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RINGKASAN

Jambu mete (Anacardium
occidentale 1) merupakan salah
satu tanaman potensial sumber devisa
negara. Peningkatan produktivitas
jambu mete sampai saat ini masih
dilakukan secara konvensional
melalui seleksi populasi dan
hibridisasi. Penggunaan marka
molekuler dapat digunakan untuk
mempercepat proses seleksi. Untuk
dapat memperoleh marka molekuler
yang akurat, diperlukan DNA
berkualitas tinggi. Optimasi teknik
isolasi DNA pada jambu mete telah
dilakukan dengan menggunakan tiga
fase pertumbuhan daun (pucuk,
sedang, tua) pada kondisi segar dan
kering serta perbaikan metode
ekstraksi dengan cara homogenisasi
sampel, memperhalus sampel dan
memperpanjang waktu senrifugasi
menjadi dua puluh menit. Daun
sedang (daun ketiga dari pucuk)
merupakan jenis sampel terbaik
untuk isolasi DNA jambu mete.

Kata kunci : Molekuler jambu mete, kualitas
DNA, sampel daun, isolasi DNA.

PENDAHULUAN

Kualitas DNA (Deoxyribonucleic
acid) merupakan salah satu faktor
penunjang keberhasilan dalam analisis
marka molekuler. Semakin baik kualitas
DNA sampel yang digunakan, maka
hasil analisis akan semakin akurat.
Tinggi rendahnya kualitas DNA
ditentukan oleh tiga faktor utama, yaitu
sumber sampel/materi genetik, teknik
isolasi dan pemilihan reagent (pereaksi).

Isolasi DNA pada tanaman tingkat
tinggi kerapkali mengalami hambatan
pada proses destruksi dinding sel untuk
melepaskan isi sel. Hal ini disebabkan
tanaman tingkat tinggi memiliki struktur
dinding sel yang kompak dan kuat. Pada
beberapa tanaman, proses isolasi DNA
menjadi semakin sulit karena kandungan
polifenol ataupun polisakarida yang
tinggi, seperti pada tanaman jambu mete.

Daun jambu mete mengandung dua
metabolit utama, yaitu tanin dan
senyawa fenol. Kandungan kimia lain
yang terdapat pada daun jambu mete
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adalah flavonol, asam anakardiol, asam
elagat, kardol dan metal kardol
(Sulistyawati dan Mulyati, 2009).
Metabolit yang terdapat didalam
jaringan daun jambu mete kerapkali
mengakibatkan DNA yang disolasi
terkontaminasi sehingga tidak dapat
digunakan untuk penelitian selanjutnya.
Kontaminasi protein, polifenol dan
polisakarida menghambat aktivitas
enzim Taq (Thermus aquaticus) DNA
polimerase pada reaksi Polymerase
Chain Reaction (PCR) (Ausaubel et al
1994).

b. Penambahan Mercaptoethanol 20
1 pada saat proses ekstraksi daun.

c. Penggunaan chlorofom:
Isoamylalkohol (24:1) sebanyak
dua kali tanpa penggunaan
Phenolisoamylalkohol.

Sampel yang digunakan berupa
daun dari tiga fase pertumbuhan: daun
pucuk, sedang (daun ketiga), tua (daun
kelima) dalam kondisi segar dibekukan
dan kering. Daun segar adalah daun yang
dipetik, dimasukan dalam plastik kedap
udara dan disimpan dalam freezer

Tabel 1. Komposisi Buffer CTAB Doyle-Saghai

Larutan
Buffer CTAB modifikasi D Doyle-Saghai

K
Archaketal.,2003

Beberapa metode isolasi DNA telah
diaplikasikan pada berbagai jenis
tanaman, termasuk untuk tanaman
dengan kandungan polifenol tinggi.
Metode tersebut tidak bersifat universal
dan tidak semua DNA tanaman dapat
diisolasi dengan hasil optimal (Varma
dan Padh, 2007). Modifikasi teknik
ekstraksi perlu dilakukan mulai dari
pemilihan sampel, teknik isolasi ataupun
pemilihan reagent (pereaksi) untuk
memperoleh DNA jambu mete
berkualitas baik. Menurut Hendroyo dan
Rudiretna (2001) ada tiga prinsip dasar
dalam isolasi DNA, yaitu penghancuran
dinding sel, ektraksi atau pemisahan
DNA serta pemurnian DNA.

Tujuan penelitian adalah menentukan
jenis sampel terbaik serta proses isolasi
yang optimal untuk memperoleh kualitas
DNA jambu mete terbaik.

