PENGEMBANGAN METODE ISOLASI DNAGENOM PADA
TANAMAN JARAK PAGaR (Jatropha Curcas L.)
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ABSTRACT

Molecular markers have been used extensively to study genetic relationships in number of
crops. Oneof the techniquesthat can be used to obtain DNA finger print isRAPD (random amplified
polymorphic DNA) technique, a molecular technique based on PCR technology. The quality of
amplification products depend on several factors such as MgCl, concentration, primers, PCR
condition and DNA quality. In this study, an experiment was conducted to find out appropriate
DNA isolation technique for three accessions Jatropha curcas (Karangtengah, Lamongan and NTB).
Three DNA isolation technique has been tested and two of them were able to produce good quality
of genomic DNA. The results therefore indicate that the technique can be used to genomic DNA

isolation of Jatropha curcas on molecular analysis.

1. PENDAHULUAN

Pemanfaatan minyak jarak pagar (Jatropha
curcas L) sebagai bahan biodiesel merupakan salah
saru alternatif untuk mengantisipasi meningkatnya
permintaan bahan bakar. Minyak jarak pagar selain
merupakan sumber minyak terbarukan (reneweble
fuels) jugatermasuk non edible oil sehingga tidak
bersai ng dengan kebutuhan konsums manus aseperti
padaminyak kel apasawit, minyak jagung dsb. Secara
agronomistanaman jarak pagar cukup sesuai untuk
dibudidayakan dengan kondis agroklimat di Indonesia;
bahkan padakondis kering dan padalahan marginal.
Akantetapi adaberbagal permasal ahan yang dihadapi
antaralain belum adanyavarietasunggul dan masih
terbatasnyapendekatan molekul er dalam pemuliaan
tanaman pagar.

Tanaman jarakpagar termasuk dalam famili
Euphorbiacae, di managenus Jatrophamemiliki 175
spesies. Dari jumlah tersebut lima spesies ada di
Indonesia, yaitu Jatropha curcas L dan Jatropha
gossypiifolia yang sudah digunakan sebagai tanaman
obat. sedangkan Jatropha integerrima Jacq,
Jatropha multifida dan Jatropha podagrica Hook
digunakan sebagai tanaman hias. Dalam
perkembangan dewasaini, species Jatropha curcas
L. menarik minat karenasifat minyaknyayang dapat

digunakan untuk substitus minyak diesel dan dapat
dimanfaatkan sebagai bahan biodiesd .

Pemuliaan tanaman jarak pagar hinggasaat ini
masi h terbatas pada seleksi dan uji lapang dengan
menggunakan karakter morfologi dalam upaya
mendeskripsikan tanaman. Dalam hal ini, kebanyakan
karakter yang nampak merupakan interaksi genetik
dan kondisi lingkungan. Oleh karenitu, diperlukan
adanyaupayaanalisismolekuler padatanaman jarak
pagar. Teknik biologi molekuler telah memberikan
pel uang untuk mengembangkan dan mengidentifikas
petagenetik dari suatu kultivar tanaman. Pendekatan
genetikamolekuler dengan menggunakan penanda
DNA telah berhasil membentuk penandamolekuler
yang mampu dalam mendeteks gen dan sifat-sifat
tertentu, evaluas keragaman dan evolus padatingkat
genetik (Hoon-Lim et al. 1999). Beberapa teknik
penandaDNA tersebut adal ah Restriction Fragment
Length Polymorphism, Amplified Fragment Length
Polymorphism dan Random Amplified polymorphic
DNA.

Penggunaan penanda RAPD didasarkan pada
pertimbangan antara lain : informasi susunan
nukleotida dalam DNA tidak perlu diketahui
terlebih dahulu, relatif sederhana dan mudah
preparasinya, hanyaperlu sejumlah kecil DNA dan
memberikan hasil [ebih cepat dibandingkan beberapa
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penanda molekuler lain. Analisis sidik jari DNA
tanaman jarak didasarkan padajumlah, frekuens dan
distribus ael-ael DNA berdasarkan penandaRAPD
yang telah diperoleh. beberapahal diatas mendasari
pemikiran diperlukan adanyaupayaanaissmolekuler
pada tanaman jarak pagar dengan menggunakan
penanda RAPD.

