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ABSTRAK

Tanaman tembakau merupakan komoditas perkebunan penting di Indonesia. Namun
belakang sering terjadi kendala dalam budidaya. Adapun kendala tersebut diantaranya cekaman
abiotik dan biotik. Dalam menanggulangi hal tersebut perlu dilakukan perbaikan varietas
tanaman melalui program pemuliaan berbasis molekuler. Program bioteknologi tersebut perlu
dilakukan penelitian optimalisasi dalam proses isolasi DNA agar hasil yang dihasilkan bisa
digunakan untuk analisa lebih lanjut. Adapun metode yang digunakan menggunakan
perbandingan teknik ekstraksi menggunakan alat dan gerus dengan bahan kimia. Sedangkan
sampel daun tembakau digunakan menggunakan perbandingan sampel basah dan sampel
kering. Dari hasil yang didapatkan bahwa perlakuan metode gerus dengan bahan kimia (nitrogen
cair) menggunakan sampel basah mampu meningkatkan hasil dari kualitas maupun kuantitas
konsentrasi DNA.

Kata kunci: Isolasi DNA, Nitrogen Cair, Konsentrasi DNA, Pemuliaan Berbasis Molekuler, Genom

ABSTRACT

Tobacco plants are an important plantation commodity in Indonesia. However, problems
often occur in cultivation. These obstacles include abiotic and biotic stress. To overcome this
problem, it is necessary to improve plant varieties through molecular-based breeding programs.
This biotechnology program needs to carry out optimization research on the DNA isolation
process so that the results produced can be used for further analysis. The method used uses a
comparison of extraction techniques using tools and grinding with chemicals. Meanwhile,
tobacco leaf samples were used with a comparison of wet samples and dry samples. From the
results obtained, the treatment of the grinding method with chemicals and wet samples was able
to increase the quality and quantity of DNA concentration.

Key words : DNA Isolation, Liquid Nitrogen, DNA Concentration, Molecular Based Breeding,
Genome

PENDAHULUAN

penyediaan sampel segar setelah dibawa

Studi  genetik  terutama  studi dalam perjalanan jauh sering menginduksi

populasi genetik terhadap jenis tumbuhan senyawa fenol dan polisakarida pada

berlangsung sangat lambat disebabkan oleh berbagai tumbuhan. Senyawa tersebut

banyak kesulitan yang menghambat seperti dapat mengontaminasi sediaan DNA dan
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lebih
Isolasi untuk mendapatkan DNA berkualitas

akan menghambat analisis lanjut.
tinggi merupakan satu kaidah dasar yang
harus dipenuhi dalam analisis molekuler.
DNA masih
merupakan hal penting yang perlu diatasi
(Leigh Greathouse et al., 2019; Restu & dan
Gusmiaty, 2012; Sajali et al., 2018).

teknik dalam
pemuliaan tanaman dan biologi molekuler

Permasalahan dalam isolasi

Berbagai analisis
yang berdasarkan pada hibridisasi molekuler
atau PCR membutuhkan DNA dalam jumlah
yang cukup dan kualitas yang baik (Amani,
2011). Oleh karena kandungan senyawa
sekunder dalam sel tanaman berbeda-beda,
tanaman membutuhkan
yang agar
diperoleh DNA genom yang dapat digunakan

maka setiap

prosedur isolasi optimum
sebagai bahan dalam analisis molekuler.
Optimasi prosedur tersebut dapat dilakukan
terhadap komposisi larutan buffer lisisnya
ataupun teknik penanganan fisik dalam
pemisahan DNA genom dari senyawa lain.
Pada

bertujuan melindungi

prinsipnya optimasi prosedur ini
DNA genom dari
degradasi akibat senyawa sekunder yang
dilepaskan ketika sel dihancurkan atau
kerusakan akibat penanganan fisik (Harris &
Hoelzel, 1993).

