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PERBANDINGAN EFEKTIFITASMETODE CTAB-POREBSKI
DAN METODE CTAB-TANAKA DALAM ISOLASI DNA
DAUN MELINJO (Gnetum gnemon L.)

Royan Arief Abdul Lukman
05640017

ABSTRAK

Banyaknya manfaat kesehatan yang dapat diperoleh dari tumbuhan
melinjo (Gnetum gnemon L.) dan masih sedikitnya penelitian molekuler tentang
tumbuhan ini menjadi aasan perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut mengenai
teknik isolasi DNA daun melinjo. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
efektifitas metode isolasi DNA dari daun melinjo dengan membandingkan antara
metode CTAB-Porebski dengan metode CTAB-Tanaka. Parameter yang
digunakan adalah nilai kemurnian dan kualitas DNA hasil isolasi yang diperoleh
dari analisis spektrofotometri dan analisis elektroforesis.

Sampel daun melinjo yang digunakan adalah daun muda dan daun tua.
Untuk masing-masing sifat daun dilakukan dua kali pengulangan pada setiap
metode. Konsentrass DNA dan kemurniannya diukur dengan metode
spektrofotometri, sedangkan untuk visualisass DNA hasil isolas menggunakan
metode elektroforesis dengan agarose 0,4%. Metode analisis yang digunakan
adalah metode deskriptif dengan menjelaskan data berdasar pada landasan teori
dan studi literatur dari berbagai referensi dan jurnal ilmiah.

Hasil penelitian secara umum menunjukkan bahwa metode CTAB-
Tanaka memberikan hasil isolass DNA lebih baik pada parameter kemurnian
DNA maupun kualitas DNA. Nilai kemurnian DNA yang diperoleh pada metode
CTAB-Tanaka berkisar antara 1,7-2,0 sementara pada metode CTAB-Porebski
berkisar antara 1,6-1,8. Gambaran elektroforesis DNA genom hasil isolasi dengan
metode CTAB-Tanaka terlihat lebih jelas, walaupun masih terdapat smear,
dibandingkan hasil isolass dengan metode CTAB-Porebski. Bak hasil
pengamatan konsentrasi, kemurnian maupun gambaran elektroforesis yang
dihasilkan menunjukkan bahwa metode CTAB-Tanaka lebih efektif dari pada
metode CTAB-Porebski.

Kata kunci : Isolass DNA, metode CTAB-Porebski, metode CTAB-Tanaka,
kemurnian DNA, kualitas DNA, spektrofotometri, elektroforesis,
melinjo (Gnetum gnemon L.).
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PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Selama ini tumbuhan melinjo dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai
sumber makanan alternatif, baik yang berasal dari daun, bunga, dan buahnya.
Buah melinjo yang bentuknya seperti biji dapat dimakan atau diolah menjadi
makanan emping yang memiliki nilai ekonomi cukup potensial. Bunga dan
daun melinjo biasa digunakan untuk bahan sayur, sedangkan air daun melinjo
juga dapat digunakan sebagai obat mata' Selain itu tumbuhan melinjo juga
memiliki beberapa keunggulan di antaranya struktur pohon yang kuat, lebih
resisten terhadap hama, dan sekali berbuah dapat menghasilkan jumlah buah
melinjo yang sangat banyak yaitu setiap pohon yang besar dapat menghasilkan
sekitar 20.000-25.000 hiji per tahun.?

Selain sebagal makanan aternatif, manfaat melinjo telah ditemukan
oleh para ahli biologi dan kesehatan. Melinjo diketahui mengandung senyawa
antioksidan yang cukup tinggi, sehingga sangat reaktif terhadap radikal bebas
penyebab berbaga macam penyakit. Selain itu melinjo juga berpotens
sebagal antimikroba alami yang artinya melinjo juga bisa dipaka sebagai

pengawet alami makanan sekaligus obat untuk penyakit yang disebabkan oleh

! Manner, H.I. et al., Gnetum gnemon (gnemon), (Hawai: Permanent Agriculture Resources
(PAR). 2006). p 6-7.

