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RINGKASAN 
Eko Nanang Novianto. 0310470012-47. Studi Keragaman Genetik dan Hubungan 

Kekerabatan Tetua Persilangan Tebu (Saccharum sp.) Berdasarkan  Penanda 

Molekuler Mikrosatelit. Dibawah bimbingan Dr. Ir. Damanhuri, MS. dan Ir. 

Wiwit Budi Widyasari, MSi. 

 

Evaluasi keragaman genetik plasma nutfah tebu, selama ini masih 

bersandar pada penanda morfologi yang beberapa diantaranya sangat dipengaruhi 

oleh faktor lingkungan. Pendekatan bioteknologi penanda DNA SSRs (Simple 

Sequence Repeats) atau biasa dikenal dengan mikrosatelit, dapat dijadikan sebagai 

solusi alternatif karena penanda ini tidak dipengaruhi oleh lingkungan dan umur 

tanaman, sehingga penanda ini mampu untuk meningkatkan efisiensi pada tahap 

awal seleksi sehingga dapat memperpendek waktu yang diperlukan untuk program 

pemuliaan tanaman tebu. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan kekerabatan dan 

keragaman genetik dari 22 tetua persilangan tebu berdasarkan penanda molekuler 

mikrosatelit. Hipotesis yang diajukan adalah diduga terdapat keragaman yang 

tinggi pada populasi tetua persilangan tebu yang diamati berdasarkan penanda 

mikrosatelit. Penelitian ini dilaksanakan di kebun koleksi dan laboratorium 

pemuliaan tanaman P3GI (Pusat Penelitian dan Perkebunan Gula Indonesia) 

Pasuruan, Jawa Timur selama bulan September sampai dengan Desember 2007. 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mortar, pestle, pipet, gelas 

ukur, labu ukur, mikropipet, kain saring, tabung eppendorf, pengering vakum, 

mesin spektrofotometer, mesin PCR, branson, oven, tip, konikel, vortex, 

timbangan analitik, stirrer, pH meter, microwave, mesin elektrofotometer, 

waterbath, mesin centrifuge, autoclave. 22 klon  dari P3GI (Pusat Penelitian dan 

Perkebunan Gula Indonesia) Pasuruan dengan mengambil daun yang masih 

menggulung. Selain itu juga digunakan bahan-bahan kimia diantaranya Buffer 

ekstraksi (NaCl, Tris HCl pH 8.0, EDTA), natrium bisulfit, meracptoethanol, 

Nitrogen cair, Cloroform, Isoamylalcohol, etanol dingin 95% dan 70%, etanol 

absolute, larutan TE steril, NaOAc, HCl, gel agarose, RNAse, Ethidium Bromida, 

ddH2O, PCR, MgCl2, dNTP mix, Primer (forward dan reverse), Taq polymerase, 

nuclease free water, Asam asetat, Aquabides steril, TAE, Wash 1, Wash 2, 100 bp 

DNA ladder dan 1 kbp DNA ladder. 

 Tahapan yang akan dilakukan pada pengamatan molekuler adalah 

Ekstraksi DNA, Uji Kualitas DNA (Elektroforesis) dan Uji Kuantitas DNA 

(Spektrofotometri), Skrining Primer, Amplifikasi DNA dengan menggunakan 

PCR , Elektroforesis dan Visualisasi hasil PCR. 

 Hasil Analisis kesamaan genetik Jaccard berdasarkan penanda molekuler 

mikrosatelit didapatkan bahwa dua puluh dua klon tebu tetua persilangan koleksi 

P3GI mempunyai keragaman genetik yang tinggi.Hasil dendogram yang diperoleh 

dari enam  primer mikrosatelit gabungan  menggunakan  kesamaan genetik 

Jaccard menunjukkan bahwa dua puluh dua klon tetua persilangan koleksi P3GI 

dikelompokkan dalam dua kelompok besar pada tingkat kesamaan genetik 

0,12(12%). Berdasarkan hubungan kekerabatan yang ditunjukkan oleh 

dendogram, klon-klon tebu sebagian besar mengelompok berdasarkan daerah 
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asalnya. Kelompok pertama terdiri dari klon-klon tebu introduksi dari Amerika 

serikat, Taiwan, Argentina, klon hasil ekspedisi dari Pulau Jawa dan Sulawesi dan 