Beberapa teknik dan prosedur telah
dipublikasikan, tetapi seringkali tidak dapat
diaplikasikan karena genus atau bahkan
spesies tanaman bersifat sangat spesifik.
Modifikasi metode standar ekstraksi DNA
diperlukan pada ekstraksi DNA dari daun
yang

atau

tanaman mengandung  banyak

polisakarida metabolit sekunder.

Berdasarkan penelitian (Langga &

Kuswinanti, 2012) memperlihatkan hasil
ekstraksi DNA yang kurang optimal baik
DNA vyang

mempengarubhi

kualitas kuantitas
dihasilkan

intensitas pita DNA hasil amplifikasi yang

maupun
sehingga
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tidak jelas. Hal tersebut menunjukkan bahwa
metode isolasi DNA yang telah dilakukan
pada padi tidak dapat diaplikasikan secara
maksimal pada tanaman seperti tembakau.
Oleh karena itu pemilihan dan optimalisasi
yang
DNA genom
tembakau perlu dilakukan.

metode isolasi memungkinkan

diperolehnya tanaman

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan dari
bulan Agustus — November 2023 di Green
House Agroteknopark dan Laboratorium
Terpadu CDAST Universitas Jember. Adapun
alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah analog distruptor genie, sentrifius,
oven, timbangan, mikropipet, gelas ukur,
eletroforesis, nano drop, microwave, gel
yang
digunakan dalam penelitian ini yaitu bibit

doc, mortar, dan alat tulis. Bahan

tembakau varietas bligon 1 (T1), jepril 1
(T2), kemloko 3 (T3), tanah, nitrogen cair,
buffer buffer gel
elektroforesis.

lisis, ekstraksi,
Isolasi DNA menggunakan sampel
daun basah (segar) dan daun kering (yang
telah di oven suhu 80°C selama 48 jam).
Metode alat menggunakan analog distruptor
genie (de Jonge et al., 2020; Mokoena et al.,
2023)
menggunakan bantuan nitrogen cair suhu -
196°C (Abdel-Latif & Osman, 2017; Sahu et
al., 2012). Setelah daun hancur,
diberikan  buffer lisis. Hingga nanti
didapatkan DNA dan diberi buffer TE. Analisa
kuantitas konsentrasi DNA diukur dengan
Nano-Drop (Sophian & Syukur, 2021) dan
DNA  diukur
elektroforesis gel 1%.

sedangkan metode gerus

baru

analisa  kualitas dengan

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil DNA vyang
dihasilkan disajikan dalam grafik berikut:

konsentrasi
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Gambar 1. Hasil Kuantitas DNA

Keterangan: T1 = Var. Bligon 1; T2 = Var. Jepril 1; T3 = Var. Kemloko 3; Sampel Basah dan Kering; Metode

Gerus dan Mekanik

Berdasarkan  hasil gambar 1
menyatakan bahwasannya perlakuan
metode sampel basah mampu

meningkatkan hasil konsentrasi DNA. Hal ini
diduga bahwa sampel basah masih dalam
kondisi segar sehingga lebih mudah dalam
melaksanakan ekstraksi DNA dibandingkan
dengan hasil
penelitian Chase & Hills (1991) bahwasannya

sampel kering. Selaras
sampel daun yang segar lebih disukai karena
menghasilkan DNA yang bagus. Sedangkan
metode gerus memiliki kuantitas DNA lebih
baik dibandingkan dengan metode mekanik.
Hal ini karena

diduga penggerusan

menggunakan  nitrogen cair mampu
menghasilkan serbuk halus sehingga semua
bagian sel dapat diekstraksi dibandingkan
metode mekanik. Pernyataan Haymes, et. al.
(2004) bahwasannya penggunakan metode
mekanik menggunakan distruptor genie