2 Anonim. Melinjo (artikel), (http://www.iptek.net.id/ind/teknologi_pangan. 2009a). Tanggal akses
13 Juli 2009.



bakteri.® Akan tetapi di sisi lain melinjo juga mengandung kadar purin yang
cukup tinggi, sehingga sangat berpotensi menyebabkan penyakit asam urat.
Walaupun saat ini melinjo telah diketahui banyak manfaatnya dari
pada kerugiannya, tetapi penelitian molekuler ke arah genetik masih belum
banyak dilakukan. Ha ini dimungkinkan karena tumbuhan melinjo belum
banyak dikenal oleh masyarakat sebaga tumbuhan kesehatan dan proses
pertumbuhannya relatif lebih lama. Sebaga langkah awal agar dapat
menumbuhkan, mengembangkan dan merekayasa secara genetik melinjo
sebagal tanaman kesehatan yang lebih produktif, maka tahap isolas DNA
sangatlah menentukan. Tahap ini merupakan langkah awal penelitian
molekuler pada arah genetik, yaitu mencari metode isolass DNA daun melinjo
paling efektif dengan indikator utama berupa nilai kemurnian DNA dan
kualitas DNA melaui visualisas pergerakan DNA dengan elektroforesis.
Metode isolass DNA tumbuhan yang umum digunakan adalah
metode CTAB (Cetyltrimethyl Ammonium Bromide) dan SDS (Sodium
Deodecyl Sulfate). Akan tetapi, metode ini juga telah banyak mengalami
modifikasi yang disesuaikan dengan tujuan isolasi dan jenis tumbuhan yang
akan diisolas DNAnNya, karena dengan tujuan isolasi dan sifat tumbuhan yang
berbeda biasanya efektifitas dalam isolas DNA juga berbeda. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan DNA yang murni dari daun melinjo. Kesulitan
yang mungkin dihadapi dalam isolasi ini adalah adanya kandungan poliphenol

dan polisakarida yang dapat mempengaruhi kemurnian DNA hasil isolasi.

% Kato, et al., Gnetum Extract. (European Patent Application. 2007). p. 1



Metode isolasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode
CTAB dengan pertimbangan lebih efektif dari pada metode SDS', yaitu
dengan membandingkan antara metode CTAB-Porebski® dengan metode
CTAB-Tanaka’ untuk mencari tingkat efektifitas ekstraksi DNA daun melinjo
yang paling tinggi. Sebelumnya pernah dilakukan penelitian Teknik Isolas
DNA dan Analisis PCR Gen pinll pada Genom Ubi Jalar oleh Sisharmini et
al. (2001) dengan metode CTAB Porebski et al. (1997), Varadargian dan
Prakash (1991) dan metode CTAB Tanaka dan Nakatani (2001). Metode
CTAB-Tanaka juga pernah diterapkan pada penelitian pengembangan marker
CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) untuk identifikasi kultivar
ubi jalar.’

Selain itu, modifikasi CTAB juga pernah dilakukan oleh Porebski et
al. (1997) untuk protokol ekstrakss DNA tanaman yang memiliki kandungan
polisakarida dan poliphenol tinggi.® Beberapa penelitian yang menggunakan

metode CTAB-Porebski diantaranya protokol untuk isolass DNA dari daun

“ El-Twab, M.H., et al., Extracting total genomic DNA of Chrysanthemum sensu lato by CTAB and
SDS Without Both Liquid Nitrogen and Phenal. (EI-Minia: International Society of Chromosome
Botany. 2008), p. 85.

®> Metode CTAB ini dimodifikasi oleh Sue Porebski, L. Grant Bailey dan Bernard R. Baum dalam
penelitiannya yang berjudul Modification of CTAB DNA extraction protocol for plants containing
high polysaccharide and polyphenol components tahun 1997.

® Metode CTAB ini dimodifikas oleh M. Tanaka dan M. Nakatani dalam penelitiannya yang
berjudul Protocol for RAPD Analysis of Swveet Potato tahun 2001.

" Tanaka, M. et al., Development of cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)-based
markers for identification of sweetpotato cultivars, (Okinawa: National Agricultural Research
Center. 2009).p.1.

8 Porebski, S.L. et al., Modification of CTAB DNA extraction protocol for plants containing high
polysaccharide and polyphenol components. (Kanada: Plant Molecular Biology Reporter. 1997),
p. 8.



