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ABSTRACT 

 

High quality and quantity of genomic DNA for plant kapulasan is required for analyses 

based on the polymorfisme chain reaction (PCR) technic.  Method DNA isolation were proven to 

be genus or even species spesific. Objective of this study was to determine of methode with 

using protocol most reliably produced sufficient quantity and good quality of plant kapulasan 

genomic DNA.  Method utilizing Doyle and Sanghai-Maroof with storge of leaf until dry, 

yielded higher quality and quantity of genomic DNA.  
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PENDAHULUAN 

 

Kapulasan merupakan salah satu 

buah tropik yang potensial dikembangkan 

dimasa mendatang.  Indonesia merupakan 

daerah tropik yang kaya sumberdaya genetik 

yang belum sepenuhnya dieksploirasi secara 

optimal. Kapulasan menjadi salah satu 

kekayaan flora di Indonesia, dan tidak 

ditemukan pada semua wilayah dengan 

tingkat populasi yang semakin berkurang.  

Kapulasan ditemukan di Jawa Barat dan 

Sumatera Barat.  Berkurangnya populasi 

kapulasan terjadi akibat kerusakan 

lingkungan dan secara habitusnya tidak 

banyak wilayah yang cocok untuk 

kapulasan.  Konservasi merupakan salah 

satu upaya untuk menjaga kelestarian dan 

keragaman kapulasan di Indonesia.    

Keanekaragaman kapulasan mampu 

menjelaskan hubungan kekerabatan secara 

umum, tetapi belum tentu memberikan 

informasi karakternya secara spesifik.  

Untuk mendapatkan informasi tersebut 

diperlukan suatu program karakterisasi dari 

plasma nutfah pada tingkat morfologi dan 

molekuler.  Karakterisasi morfologi sering 

dipengaruhi oleh faktor lingkungan, 

sehingga penggunaan marka molekuler 

diharapkan dapat memberikan gambaran 

karakterisasi dengan akurasi yang cukup 

tinggi dalam melihat keragaman genetik 

individu, baik pada tingkat spesies maupun 

kerabat jauhnya.  Salah satu penanda 

molekuler adalah melalui hibridisasi 

fragmen DNA dengan marka DNA dengan 

mengamplifikasi fragmen DNA dengan 

mesin PCR. 

Pengembangan teknik analisis 

molekuler dengan PCR menjadi salah satu 

kemajuan yang dicapai dalam 

mengidentifikasi suatu tanaman pada tingat 

DNA.  Salah satu keuntungan analisis 

keragaman menggunakan teknik molekuler 

yang memanfaatkan teknologi PCR adalah 

kuantitas DNA yang dibutuhkan hanya 

sedikit, bahkan dapat mengamplifikasi DNA 

tanaman Spinacia oleracea L. dengan 

jumlah 1,5 ng (Pandey et al., 1996).  

Meskipun diperlukan dengan kuantitas yang 

rendah, keberhasilan isolasi menjadi salah 

satu dari faktor penentu kuantitas tersebut. 
Salah satu faktor yang 

mempengaruhi keberhasilan isolasi adalah 

senyawa metabolit sekunder.  Menurut 

Milligan (1992), senyawa metabolit 

sekunder akan mempengaruhi kualitas dan 

kuantitas DNA.   Isolasi tidak saja 
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berdasarkan metode yang sudah ada, tetapi 

membutuhkan beberapa modifikasi.  Untuk 

mendapatkan DNA yang berkualitas baik, 

memerlukan metode isolasi yang tepat,  

tergantung dari jenis tanamannya.   

Kualitas dan kuantitas DNA yang 

baik dapat dicapai melalui penanganan fisik 

dari daun, yang pada prinsipnya bertujuan 

untuk melindungi DNA genom terdegredasi 

akibat senyawa metabolit sekunder, 

terutama sampel daun yang diambil dari 

jarak yang jauh, sehingga membutuhkan 

teknik penyimpanan dan isolasi yang baik.   

Oleh karena itu untuk studi dengan 

ketersediaan sampel segar yang terbatas 

prosedur yang tepat sangat diperlukan. 

Prosedur isolasi banyak sekali, tetapi 

tidak dapat semuanya dapat diterapkan 

untuk berbagai jenis tanaman.  Salah satu 

faktor penting yang bisa mempengaruhi 

isolasi DNA adalah kondisi daun.  Daun 

yang terlalu lama, akan menyebabkan 

meningkatnya aktifitas senyawa tertentu, 

sehingga daun menjadi layu dan rusak. 

Penelitian bertujuan mendapatkan 

metode isolasi DNA yang mampu 

menghasilkan DNA kapulasan dengan 

kualitas dan kuantitas yang baik dalam 

menunjang keberhasilan amplifikasi 

berbasis PCR. 