beberapa klon tebu hasil persilangan yang telah dilakukan oleh P3GI, yakni klon 

PS57, BU772 hasil persilangan tahun 1980 dan  BV320 hasil persilangan tahun 

1981. Sedangkan kelompok kedua terdiri dari klon-klon introduksi asal Australia 

Dari tabel hubungan kekerabatan antar klon, diketahui bahwa sebagian 

besar klon yang diuji berkerabat jauh, dengan nilai kesamaan genetik kurang dari 

40% Namun ada pula klon-klon yang berkerabat dekat dengan nilai kesamaan 

genetik lebih dari 50 %. Dan untuk persilangan selanjutnya, hendaknya dipilih 

tetua yang berkerabat jauh dengan tingkat kesamaan genetik dibawah 0,6  

misalnya TRITON dengan NA56-30, VESTA dengan TUC72-24, TRITON 

dengan TUC72-24, dll. Karena untuk mendapatkan tanaman yang unggul, 

diperlukan keragaman yang tinggi pada populasi tetua untuk memperoleh efek 

heterosis.  
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I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Gula merupakan salah satu kebutuhan pokok yang sangat penting bagi 

kehidupan manusia. Jumlah penduduk yang semakin bertambah setiap tahunnya 

dan tidak diimbangi oleh produktivitas tebu menyebabkan negara harus 

mengimpor gula. Untuk mencukupi kebutuhan gula di dalam negeri, perlu 

dilakukan upaya peningkatan produktivitas tebu. Oleh karena itu, peran pemulia 

menjadi sangat penting untuk merakit varietas tebu unggul berdaya hasil tinggi 

dan memiliki daya adaptasi terhadap kondisi lingkungan yang kurang 

menguntungkan. Salah satu upaya untuk mendapatkan varietas unggul tersebut 

adalah dengan dengan melakukan persilangan.  

Dalam rangka mendukung proses persilangan, pemulia harus memiliki 

sumber plasma nutfah yang beragam sebagai sumber genetik untuk mendapatkan 

kombinasi persilangan yang diinginkan. Informasi tentang hubungan kekerabatan 

dan keragaman plasma nutfah yang akan dijadikan sebagai tetua persilangan 

sangat diperlukan agar persilangan menjadi lebih mudah dan lebih terarah, 

sehingga pemulia akan lebih mudah untuk memilih genotipa-genotipa tetua yang 

akan digunakan untuk membentuk populasi seleksi, atau untuk mengidentifikasi 

genotipa-genotipa tetua persilangan guna membentuk varietas hibrida dengan nilai 

hetrosis yang tinggi.  

Sejauh ini identifikasi  plasma nutfah tebu, masih bersandar pada penanda 

morfologi yang beberapa diantaranya sangat dipengaruhi oleh faktor lingkungan. 

Namun, seiring dengan kemajuan ilmu dan teknologi, pendekatan bioteknologi 

khususnya penanda DNA sudah mulai berkembang. Penanda ini memiliki 

beberapa kelebihan diantaranya tidak dipengaruhi oleh lingkungan maupun umur 

tanaman dan salah satu penanda DNA yang sudah mulai digunakan untuk 

mempelajari keragaman genetik atau kekerabatan antar aksesi tanaman adalah 

SSR (Simple Sequence Repeat) atau sering disebut juga dengan mikrosatelit. 

Mikrosatelit merupakan pengulangan mono, di, atau trinucleotida yang biasanya 

terdiri atas 4 - 10 unit pengulangan, yang membentang pada utas DNA. Susunan 
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basa yang demikian merupakan karakteristik dari nuklear genom dan bervariasi 

antar spesies atau populasi (Wahyuni dkk, 2004).  

Teknik SSR mulai banyak digunakan untuk mempelajari keragaman 

genetik diantaranya pada tanaman kelapa genjah (Kumaunang dkk., 2006), 

gandum (Plaschke et al.,1995), palm (Witono and Kondo, 2006) dan tebu (Pan, 

2006) karena memiliki polimorfisme dan resolusi yang tinggi. Oleh karena itu, 

metode SSR ini sangat baik dilakukan untuk identifikasi karena dapat dilakukan 

oleh peneliti berbeda dengan hasil yang relatif sama.  

 

1.2 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menguji 7 metode isolasi DNA , 

mengetahui hubungan kekerabatan dan keragaman genetik dari 22 tetua 

persilangan tebu berdasarkan penanda molekuler mikrosatelit.  

 

1.3 Hipotesis 

Diduga terdapat keragaman yang tinggi pada populasi tetua persilangan 

tebu yang diamati berdasarkan penanda mikrosatelit. 
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III. METODOLOGI 

 

3.1 Tempat dan Waktu Pelaksanaan Penelitian 

Penelitian dilaksanakan di kebun koleksi dan laboratorium Bioteknologi 

P3GI (Pusat Penelitian dan Perkebunan Gula Indonesia) Pasuruan, Jawa Timur 

selama bulan September sampai dengan Desember 2007. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain: mortar, pestle, pipet, 

gelas ukur, labu ukur, mikropipet, kain saring, tabung eppendorf, glass hook, 

mesin spektrofotometer, mesin PCR, branson, oven, tip, konikel, vortex, 

timbangan analitik, stirrer, pH meter, microwave, mesin elektroforesis, waterbath, 

mesin centrifuge, autoclave. 