ISOLASIDNA

Ekstraksi DNA jambu mete
dilakukan dengan menggunakan metode
CTAB Doyle-Saghai (Archak et al.,
2003) yang dimodifikasi. Modifikasi
metode ekstraksi yang dilakukan adalah:
a. Penambahan antioksidan PVP

(Polivinilpolipirolidon) sebanyak

1% pada saat penggerusan.

WartaBalitro

Komposisi

4% CTAB

1.4 M NaCl

100 mM TrisHel, PH 8
20 mM EDTA

2% PVPt

bersuhu -4°C, sedangkan daun kering
diperoleh dengan proses pengeringan
didalam oven 40°C selama sehari
semalam.

Hasil Ekstraksi kemudian diukur
nilai konsentrasi dan Optical Density
(OD) menggunakan spektrofotometer.
Pengukuran dilakukan dengan
membandingkan standar DNA lambda
dengan kuantifikasi spektrofotometrik
pada panjang gelombang A260 dan A280
menurut metode Sambrook dan Russel
(1989).

PENENTUAN SAMPEL DAUN
TERBAIK UNTUKISOLASIDNA

Berdasarkan pengukuran
spektrofotometer, nilai OD DNA yang
diperoleh berkisar antara 0,613 — 1,256
(Tabel 1). Nilai kemurnian DNA berkisar
antara 1,8 -2.0. Jika nilai melebihi 2,0
maka larutan yang diuji masih
mengandung kontaminan dari protein
membran sehingga kadar DNA yang
didapat belum murni.

Isolasi DNA Sampel Daun Pucuk
Penggunaan sampel daun pucuk

memiliki potensi kontaminasi senyawa
fenol lebih tinggi dari sampel daun
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Tabel 1. Kualitas dan kuantitas DNA sampel daun jambu mete, segar dan kering pada fase

No Sampel Daun A260 A280
1 2 Pucuk 0,019 + 0,008
2 § Sedang 0,024 +0,01 7
3 Tua 0,009 + 0,005
4 5 Pucuk 0,054 + 0,045
5 g Sedang 0278 +034
6 Tua 0,072+ 0,006

sedang atau tua. Menurut Ariyani
et al.(2007) daun jambu mete muda
mengandung senyawa tanin, asam
anakardat dan kardol yang lebih banyak
dibandingkan dengan daun jambu mete
yang sudah tua. Total fenol pada daun
pucuk jambu mete berkisar 2809.5
mg/100 g berat kering (Rahmat, 2009).
Kandungan fenol yang tinggi tersebut
berpotensi mengotori dan mengurangi
kualitas DNA. Namun, berdasarkan hasil
yang diperoleh, kisaran nilai OD daun
pucuk dan sedang (daun ketiga) tidak
jauh berbeda. Hal ini karena penggunaan
PVP pada saat proses penggerusan
mampu mengikat fenol, sehingga
kontaminasi fenol pada DNA terisolasi
dapat dikurangi. PVP telah banyak
digunakan sebagai pereaksi untuk
mengisolasi DNA genom tanaman yang
kaya polifenol seperti kapas (Chaudhry
et al.,1999), tebu, selada, dan stroberi
(Aljanabi et al. ,1999), anggur, apel, pir,
kesemek, serta beberapa conifer (Kim et
al.,1997).

Penggunaan daun pucuk sebagai
materi ekstraksi DNA memiliki
kelemahan meskipun kualitas DNA yang
dihasilkan cukup tinggi. Sampel daun
pucuk cenderung lebih mudah rusak,
terutama apabila lokasi pengambilan
sampel yang jauh. Daun seringkali sudah
hancur dalam perjalanan menuju
laboratorium, sehingga pada saat akan
dilakukan ekstraksi, ada kemungkinan
DNA di dalam sel sudah terdegradasi.

Isolasi DNA Sampel Daun sedang

Hasil isolasi DNA pada daun
sedang (daun ketiga) baik dalam keadaan
segar ataupun kering diperoleh nilai
OD dan konsentrasi DNA yang lebih
tinggi dari perlakuan lain (Tabel 1).
Penggunaan daun sedang sebagai sampel
memiliki beberapa keunggulan yaitu:
tidak mudah rusak, lebih mudah
dihaluskan, lebih tahan disimpan dan
DNA yang dihasilkan lebih bersih.
Dengan menggunakan daun sedang
sebagai sampel dapat dilakukan

Waria

A260:A280 o

0,016 0,008 1,252+0,05 281,780+ 34,69
0,019 0,015 1,256+0,072 59,152+4258
0,014 +0,007 0,613+0,11 22422+ 1421
0,067 +0,026 0,804 +0.36 134,385+ 113.84
0,261 £0.313 1,003 £0.09 692,815 +42497
0,068 + 0,008 1,072 +0,115 180,284 +16,193

beberapa kali isolasi dengan satu kali
pengambilan sampel, dengan demikian
menghemat biaya serta waktu perjalanan
saat pengambilan sampel daun.