 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini dilakukan di 

Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan 

Tanaman Fakultas Pertanian Universitas 

Andalas, Padang.  Daun yang digunakan 

adalah daun yang diambil dari berbagai 

lokasi, yaitu dari Bonjol Kabupaten 

Pasaman dan Ketinggian Kabupaten 50 

Kota.   

 Optimasi Isolasi DNA.  Isolasi 

dilakukan dengan menggunakan metoda 

Saghai-Maroof (1983) dan Doyley and 

Doyley (1987) dengan menggunakan 

nitrogen cair dan melalui penyimpanan 

kering. 

Analisis kualitas DNA.  Kualitas 

DNA diuji berdasarkan kemampuannya 

untuk dipotong menggunakan enzim 

restriksi EcoRI.  Pemotongan DNA 

menggunakan 20 l volume reaksi yang 

terdiri dari : 1 l enzim restriksi EcoRI 

(Promega); 2 l bufer H, dan 5 g DNA dan 

diinkubasikan pada suhu 37˚C selama 3 jam.  

Reaksi dihentikan dengan penambahan 1 l 

EDTA 0.5 M, kemudian ditambah 4 l 

loading bufer. 

Elektroforesis.  Hasil restriksi dari 

DNA dielektroforesis pada gel agarose (1.5 

b/v) menggunakan bufer 0,5 x TBE yang 

telah ditambahkan larutan etidium bromida 

(0.5 mg/l).  Eleketrooforesis  dilakukan pada 

voltase konstan sebesar 135 volt selama 2 

jam, selanjutnya divisualisasikan di atas UV 

transiluminator, dan dipotret menggunakan 

unit gel dokumentasi.   Dari tahapan ini akan 

diperoleh preperasi DNA yang smear akibat 

terdegredasi, dan DNA utuh pada DNA 

yang tidak direstriksi. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Isolasi DNA genom kapulasan yang 

dilakukan dengan menggunakan metoda 

Sanghai-Maroof (1984), Doyle and Doyle 

(1991) berbeda terutama dilihat dari pola 

pita yang dihasilkan.  Metoda yang baik 

dalam menyiapkan DNA genom adalah 

dapat menghasilkan DNA dalam ukuran 

yang besar (high moleculer weight DNA), 

tidak terdegredasi selama proses ekstraksi 

dan pemurnia dan dapat dipotong dengan 

enzim restriksi. Hasil uji kualitas DNA 

genom kapulasan disajikan pada Ga mbar 1.  

Gambar 1 menunjukkan bahwa 

metoda isolasi yang digunakan 

menghasilkan ukuran DNA yang berbeda 

dari kedua metoda yang digunakan.  Ukuran 

DNA dapat dilihat dari jarak pita yang 

dihasilkan dengan sumur loading, setelahg 

dilakukan elektroforesis.  Terbentuknya 

smear saat elektroforesis akibat DNA telah 

mengalami degredasi dan adanya senyawa 

lain yang merupakan sisa dari hasil ekstraksi 

DNA.    
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Gambar 1. Hasil isolasi DNA genom dari tanaman kapulasan dengan menggunakan metode  

Sanghai-Maroof, dengan daun segar (1), daun kering (2), metode Doyle and Doyle, 

dengan daun kering (3), dan daun segar (4).  Hasil isolasi yang belum diberikan 

RNase (A) dan yang diberi RNase (B), M  DNA konsentrasi 50 ng/L.  (gel 

agarose 1%) pada 100 volt dengan 45 menit. 

 Penggunaan metode isolasi yang 

tepat mampu menghasilkan pita DNA yang 

lebih baik.  Isolasi yang menggunakan 

metode Doyle and Doyle mampu 

memberikan pita yang lebih baik 

dibandingkan dengan metoda Sanghai-

Maroof terhadap daun yang telah 

dikeringkan menggunakan silika gel selama 

1 minggu, maupun daun segar.  Pola pita 

yang dihasilkan diikuti dengan adanya 

bagian smear di bawah pita DNA seperti 

pada Gambar 1 di atas.   Terdapatnya bagian 

smear tersebut menunjukkan bahwa hasil 

isolasi DNA masih memiliki kandungan 

RNA yang belum sepenuhnya hilang, 

sehingga penambahan RNase mampu 

menghilangkan aktifitas RNA seperti 

disajikan pada Gambar 1B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.  Pola pita DNA smear setelah dilakukan pemotongan dengan enzim restriksi 

EcoRI. (1) DNA yang belum dipotong ; (2) DNA yang telah dipotong 

Penggunaan metode Doyle and 

Doyle mampu memberikan hasil lebih baik 

dibandingkan dengan Sanghai-Marof, hal ini 

disebabkan kedua metode tersebut memiliki 

perbedaan senyawa purifikasi dalam pola 

ektraksi dan isolasi DNA.  Pola purifikasi 

dengan 2 kali (Phenol: 

Chlorofrom:Isoamilalkohol) yang dilaku-

kan pada metode Doyle and Doyle sangat 

efektif dalam menghilangkan berbagai 

senyawa yang mempengaruhi proses isolasi 

seperti protein dan polisakarida, dan fenol.   