Trochetia boutoniana,” dan analisis filogenetik molekuler pada Phyllanthus
niruri L. (Euphorbiaceae) menggunakan urutan basa DNA daerah internal
transcribed spacer (ITS).'® Metode CTAB-Porebski dan metode CTAB-
Tanaka pada beberapa penelitian digunakan untuk ekstraksi DNA daun yang
bergetah atau mengandung kadar poliphenol dan polisakarida tinggi seperti
daun ubi jalar, daun Trochetia boutonian, daun meniran (Phyllanthus niruri L)
dan daun strowberi. Karena ada kesamaan sifat antara daun melinjo dengan
beberapa jenis daun di atas yang cukup banyak memiliki kandungan getah
(poliphenol), maka kedua metode CTAB ini akan diujikan pada daun melinjo
dengan pertimbangan probabilitas tingkat kemurnian yang lebih tinggi.
B. Identifikasi Masalah
Beberapa masalah yang dapat diidentifikasi dalam penelitian ini
adalah :
1. Banyaknya kandungan purin pada melinjo yang dapat menyebabkan
penyakit asam urat.
2. Tumbuhan melinjo belum banyak dikenal oleh masyarakat sebagai
tanaman kesehatan.
3. Penditian molekuler ke arah genetik masih belum banyak dilakukan pada
tumbuhan melinjo.

4. Adanyakandungan poliphenol dan polisakarida dalam daun melinjo.

® Puchooa, D., et al., A Protocol for the Isolation of DNA from Trochetia boutoniana. (Mauritius:
International Journal of Agriculture and Biology. 2005).p. 82.

19 Hidayat, T., et al., Analisis Filogenetik Molekuler Pada Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae)
Menggunakan Urutan Basa DNA Daerah Internal Transcribed Spacer (ITS), (Bandung: Jurnal
Matematika dan Sains. 2008).h. 17.



5. Adanya kandungan selulosa yang cukup banyak terutama pada daun tua.
C. Batasan Masalah

1. Pendlitian ini difokuskan pada penelitian molekuler yaitu mencari metode
isolasi DNA yang efektif.

2. Metode isolasi DNA yang digunakan adalah metode CTAB-Porebski dan
metode CTAB-Tanaka.

3. Objek penelitian yang dijadikan sampel adalah daun melinjo muda dan
tua.

4. Indikator efektifitas yang digunakan adalah nilai kemurnian DNA hasil
spektrofotometer dan kualitas DNA hasil elektroforesis.

D. Rumusan Masalah
Daam pendlitian ini dapat diuraikan rumusan masalah sebagai

berikut :

1. Bagaimana efektifitas metode CTAB-Porebski (1997) terhadap kemurnian
dan kualitas DNA hasil isolasi pada daun melinjo (GnetumgnemonL.) ?

2. Bagaimana efektifitas metode CTAB-Tanaka (2001) terhadap kemurnian
dan kualitas DNA hasil isolasi pada daun melinjo (GnetumgnemonL.) ?

3. Bagaimana perbandingan efektifitas metode CTAB-Porebski (1997) dan
metode CTAB-Tanaka (2001) terhadap kemurnian dan kualitas DNA hasil
isolasi pada daun melinjo (Gnetumgnemon L.) ?

4. Faktor apa sga yang mempengaruhi tingkat efektifitas dalam isolasi DNA
daun melinjo (Gnetum gnemon L.) pada metode CTAB-Porebski (1997)

dan metode CTAB-Tanaka (2001) ?



E. Tujuan Pendlitian
Tujuan yang ingin dicapal dalam penelitian ini adalah :

1. Mengetahui efektifitas metode CTAB-Porebski (1997) terhadap nilai
kemurnian dan kualitas DNA hasil isolas pada daun melinjo (Gnetum
gnemon L.).

2. Mengetahui efektifitas metode CTAB-Tanaka (2001) terhadap nila
kemurnian dan kualitas DNA hasil isolas pada daun melinjo (Gnetum
gnemon L.).

3. Mengetahui perbandingan efektifitas metode CTAB-Porebski (1997) dan
metode CTAB-Tanaka (2001) terhadap nilai kemurnian dan kualitas DNA
hasil isolasi pada daun melinjo (Gnetum gnemon L.).

