seperti garam, karbohidrat, atau fenol. Sebaliknya, dengan
metode yang sama pada sampel daun kering, nilai absorbansi masing-masing adalah 2,948 (P1), -3,68
(P2), dan 4,978 (P3). Mirip dengan metode gerus, rasio absorbansi A260/A230 yang dihasilkan oleh
metode mekanis menunjukkan bahwa hampir semua sampel tidak berada dalam rentang ideal.
Varietas P1 dan P3, baik dengan sampel daun basah maupun kering, menunjukkan nilai rasio di luar
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rentang ideal. Sementara itu, varietas P2, dengan perlakuan daun basah dan kering, menunjukkan nilai
absorbansi yang mendekati rentang ideal, masing-masing sebesar 2,11 dan 1,74. Hal ini menunjukkan
bahwa hanya varietas P2 yang memiliki kemurnian DNA yang sangat baik.

Kemurniaan DNA Tebu
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Gambar 6. Kemurniaan DNA Tebu pada A260/A230

Metode gerus menunjukkan konsentrasi DNA yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode
mekanis (Gambar 2). Namun, dalam hal kemurnian DNA, kedua metode tidak menunjukkan masalah
karena kemurnian DNA tidak berbeda secara signifikan. Memperoleh konsentrasi DNA yang ideal dari
tebu sering kali menjadi tantangan karena beberapa faktor. Daun tebu memiliki kandungan
polisakarida dan polifenol yang tinggi. Polisakarida seperti selulosa dan pektin dapat mengganggu
proses ekstraksi DNA dengan mencemari sampel sehingga menjadi kental atau sulit untuk diendapkan.
Berdasarkan (Tang et al., 2019) melaporkan bahwa daun tebu mengandung 35-37% selulosa, 23%
hemiselulosa, dan 15-20% lignin. Selain itu, dinding sel daun tebu sangat tebal (Zhang et al., 2015) dan
kuat, sehingga agak sulit diurai untuk melepaskan DNA yang terperangkap. Hanya ada satu sampel
dari masing-masing metode yang memiliki rasio A260/A230 yang ideal.
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Gambar 7. Hasil Kualitas Pita DNA Padi
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Gambar 8. Hasil Kualitas Pita DNA Tebu

Elektroforesis adalah proses di mana partikel atau molekul yang tersebar dalam sampel
bergerak relatif terhadap cairan di bawah pengaruh medan listrik. Medan listrik ini menyebabkan
partikel bermuatan bergerak menuju elektroda dengan muatan yang berlawanan (Syaifudin, 2021).
Teknik ini banyak digunakan dalam berbagai aplikasi laboratorium, terutama untuk memisahkan atau
memurnikan makromolekul seperti protein dan asam nukleat (DNA dan RNA) berdasarkan ukuran dan
muatan. Kualitas pita DNA merupakan aspek penting dalam analisis elektroforesis (Gambar 7 dan 8).
Kualitas pita DNA dapat dinilai dari kecerahan atau intensitas pita yang muncul pada gel elektroforesis.
Hasil elektroforesis DNA sering menunjukkan perbedaan dalam kecerahan pita, dengan beberapa pita
tampak lebih terang dan yang lainnya kurang terang. Resolusi dan kualitas pita DNA dapat dipengaruhi
oleh berbagai faktor. Faktor utama yang memengaruhi resolusi gel adalah konsentrasi agarosa.
Konsentrasi ini menentukan ukuran pori dalam gel dan memengaruhi pergerakan DNA. Meningkatkan
konsentrasi agarosa meningkatkan resolusi. Faktor lain yang memengaruhi resolusi dan kualitas pita
termasuk ketebalan gel dan sisir (Arslan et al., 2021). Selain itu, perbedaan ketebalan pita DNA dapat
disebabkan oleh konsentrasi DNA, keberadaan kontaminan, dan kondisi elektroforesis.