Program pemuliaan tanaman, diperlukan
identifikas baik karakter morfologi maupun molekuler
untuk menguji keragaman genotip klon-klonyang akan
dipilih untuk tetuapersilangan (Schnell et al. 1995).
Pemakaian teknik RAPD memiliki resolusi yang
sebanding dengan RFLP dalam hal analisis
kekerabatan antar genotip (dos Santos et al. 1994)
dan mampu menghasilkan jumlah karakter yang tidak
terbatas sehingga sangat membantu dalam analisis
keragaman genetik tanaman yang tidak diketahui latar
bel akang genomnya(Liu dan Furnier, 1993). Analisi's
RAPD hanya memerlukan sejumlah kecil DNA
sehinggasangat sesual untuk speci estanaman berkayu
(Rowland dan Levi 1994). RAPD memerlukan biaya
Iebih rendah dibandingkan biayauntuk uji kekerabatan
berdasarkan anaisisDNA yang lain. Metode RAPD
menggunakan primer dengan ukuran sepuluh basa
sering digunakan untuk studi kekerabatan, identifikas
varietas(CIMMYT, 1998), pemetaan genetik, andisis
struktur DNA organisme dan finggerprinting suatu
individu organisme. Teknik RAPD menggunakan
primer acak maupun spesifik telah terbukti dapat
digunakan sebagai penandamolekuler untuk berbagai
karakter agronomis penting. Pemakaian marka
molekuler RAPD banyak digunakan untuk menyusun
kekerabatan beberapaindividu dalam spesiesmaupun
kekerabatan antar spesies. Penggunaan kekerabatan
ini dgpat dijadikan rujukan dalam pemuliaan persilangan
untuk mendapatkan keragaman yang tinggi dari hasil
suatu persilangan (Maftuchah, 2001).

Prosesisolas DNA genom tanaman, keberadaan
polisacharidadan senyawametabolit sekunder dalam
sel tanaman sering menyulitkan dalam prosesisolas
asam nukleat. Struktur polisacharida yang mirip
dengan asam nukl eat akan menyebabkan polisacharida
tersebut akan mengendap bersama dengan asam
nukleat. Penambahan senyawa pereduksi sepertri
marchaptoetanol dan dithiothreitol dapat mencegar
proses oksidasi senyawa fenolik sehingga
menghambak aktivitasradikal bebasyang dihasilkan
olehoksidas fenol terhadap asam nukleat (Wilkinsdan

Smart, 1996). Metabolit sekunder dan polisacharida
juga dapat menghambat kerja enzim Adanya
polosacharida dalam tanaman ditandai dengan
kekentalan padahasil isolas DNA yang menyebabkan
kesulitan dalam reaksi PCR akibat penghambatan
aktivitas Tag polymerase (Fang et al., 1992 dalam
Porebski et al, 1997) Oleh karenaitu diperlukan suatu
teknik isolasi DNA genom tanaman yang tepat
sehinggadiperolehkuditasDNA yang baik bagi proses
amplifikes PCR.

Hasil penelitianini diharapkan akan diperoleh
DNA genomik tanaman jarak pagar dan metodeisolas
DNA yang sesual padatanaman jarak pagar (Jatropha
curcas L.) sebagai materi dalam prosesamplifikas
PCR.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Molekuler Tanaman Pusat Pengembangan
Bioteknol ogi, Universitas M uhammadiyah Malang.
Tanaman jarak pagar (Jatropha curcas L.) yang
dipergunakan berasal dari Kebun Koleksi Plasma
Nutfah Jarak dari Balai Penelitian Tanaman
Tembakau dan Serat (BALITTAS) — Karangploso,
Malang. Aksesi jarak pagar yang dipergunakan
dalam penelitian ini adalah Lamongan. Nusa
Tenggara Barat dan Karang Tengah.

Isolasi DNA Genomik Tanaman Jarak (Jatropha
curcas L.)

DNA genom tanaman jarak pagar (Jatropha
curcas L.) diisolasi dari daun muda tanaman jarak
pagar. Prosedur ekstraksi DNA dari daun tanaman
jarak pagar dilaksanakan berdasarkan metode
standar (Sambrook et al., 1989) dengan
menggunakan bufer CTAB, metode Doyle and
Doyle (1990), serta metode Zheng et al (1995)
dengan menggunakan bufer pengekstrak SDS.
Setelah DNA hasil isolasi dimurnikan, kemudian
dilakukan analisismelalui running agarose gell 0,8
%.