4. Mengetahui faktor-faktor yang mempengaruhi tingkat efektifitas dalam
isolasr DNA daun melinjo (Gnetum gnemon L.) pada metode CTAB-
Porebski (1997) dan metode CTAB-Tanaka (2001).

F. Manfaat Penelitian
Beberapa manfaat yang dapat diperoleh dari penelitian ini adalah :

1. Menambah kekayaan ilmu pengetahuan dan studi literatur di bidang
biologi molekuler dan bioteknologi.

2. Memberikan pengetahuan awa pada penelitian berikutnya khususnya di
bidang bioteknologi yang menggunakan teknik isolass DNA genom pada
daun melinjo (Gnetumgnemon L.).

3. Menambah studi literatur bagi praktisi dan pengembang produk pertanian

transgenik khususnya pada tumbuhan melinjo (Gnetum gnemon L.).



BAB V

PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian tentang Perbandingan Efektifitas

Metode CTAB-Porebski dan Metode CTAB-Tanaka Dalam Isolasi DNA daun

Melinjo (Gnetum gnemon L.) ini dapat disimpulkan sebagai berikut :

1. Efektiftas metode CTAB-Porebski menunjukkan hasil nila kemurnian
DNA (rasio A260/A2g80) bervariatif, untuk sampel daun melinjo muda
nilainya 1,8 dan 1,6 sedangkan untuk sampel daun melinjo tuanilainya 1,8
dan 1,7. Sementara untuk kualitas DNA hasil isolas pada gd
elektroforesis menunjukkan tidak adanya pita DNA dan adanya smear
yang diindikasikan RNA atau fragmen DNA.

2. Efektiftas metode CTAB-Tanaka menunjukkan hasil nilai kemurnian
DNA (rasio A260/A280) berkisar antara 1,7-2,0, untuk sampel daun melinjo
muda nilainya 1,8 dan untuk sampel daun melinjo tuanilainya 1,7 dan 2,0.
Sementara untuk kualitas DNA hasil isolas pada gel elektroforesis
menunjukkan adanya pita DNA yang cukup jelas dan adanya smear yang
diindikasikan RNA atau fragmen DNA.

3. Perbandingan kedua metode terhadap nilai kemurnian DNA menunjukkan
bahwa kedua metode belum bisa dibandingkan metode mana yang lebih
efektif, karena selish antar nila kemurniannya tidak signifikan. Pada

perbandingan kualitas DNA terlihat jelas metode CTAB-Tanaka memiliki
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kualitas yang lebih baik dengan adanya pita DNA walaupun masih terlihat
adanya smear, sedangkan pada metode CTAB-Porebski tidak terlihat
adanya pita DNA dan hanyaterlihat adanya smear.

4. Beberapa faktor yang mempengaruhi efektifitas metode yang meliputi
nila kemurnian dan kualitas DNA pada kedua metode adalah tidak
digunakannya bahan enzim RNase sebaga pendegradas RNA.
Penggunaan phenol pada metode CTAB-Porebski juga diindikasikan dapat
merusak sebagian rantat DNA. Tidak digunakannya bahan proteinase K
pada metode CTAB-Tanaka menyebabkan kurang maksimanya proses
degradasi protein kontaminan. Selain faktor penggunaan bahan, perlakuan
pada proses isolas yang kurang maksimal dan kurangnya kehati-hatian
juga dapat berpengaruh terhadap hasil yang diperoleh.

B. Saran

Penelitian ini merupakan tahap awal dari proses panjang penelitian
molekuler yaitu untuk mencari metode yang paling efektif dalam isolasi DNA
daun melinjo. Pada analisis kemurnian yang tertera adalah rasio A260/A280
untuk asam nukleat dan belum spesifik pada DNA sehingga perlu dilakukan
analisis lebih lanjut untuk mengetahui kemurnian DNA yang spesifik. Untuk
analisis kualitas dengan elektroforesis masih sebatas melihat pita DNA yang
muncul, agar hasil yang diperoleh lebih sempurna maka perlu ditambahkan

DNA marker untuk mengetahui ukuran DNA yang diperoleh dalam satuan bp

(base pair).
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