Menurut (Setyawati & Zubaidah, 2021), pita DNA yang tebal dan tunggal/tidak menyebar
menunjukkan konsentrasi tinggi dan bahwa DNA total yang diekstraksi tetap utuh. Sebaliknya, pita
DNA yang menyebar menunjukkan adanya kerusakan pada untaian DNA selama proses ekstraksi,
menyebabkan DNA genomik terfragmentasi menjadi potongan-potongan kecil. Kerusakan ini dapat
disebabkan oleh gerakan fisik berlebihan selama pipetting, pencampuran dalam tabung Eppendorf,
sentrifugasi, atau suhu tinggi. Visualisasi pita DNA pada tanaman padi (Gambar 7) menunjukkan
bahwa pita DNA diekspresikan secara konsisten di seluruh sampel perlakuan. Metode gerus
cenderung menghasilkan pita DNA yang lebih terang. Hal ini ditunjukkan pada Gambar 3, dimana
konsentrasi DNA dalam rasio absorbansi A260/A280 umumnya berada dalam rentang ideal. Secara
umum, hasil isolasi DNA yang baik pada gel elektroforesis seharusnya menunjukkan pita yang jelas
tanpa adanya pita tambahan di sekitar pita utama (Susila et al., 2024).

Pita DNA yang diekspresikan pada tanaman tebu (Gambar 8) tidak secerah yang ada pada
tanaman padi (Gambar 7). Salah satu faktor yang memengaruhi hal ini adalah konsentrasi DNA, yang
umumnya berada di luar rentang ideal (Gambar 4). Hal ini sejalan dengan laporan (Tunnisa, 2022),
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yang menyatakan bahwa konsentrasi DNA yang rendah menghasilkan pita yang sangat tipis atau
bahkan tidak terlihat pada dokumentasi gel. Sebaliknya, konsentrasi DNA yang sangat tinggi
menghasilkan pita DNA yang sangat tebal, sehingga sulit membedakan pita DNA saat mengamati DNA
dari tanaman.

Actiin
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& 800 '
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Gambar 9. Tingkat Ekspresi Gen Tanaman Padi

Gen aktin adalah gen yang diekspresikan secara konsisten pada tanaman. Gen ini berfungsi
sebagai housekeeping gene atau kontrol internal dalam analisis ekspresi gen. Kontrol internal pada
organisme hidup dapat dilakukan menggunakan teknik molekuler seperti PCR (polymerase chain
reaction) (Anggisti et al., 2020). Data kuantitatif berupa tingkat ekspresi pita DNA diperoleh dari
transformasi gambar visualisasi PCR menggunakan perangkat lunak (Gambar 9). Visualisasi DNA paling
tebal dihasilkan oleh metode gerus dengan sampel daun segar (P5G), yaitu sebesar 10,83%. Hasil
serupa terlihat pada P2G, dengan pita yang diekspresikan sebesar 10,31%. Sebaliknya, metode
mekanis, baik untuk perlakuan daun segar maupun kering, menunjukkan tingkat ekspresi yang tidak
berbeda signifikan, berkisar antara 5,71% hingga 8,57%. Hal ini juga terlihat pada Gambar 7, di mana
pita DNA yang diekspresikan relatif tipis dan konsisten. Metode gerus diketahui efektif untuk
mendapatkan konsentrasi DNA yang ideal.
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Gambar 10. Tingkat Ekspresi Gen Tanaman Tebu
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Hasil visualisasi PCR (Gambar 8) menunjukkan bahwa pita DNA yang terekspresi tampak tidak
jelas, ditandai dengan pita DNA yang tipis. Pita DNA yang tipis ini menunjukkan bahwa konsentrasi
DNA target dalam sampel sangat rendah, yang berarti amplifikasi tidak terjadi secara optimal. Hal ini
mengakibatkan tingkat ekspresi DNA yang relatif rendah pada tanaman tebu. Tiga sampel dengan
tingkat ekspresi tertinggi adalah 24,40% (S4M), 16,7% (S5M), dan 15,98% (S5G). Sementara itu, tingkat
ekspresi gen pada sampel lainnya berkisar antara 2,06% hingga 7,88% (Gambar 10). Dapat disimpulkan
bahwa metode mekanis memiliki dampak yang lebih baik pada ketebalan pita DNA dibandingkan
dengan metode gerus.

SIMPULAN

Metode gerus menghasilkan konsentrasi DNA yang lebih tinggi dibandingkan metode mekanis
pada tanaman padi dan tebu. Pada tanaman padi, metode gerus menggunakan sampel daun basah
menunjukkan tingkat kemurnian yang lebih baik seperti yang dibuktikan oleh rasio absorbansi pada
A260/A280 dan A260/A230. Sedangkan pada tebu, konsentrasi DNA tidak mempengaruhi tingkat
kemurnian DNA baik pada rasio A260/A280 maupun A260/A230.
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