2.1. Metode CTAB (Sambrook et al., 1989).

Pada proses isolasi dengan metode CTAB
(Sambrook et al., 1989) dilakukan pembuatan bufer
liss(yangterdiri atas 0,2M Tris-Cl pH7,5; 0,05M
EDTA pH 8,0 ;2M NaCl; 2% CTAB) dan bufer
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ekstraks (terdiri dari 0,35M sorbitol ; 0,1 M Tris-Cl
pH 7,5;5mM EDTA ; dH,0). Potongan daun
dimasukkan tabung 1,5 ml yang telah didinginkan
dalam es, kemudian daun digerus dengan bantuan
nitrogen cair. Setelah itu ditambahkan bufer isolasi
DNA (campuran bufer lisis, bufer ekstraksi dan
sarcocyl). Suspend divortex sampai tercampur merata,
kemudian diinkubas selama 1 jam, padasuhu 65°C.
Setelah 1 jam ditambah 750 pl kloroform - isoamil
akohol (24: 1). Setdlahhomogen larutan disentrifuges
dengan kecepatan 12.000 rpm selama5 menit, 4°C,
lapisan atas diambil dan dimasukkan ke dalam tube
1,5ml, kemudian ditambahkan larutan isopropanol dan
divortex perlahan. Sentrifugasi dilakukan selama5
menit, 12.000 rpm, pada suhu 4°C, kemudian
supernatan dibuang. Pelet dicuci menggunakan 500
pl EtOH 70 %, kemudian disentrifugas 12.000rpm, 3
menit dan supernatan dibuang. Sentrifugas dilakukan
kembali dengan kecepatan 12.000 rpm, 1 menit,
kemudian supernatan dibuang dengan mikropipet.
Pelet dikeringkan dan dilarutkan dengan 50 pl TE (10
mM Tris-HCl pH 8,0 ; 1 mM EDTA pH 8,0). DNA
disimpan pada suhu -20°C.

Metode CTAB (Doyle and Doyle, 1990).

DNA genomik jarak pagar diisolas dengan
menggunakan 200 mg daun, yang dimasukkan ke
dalam tabung eppendorf dan digerus dengan
bantuan nitrogen cair. Ke dalam tabung
ditambahkan 750 ul bufer ekstraksi CTAB.
Campuran tersebut divortekslalu diinkubasi dalam
pemanas air selama 60 menit pada suhu 65° C.
Setelah dibiarkan dingin hingga suhu kamar,
campuran tersebut ditambahkan dengan 750 pl
kloroform - isoamil alkohol ( 24 : 1). Campuran
disentrifugasi selama 10 menit dengan kecepatan
12000 rpm padasuhu 4°C. L apisan atas dimasukkan
ke dalam tabung eppendorft ain yang mengandung
isopropanol dan dicampur merata. Setelah
disentrifugas selama 10 menit 11.000 rpm, endapan
DNA dicuci dengan menambahkan etanol 76 % dan
dikeringkan. Endapan DNA yang telah kering
dilarutkan dalam 25 pl bufer TE (10 mM Tris-HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0). DNA disimpan pada
suhu-20°C.

Metode SDS (Zheng et al , 1995).

Pada pemakaian metode ekstraks Zheng et al
(1995), sebelum berlangsungnyaprosesisolass DNA
dilakukan pembuatan bufer pengekstrak yang terdiri
atas25mM EDTA (pH 7,5), 50 mM TrisHCI (pH 8),
300 mM NaCl, SDS 1% dan H,O. Potongan daun
tanaman jarak pagar dimasukkan tabung 1,5 ml yang
telah didinginkan dalam es, kemudian digerusdengan
menambahkan 400 ul buffer pengekstrak. Setelah
cukup halusditambahkan 100 ul buffer pengekstrak.
Satdahitudiambil 400 ul larutan dan ditambah dengan
400 ul chloroform. Suspend divortex sampal tercampur
merata, kemudian dan setelah homogen larutan
disentrifus dengan kecepatan 13.000 rpm selama 1
menit pada suhu 4°C. Lapisan atas diambil dan
dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml, kemudian
ditambahkan 800 ul Etabol absilut. Larutan
disentrifugas selama3 menit, 13.000 rpm, padasuhu
4°C, kemudian supernatan dibuang. Pelet dicuci
kembali dengan menggunakan 500 pl EtOH 70 %.
Supernatan dibuang, kemudian endgpan dicuci kembali
dengan etanol 70%, dan disentrifugasi 13.000 rpm,
padasuhu 4°C. Supernatan dibuang kembdli, dan pelet
dikeringkan dengan menggunakan vakum. Setelah
kering, pelet ditambah dengan 50 ul TE dan DNA
disimpan pada suhu -20°C.