Hal ini menunjukkan bahwa suatu metode 

yang digunakan meskipun berhasil untuk 

A 
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suatu spesies tanaman, tetapi belum tentu 

akan berhasil pada spesies yang lain.  Suatu 

prosedur yang sesuai untuk suatu spesies 

belum tentu dapat digunakan untuk spesies 

yang lain.   Untuk mencapai hasil yang 

optimal penggunaan metode purifikasi 

menjadi salah satu bagian penting, selain 

mempertahankan kondisi jaringan tanaman 

tidak rusak.   

Selain kandungan polisakarida dan 

senyawa metabolit sekunder, kondisi daun 

juga menentukan kualitas DNA.  Untuk 

mempermudah proses isolasi, penggunaan 

daun yang berasal dari lapangan dengan 

jarak yang jauh, pada tanaman kapulasan 

dapat dioptimalkan dengan menggunakan 

daun yang telah dikeringkan dengan silika 

gel selama 1 minggu.   Penggunaan daun 

kering mampu menghasilkan DNA yang 

lebih baik dibandingkan dengan daun segar.  

Hal ini disebabkan kapulasan merupakan 

salah satu jenis tanaman yang memiliki 

kandungan fenol dan polisakarida yang 

tinggi, seperti halnya dengan rambutan yang 

merupakan kerabat dekat dari kapulasan.  

Sulitnya mengektraksi DNA disebabkan 

oleh tingginya kandungan polisakarida dan 

protein.  Senyawa fenol dan polisakarida 

merupakan salah satu faktor yang dapat 

mengurangi efisiensi amplifikasi.   Menurut 

Couch and Fritz (1990), tanaman berkayu 

memiliki senyawa polifenol dan 

polisakarida.  Menurut Prana dan Hartati 

(2003), keberadaan polisakarida dan 

senyawa metabolit sekunder sering 

menghambat dalam isolasi.  Senyawa 

tersebut memiliki struktur yang mirip 

dengan asam nukleat, sehingga mengendap 

bersama asam nukelat.   Permasalahan 

dalam isolasi dan pemurnian DNA, 

penurunan polisakarida, endonuklease, dan 

senyawa penghambat seperti polifenol dan 

metabolit sekunder lainnya secara langsung 

akan mempengaruhi reaksi enzim.  Menurut 

Fang, Hammer dan Grumet (1992) 

menghambat aktivitas taq polimerase pada 

amplifikasi DNA.  Menurut Fang et al., 

tahun 1992 dalam Porebski et al., (1997), 

metabolit sekunder dan polisakarida dapat 

menghambat kerja enzim. Adanya 

polisakarida dalam tanaman ditandai dengan 

kekentalan pada hasil isolasi DNA yang 

menyebabkan kesulitan dalam pekerjaan 

pemipetan DNA, dan DNA tidak dapat 

diamplifikasi dalam reaksi PCR akibat 

penghambatan aktivitas Taq polymerase.  

 Penggunaan daun yang akan 

digunakan dalam analisis genom pada 

kapulasan, melalui penyimpanan kering 

dengan menggunakan silika gel mampu 

menekan aktifitas metabolisme pada daun.  

Pengeringan dengan kelembaban udara yang 

rendah pada media simpan akan sangat 

berpengaruh terhadap penurunan aktifitas 

metabolisme sel, sehingga kondisi sel akan 

tetap baik dan aktifitas senyawa-senyawa 

metabolit sekunder yang dikandungnya juga 

akan terhambat.  Hal ini tentu akan mampu 

menjaga dan melindungi DNA yang ada 

dalam sel tanaman dengan baik.  

Informasi yang diperoleh dari hasil 

penelitian ini memberikan bagian penting 

dalam mengisolasi DNA pada tanaman 

kapulasan, terutama dalam melihat 

keragaman tanaman kapulasan 

menggunakan analisis molekuler berbasis 

RAPD di Indonesia maupun untuk tujuan 

pemuliaan melalui pendekatan molekuler. 

 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

 Berdasarkan hasil penelitian yang 

telah dilakukan dapat disimpulkan  bahwa, 

isolasi DNA genom pada tanaman kapulasan 

dengan menggunakan metode Doyle and 

Doyle mampu menghasilkan isolasi DNA 

yang lebih baik dibandingkan dengan 

Metode Sanghai dan Marof pada daun yang 

kering. 
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