tidak sebaik dengan metode yang lain.
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Parameter dalam mengukur
kuantitas DNA dapat dilihat dari tingkat
kemurnian. Tingkat kemurnian dapat
diketahui melalui kuantitas DNA dari
kontaminan yang ikut terisolasi. Adapun
caranya vyaitu dengan membagi nilai
A260/280. Jika nilai sekitar 1,8-2 maka dapat
dikatakan murni. Namun jika dibawah 1,8
kemungkinan ada kontaminasi fenol atau
protein dalam larutan. Nilai hasil konsentrasi
A260/280 tampak seperti gambar 2 dibawah
ini. Dari keseluruhan hasil tampak, nilai
konsetrasi masih dibawah 1,8 yang artinya
terdapat kontaminasi protein. Solusi dalam
permasalah ini, maka dalam isolasi DNA
perlu ditambahkan protease. lJika nilai
kemurniannya di bawah 1,8, DNA yang
diisolasi mungkin demikian terkontaminasi
protein, begitu pula sebaliknya jika nilai
kemurniannya diatas 2,1 maka dapat diduga
demikian isolasi DNA vyang dilakukan
terkontaminasi RNA (Eppendorf, 2016).



Agroradix Vol. 7 No.2 (Juli 2024)
ISSN : 2621-0665

24

Hasil Kuantitas Konsentrasi DNA
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Gambar 2. Hasil Kuantitas Konsentrasi DNA

Keterangan: T1 = Var. Bligon 1; T2 = Var. Jepril 1; T3 = Var. Kemloko 3; Sampel Basah dan Kering; Metode

Gerus dan Mekanik

Gambar 2 menunjukan hasil kuantitas
konsentrasid DNA setelah diamati di NanoDrop.
DNA atau RNA pada umumnya merupakan
rangkaian nukleotida yang terdiri dari 5 jenis
dimana kelima jenis tersebut nukleotida jika
dibaca nilai serapannya pada panjang gelombang
A260/A280 akan mempunyai nilai yang berbeda-
beda, misalnya cDNA, nilai kemurnian 1,8-2,1
merupakan nilai akumulasi 4 Jenis nukleotida
adalah guanin (1,15), adenin (4,50), sitosin (1,51),
dan timin (1,47). sedangkan untuk RNA, timin
akan digantikan oleh urasil yang mempunyai nilai
serapan (4,00). karena nilai serapan urasil lebih
tinggi yang
penyebab adanya urasil jika dibaca pada panjang
gelombang A260/A280 akan menunjukkan nilai
kemurnian yang diatas 2,1 (University, 2020).

dibandingkan lain nukleotida

Ektraksi DNA ialah proses perpanduan antara
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seni dan sains karena banyak faktor yang
mempengaruhi (Nugroho et. al. 2019)
Berdasarkan hasil gambar 3 menyatakan
bahwasannya perlakuan metode sampel basah
mampu meningkatkan hasil konsentrasi DNA.
Kualitas ekstraksi DNA sangat dipengaruhi oleh
ketiga faktor diantaranya proses pengancuran,
kualitas bahan jaringan tanaman, serta kuantitas
jaringan tanaman (Ferniah & Pujianto, 2013). Hal
ini diperkuat dengan penelitian (Guha et al.,
2018) bahwa sampel basah akan membuat pita
band tebal.
penggerusan dengan menggunakan nitrogen cair
lebih  baik dibandingkan
mekanik. Nitrogen cair sangat bermanfaat dalam

menjadi terang dan Hasil

dengan metode

proses pengerusan jaringan tanaman
dikarenakan suhu yang dingin mampu menjaga
DNA tetap tidak terdegradasi (Kamba & Deb,

2018).
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Gambar 3. Hasil Kualitas Pita DNA

Keterangan: 1-3 perlakuan sampel basah dan gerus, 4-6 perlakuan sampel kering dan gerus, 7-9 perlakuan

sampel basah dan mekanik, 10-12 perlakuan sampel kering dan mekanik

Elektroforesis adalah suatu teknik
pemisahan molekul-molekul berdasarkan
muatan listrik yang diaplikasikan pada
molekul tersebut. Dalam konteks analisis