Isolasi Daun Tua

Hasil isolasi DNA pada daun tua
diproleh DNA dengan kualitas terendah.
Hal ini disebabkan antara lain karena
daun tua cenderung lebih keras dan liat,
sehingga pada saat proses ekstraksi sulit
diperoleh bubuk daun yang halus. Nilai
OD daun tua berkisar antara 0,6-1,
dimana nilai tersebut mengindikasikan
kandungan protein dan polisakarida
yang cukup tinggi. Polisakarida
merdPakan rantai panjang dari
monosakarida (gula sederhana)
sementara protein adalah polimer dari
asam amino (Robinson, 1995). Menurut
Harborne (1996), protein, polisakarida
dan asam amino merupakan tiga
kelompok makromolekul utama pada
tumbuhan dan memiliki struktur yang
rumit sehingga pada saat isolasi
seringkali terurai atau membentuk
senyawa lain. Isolasi asam nukleat
(DNA) sukar diperoleh dalam bentuk
murni karena berikatan erat dengan
protein histon dalam inti (Harborne,
1996). Kontaminasi protein, polifenol
dan polisakarida pada hasil isolasi DNA
dapat menghambat aktivitas enzim
seperti enzim restriksi (dalam aplikasi
bloting) ataupun aktivitas taq polimerase
dalamreaksi PCR (Ausabel er.al. 1994).
Secara umum, penggunaan sampel
segar yang disimpan dalam freezer
memperlihatkan hasil yang lebih baik
daripada sampel kering. Untuk keperluan
jangka panjang, penggunaan sampel
segar beku lebih ideal digunakan, karena
lebih mudah, kondisi penyimpanan lebih
stabil dan kualitas hasil isolasi tinggi.
Penelitian Matasyoh er a/ .(2008) dan
Sari et al. (2009) menunjukan hasil
kualitas DNA Capsicum gratissimum L
yang lebih baik dengan menggunakan
sampel daun beku. Penyimpanan daun
segar dalam freezer mengakibatkan
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pembekuan jaringan tanaman, sehingga
mencegah terjadinya degradasi DNA
yang dapat menurunkan kualitas DNA.
Penggunaan daun kering secara teknis
memudahkan pekerjaan ekstrasi
(menggerus) namun memiliki potensi
kerusakan jaringan tanaman lebih
besar jika proses pengeringan dan
penyimpanan tidak dilakukan dengan
baik. Pengeringan harus dilakukan
secepatnya setelah pengambilan sampel,
kondisi lembab akan mengakibatkan
oksidasi pada jaringan tanaman dan
mengakibatkan penurunan kualitas
DNA. Proses pengeringan menyebabkan
terjadinya kerusakan isi sel yang
berujung pada peristiwa fragmentasi
DNA dan menyebabkan konsentrasi
DNA yang dihasilkan tidak akan-lebih
banyak dibandingkan dengan yang
dihasilkan dari bahan segar (Topik dan
Wulan, 2001)

PERBAIKAN PROSES ISOLASI
DNA

Untuk meningkatkan kualitas DNA
jambu mete, maka dilakukan perbaikan
proses ekstrasi dengan menggunakan
materi sampel terbaik, yaitu daun sedang
segar. Perbaikan proses ekstraksi yang
dilakukan adalah sebagai berikut :

a. Homogenisasi sampel dengan cara
mencampur beberapa daun dari
setiap nomor aksesi (setiap 0,4 mg
sampel yang digunakan merupakan
campuran beberapa daun dari setiap
nomor aksesi). Sampel kemudian
digerus dengan kuat sampai
menjadi serbuk

b. Pencampuran larutan pereaksi
dengan sampel secara intensif dan
kuat, dengan cara menggoyangkan
mikrotube sampai serbuk sampel
bercampur rata.

c. Memperpanjang durasi pemisahan
DNA dengan kotoran (sentrifugan)
dari 10 menit menjadi 20 menit

Isolasi DNA dengan perbaikan
proses ekstraksi dilakukan pada empat
sampel Jambu Mete. Hasil pengukuran
spektrofotometer menunjukan nilai
perbandingan OD value 260/280
meningkat menjadi 1,875 (Tabel 2)

Nilai kualitas DNA yang diperoleh
termasuk dalam kisaran tingkat
kemurnian yang baik, sesuai dengan
pernyataan Sambrook dan Russell
(2001) bahwa tingkat kemurnian DNA
yang baik berkisar antara 1,8-2. Nilai OD
di atas nilai kisaran murni menunjukkan
kontaminasi RNA sementara rasio di
bawah 1,8 menunjukkan adanya
kontaminasi protein.