Hasil isolasi DNA dengan berbagai teknik
tersebut kemudian dielektroforesis pada 0,8% gel
agarosapadakondisi 50V selama30 menit. Deteks
dilakukan dengan menggunakan UV trand uminator
dan dilakukan pemotretan gell.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Salah satu keuntungan pemakaian analisis
keragaman genetik tanaman dengan menggunakan
teknik molekuler yang memanfaatkan teknologi
amplifikasi PCR adalah kuantitas DNA yang
diperlukan hanya sedikit. Disamping itu, dalam
pel aksanaan teknik RAPD tingkat kemurnian DNA
yang dibutuhkantidak perluterldutinggi, atau dengan
katalainteknik amplifikas PCR relatif toleran terhadap
tingkat kemurnian DNA. Walaupun demikian, dalam
suatu teknik isolass DNA masih diperlukan suatu
tahapan untuk meminimalkan senyawa-senyawa
kontaminan yang dapat mengganggu reaksi PCR
seperti polisacharidadan metabolit sekunder. Hal ini
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disebabkan keberadaan polisacharidadan metabolit
sekunder dalam sl tanaman sering menyulitkan dalam
isolas asam nuklest (Wilkinsand Smarts, 1996). Ddam
penelitian ini, DNA genom tanaman jarak pagar
diisolasi dari daun muda tanaman jarak. Sampel
daundipilih dari individu tanaman jarak pagar yang
sehat dengan pemakai an sampel dari masing-masing
akses yang diuji (Karang tengah, Lamongan dan
Lombok Barat).

Tahap awal dilakukan isolasi DNA genomik
tanaman jarak pagar dengan menggunakan prosedur
ekstraks DNA yang menggunakan bufer pengekstrak
CTAB berdasarkan metode Sambrook et al. (1989).
Bufer yang dipergunakan terdiri dari 0,2 M Tris-Cl
pH7,5;0,05M EDTApH 8,0 ; 2M NaCl ; 2% CTAB
; 0,35M sorbital ; 0,1 M Tris-Cl pH 7,5; 5mM EDTA
dan dH,O. Namun dengan penggunaan prosedur
ekstraksi CTAB tersebut ternyata belum dapat
menghasilkan DNA genom yang optimal (Gambar
1). Dari hasil elektroforesis terlihat bahwakualitas
DNA yang dihasilkan belum optimal, oleh karenaitu
prosesisolas sdlanjutnyadicobadengan menggunakan
metodeisolas DNA genomik yanglain.

Proses ekstraksi DNA jarak pagar, setelah
penambahan bufer pengekstrak CTAB padadaunyang

telah dihauskan , terbentuk larytan yang sanget kenta,
yang meunjukkan tingginyakandungan polisacharida.
Sdlain polisacharida, kandungan senyawafenolik jarak
pagar juga cukup tinggi, hal ini dapat dilihat dari
cepatnyapencokl atan padaujung daun yang dipotong.
Adanya polisacharida dan senyawa metabolit
sekunder dalam sel tanaman sering menyulitkan dalam
prosesisolasi asam nukleat. Struktur polisacharida
yang mirip dengan asam nukleat akan menyebabkan
polisacharida tersebut akan mengendap bersama
dengan asam nukleat.

Proses isolasi DNA tanaman, penambahan
senyawa pereduksi sepertri marchaptoetanol dan
dithiothreitol dapat mencegah prosesoksidas senyawa
fenolik sehinggamenghambak aktivitasradikal bebas
yang dihasilkan oleh oksidasi fenol terhadap asam
nukleat (Wilkinsdan Smart, 1996). Metabolit sekunder
dan polisacharidajugadapat menghambat kerjaenzim
Adanyapol osacharidada am tanaman ditandai dengan
kekentalan padahasi| isolas DNA yang menyebabkan
kesulitan dalam reaksi PCR akibat penghambatan
aktivitas Taq polymerase (Fang et al., 1992 cit
Porebski et al, 1997).