DNA, elektroforesis digunakan untuk
memisahkan fragmen-fragmen DNA
berdasarkan ukuran mereka. Salah satu

aspek penting dalam analisis elektroforesis
DNA adalah kualitas pita DNA vyang
dihasilkan (Gambar 3). Kualitas pita DNA
dapat diukur berdasarkan kecerahan atau
intensitas pita yang terbentuk pada gel
elektroforesis. Hasil elektroforesis DNA
sering kali menunjukkan variasi dalam
kecerahan pita, yaitu ada yang tampak
terang dan ada yang tampak kurang terang.
Penyebab variasi dalam kecerahan pita DNA
dapat disebabkan oleh beberapa faktor,
antara lain konsentrasi DNA, kualitas isolasi
DNA, keberadaan kontaminan, dan kondisi
elektroforesis. Konsentrasi DNA yang tinggi
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cenderung menghasilkan pita yang lebih
terang karena jumlah molekul DNA yang
lebih banyak. Namun, konsentrasi yang
sangat tinggi juga dapat menyebabkan
overloading, di mana pita-pita DNA
bertumpuk dan sulit untuk dipisahkan
dengan jelas. Sebaliknya, konsentrasi DNA
yang rendah dapat menghasilkan pita yang
kurang terang atau bahkan tidak terlihat
sama sekali.

Kualitas isolasi DNA juga memainkan
peran penting dalam membentuk pita yang
jelas, karena kontaminan atau fragmen DNA
yang tidak diinginkan dapat mengganggu
visualisasi pita target. Selain itu, faktor lain
yang dapat mempengaruhi kecerahan pita
DNA adalah kondisi elektroforesis, seperti
tegangan listrik, durasi, dan jenis buffer yang
digunakan. Penggunaan tegangan listrik
yang terlalu tinggi atau terlalu rendah dapat
memengaruhi migrasi DNA dalam gel,
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sehingga mempengaruhi intensitas pita yang
terbentuk. Durasi elektroforesis yang tidak
tepat juga dapat menghasilkan pita yang
tidak optimal. Pemilihan buffer yang sesuai
juga penting untuk memastikan kondisi
elektroforesis yang optimal dan
pembentukan pita DNA yang jelas. Beberapa
studi telah mendukung hubungan antara
faktor-faktor ini dengan kualitas pita DNA
dalam elektroforesis. Misalnya, penelitian
oleh Smith et al. (2018) menunjukkan bahwa
konsentrasi DNA yang tepat dan kondisi
elektroforesis yang optimal sangat penting
untuk mendapatkan hasil elektroforesis yang

KESIMPULAN

1. Hasil  kuantitas DNA  berdasarkan
konsentrasi DNA lebih baik menggunakan
sampel basah dan metode gerus dengan
nitrogen cair dibandingkan pita band DNA
sampel kering dengan metode alat

2. Hasil DNA
perbandingan panjang  gelombang
A260/A280 lebih tinggi menggunakan

sampel basah dan metode gerus dengan

kuantitas berdasarkan

nitrogen cair dibandingkan pita band DNA
sampel kering dengan metode alat

3. Hasil kualitas DNA berdasarkan uiji
elektrofesis lebih tebal pita band DNA
sampel basah dengan metode gerus
dibandingkan pita band DNA sampel
kering dengan metode alat

UCAPAN TERIMAKASIH

terimakasih pihak

Universitas Jember dan LP2M yang telah

Ucapan kepada

memberikan pendanaan hibah penelitian

skim hibah dosen pemula Bantuan
Pendanaan Program  Hibah Internal
Penelitian  dan  Pengabdian  Kepada

Masyarakat Tahun 2023. Berdasarkan Surat

26

26

akurat. Begitu juga, penelitian oleh Jones
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