Tabel 2. Kualitas dan kuantitas DNA sampel daun sedang (daun ketiga) dengan perbaikan

proses ekstraksi
NO  Kode SAMPEL A260:A280
1 Ende 1,7
2 Muna Tangkuno 2,0
3 PK-36 1.9
4 N-8 1,9
Rata-rata 1,875
Kualitas DNA hasil isolasi  juga dapat

dilihat dari visualisasi elektroforesis.
DNA yang baik dan tidak terdegradasi
pada hasil elektroforesis menampakan
pola pita yang jelas (Herison et al.,
2003). Berdasarkan hasil elektroforesis
tampak pita tunggal DNA yang
dihasilkan jelas dan tebal (Gambar 1).
Hal ini menandakan bahwa DNA hasil
isolasi memiliki kualitas yang baik,
karena tidak terlihat pita DNA yang
terdegradasi. Pada sampel Muna
Tangkuno dan PK-36 (no 2 dan 3), pita
tunggal DNA yang dihasilkan tampak
sangat jelas dan bersih. Sementara pada
Ende dan Nigeria 8 (1 dan 4) tampak
sedikit kemungkinan bayangan/
kontaminasi RNA. Menurut Sauer et al.
(1998) kontaminasi RNA dapat dideteksi
dengan terbentuknya pola bayangan
smear di bawah pita DNA. Kontaminasi
RNA dapat dihilangkan dengan
pemberian RNAse.

Gambar 1. Pola pita DNA Jambu Mete hasil
elektroforesis dengan gel agarose 0,8%
menggunakan sampel daun sedang/daun
ketiga dengan perbaikan proses ekstraksi.
(M = Ladder 100 bp, 1 = Ende, 2 = Muna
Tangkuno, 3=PK-36, 4=Nigeria-8)

Perbaikan proses ekstraksi dengan
cara homogenisasi sampel dari beberapa
daun, memperhalus partikel dan
memperpanjang waktu sentrifugasi
memberikan hasil nyata terhadap
peningkatan nilai OD. Homogenisasi
jaringan adalah pemecahan sel secara
halus yang bertujuan meningkatkan

KONSENTRASI DNA
6108
8898
3509
3371
5471

jumlah sel atau permukaan area yang
akan dilisiskan. Homogenisasi sangat
menunjang keberhasilan isolasi DNA
dari organ atau jaringan. Semakin
homogen jaringan tanaman yang
digunakan sebagai sampel maka akan
semakin banyak jumlah sel yang dapat
dilisis. Selain itu semakin besar kontak
antara sel dan bufer lisis sehingga
kemungkinan DNA yang diperoleh akan
lebih banyak dengan nilai OD yang
optimal. Pada dasarnya ada tiga faktor
penentu agar ektraksi dan purifikasi
(pemurnian) DNA berjalan optimal,
yaitu: (1) Penghomogenan jaringan
tanaman, (2) Komposisi penambahan
larutan buffer pada saat penggerusan
daun/jgringan tanaman, dan (3)
Penghilangan enzim penghambat
polisakarida, khususnya pada tanaman
tahunan (Syafaruddinetal.,2011).

PENUTUP

Jenis sampel terbaik untuk isolasi
DNA jambu mete adalah daun fase
pertumbuhan sedang (daun ketiga) dalam
bentuk segar. Teknik isolasi terbaik
adalah dengan proses homogenisasi
dimana sampel yang digunakan
merupakan campuran beberapa daun
pada aksesi sama yang kemudian digerus
dengan kuat hingga menjadi serbuk,
mengintensifkan proses pencampuran
larutan bufer dengan sampel dan
memperpanjang durasi pemisahan DNA
dengan kotoran (sentrifugan) menjadi
dua puluh menit.
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Sambungan hal. 08

PENUTUP

Pemanfaatan agensia hayati
khususnya patogen serangga seperti
B. bassiana dan M. anisopliae belum
banyak dimanfaatkan dalam skala luas
walaupun penggunaan jamur patogen
yang sudah banyak diuji memberikan
hasil yang baik untuk mengendalikan
hama wereng batang cokelat (WBC).
Hasi uji pemanfaatan jamur
entomopatogen dapat digunakan sebagai
alternatif pengendali yang ramah
lingkungan terhadap WBC. Oleh karena
itu, perlu uji lebih lanjut tingkat
patogenesitas jamur entomopatogen
strain daerah endemi WBC di lapang.
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