Gambar 1. Hasil prosesisolas DNA tanaman jarak pagar dengan menggunakan bufer CTAB (Sambrook
etal., 1989) : Karang Tengah (baris 1, 2), Lamongan (baris 3, 4), Lombok Barat (baris5, 6)
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Tahap sdanjutnyadiujikan prosedur isolas DNA
tanaman jarak pagar dengan menggunakan buffer
pengekstrak CTAB berdasarkan metode Doyleand
Doyle (1990). DNA genomik tanaman jarak pagar
diisolasi dengan menggunakan 200 mg daun, yang
ditambahkan bufer ekstraksi CTAB. Campuran
tersebut divortekslalu diinkubas dalam pemanasair
dan setel ah dingin hinggasuhu kamar ditambah dengan
kloroform - isoamil alkohol. Hari hasil running
elektroforesis gel agarose menunjukkan metode
tersebut dapat menghasilkan DNA genom jarak pagar
Karangtengah, Lamongan dan NTB dengan kuantitas
dan kualitasyang cukup baik (Gambar 2).

Pemakaian prosedur isolas DNA tanaman jarak
pagar dengan menggunakan buffer pengekstrak
Sodium Dodecyl Sulfate (Zhenget.al., 1995) larutan
buffer yang dipergunakan terdiri atas25 mM EDTA
pH 7,5, 50 mM TrisHCI, pH 8 300 mM NacCl, 1%
Sodium Dodecyl Sulfate dan dH,O. Dengan
menggunakan teknik tersebut telah berhasi| diperoleh
DNA genom tanaman jarak pagar aksesi Karang
Tengah, Lamongan dan NTB dengan kualitas DNA
yang cukup baik (Gambar 3.).

Gambar 2. Hasi| prosesisolas DNA tanaman Jarak Pagar dengan menggunakan bufer CTAB (Doyleand
Doyle, 1990) : Karang Tengah (baris 1, 2, 3), Lamongan (baris 4, 5, 6), Lombok

Barat(baris?, 8, 9)

Gambar 3. Hasll prosesisolas DNA tanaman jarak pagar dengan menggunakan bufer SDS (Zheng
et.al., 1995) : Karang Tengah (baris1), Lamongan (baris 2), Lombok Barat (baris 3).
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Pada umumnya ekstraksi DNA tanaman
dilaksanakan dengan menggunakan bufer pengekstrak
SDS (sodium dodecyl sulphate) dan CTAB
(cetyltrimetilammonium bromide). Perlakuanlisissal
dengan menggunakan detergen non ionik CTAB
menghasilkan kuantitas DNA yang cukup tinggi
terutamadari jaringan segar, denganjumlah DNA yang
dihasilkan bervariasi tergantung pada species dan
kondis awal materia yang digunakan (Ausubetetal.,
1994). Pada tanaman dengan kandungan
polisacharida dan metabolit sekunder tinggi perlu
dilakukan modifikas padasaat ekstraks DNA. Untuk
menghilangkan polisacharidaekstraks lisat dengan
menggunakan kloroform disarankan dibandingkan
dengan kloroform/isoamil dkohol karenalebihnefisen
untuk mengisolasi asam nukleat (Ausubet et al.,
1994). Secaraumum hasi| pendlitianini menunjukkan
bahwa dengan pemakaian tigametodeisolasi DNA
genom yang diujikan makadihasilkan duametode
yang mampu menghasilkan DNA genom jarak pagar
dengan kuantitas dan kuaitasyang baik, yaitu metode
Doyle and Doyle (1990) yang menggunakan bufer
CTAB (cetyltrimetilammonium bromide) dan metode
Zheng et.al., (1995) yang menggunakan bufer
pengektrak SDS (sodium dodecyl sulphate)

4. KESIMPULAN DAN SARAN

Metodeisolas DNA berdasarkan metode Doyle
and Doyle (1990) yang menggunakan bufer CTAB
(cetyltrimetilammonium bromide) dan metode Zheng
et.al., (1995) yang menggunakan bufer pengektrak
SDS (sodium dodecyl sulphate) sesuai untuk
dipergunakan ddamisolas DNA genom tanamanjarak

pagar.
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