 

3.2.2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah 22 klon yang terdiri dari 

18 klon yang rutin digunakan sebagai tetua pesilangan tebu oleh P3GI (Pusat 

Penelitian dan Perkebunan Gula Indonesia) Pasuruan. Klon-klon ini digunakan 

sebagai tetua persilangan pada tahun 2004, yang terdiri dari klon-klon introduksi 

(CP= Introduksi asal Amerika Serikat; NA , TUC= Introduksi asal Argentina; 

TRITON , VESTA= Introduksi asal Australia; ROC= Introduksi asal Taiwan), 

IS76-198 dan IS76-200 ( Tebu ekspedisi dari Sulawesi) dari jenis Saccharum 

officinarum , Tebu rakitan P3GI yaitu BU 772 yang merupakan klon hasil 

persilangan tahun 1980, BV 320 klon hasil persilangan tahun 1981 dan PS57 yang 

merupakan klon hasil persilangan tahun 1987. Sebagai outgroup digunakan klon-

klon dari spesies Saccharum spontaneum yaitu BOT 19, BOT 57, BOT 56 dan 

BOT 55 (Tabel 3.1). Bagian yang digunakan sebagai bahan isolasi DNA adalah 

daun tebu yang masih menggulung (leaf roll). 
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Selain itu juga digunakan bahan-bahan kimia diantaranya adalah : Buffer ekstraksi 

(NaCl, Tris HCl pH 8.0, EDTA), Natrium bisulfit, Nitrogen cair, Cloroform, 

Isoamylalcohol, etanol dingin 95% dan 70%, etanol absolute, larutan TE steril, 

NaOAc, HCl, gel agarose, RNAse, Ethidium Bromida, ddH2O, PCR, MgCl2, 

dNTP mix, Primer (forward dan reverse), Taq polymerase, nuclease free water, 

Asam asetat, Aquabides steril, TAE, Wash 1, Wash 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Metode dan Pelaksanaan Penelitian 

Tahapan-tahapan pelaksanaan Penelitian Analisis Keragaman dengan 

Menggunakan Penanda Molekuler Mikrosatelit  antara lain: 

1. Pengambilan sampel. 

2. Isolasi DNA. 

3. Estimasi Konsentrasi dan kemurnian DNA dengan menggunakan 

Spektrofotometer. 

4. Pengujian kualitas DNA dengan elektroforesis gel Agarose 0,8% . 

5. PCR dengan menggunakan primer microsatelit. 

6. Visualisasi hasil PCR, dengan menggunakan elektroforesis gel agarose 

1,6%. 

7. Interprestasi jumlah dan letak pita DNA. 

8. Rekontruksi kekerabatan dengan dengan analisis NTSYS. 

9. Dendogram. 

 

Tabel 3.1. Daftar 22 klon yang digunakan dalam penelitian 
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3.3.1 Pengambilan sampel 

Sampel yang digunakan didalam isolasi DNA, adalah daun tebu yang 

masih menggulung (leaf roll) yang diperoleh dari kebun koleksi P3GI, Pasuruan. 

Sampel daun tersebut diambil dari daun tebu dengan usia kurang dari tujuh bulan, 

kemudian daun tersebut ditimbang, 0,1 gram untuk mini scale dan 0,6 gram untuk 

large scale. Sampel yang telah ditimbang kemudian dibungkus dengan kertas yang 

telah diberi label nama klon, tanggal pengambilan sampel dan berat sampel. 

Selanjutnya dimasukkan kedalam Nitrogen cair sampai sampel tersebut siap 

digunakan untuk isolasi DNA. 

3.3.2 Isolasi DNA 

 Setelah sampel daun dari seluruh klon berhasil didapatkan, tahapan 

selanjutnya adalah isolasi DNA. Didalam isolasi DNA ini, kemurnian DNA 

merupakan syarat yang harus dipenuhi untuk melakukan proses PCR. Dalam 

penelitian ini, dilakukan isolasi DNA menggunakan 7 metode untuk mendapatkan 

DNA dengan kemurnian yang tinggi. 

Metode isolasi DNA yang digunakan pada penelitian ini nantinya hanya satu 

metode dari tujuh metode yang diuji (6 metode optimasi dan 1 metode KIT). 

Prosedur yang digunakan sesuai standart baku isolasi DNA sesuai Saghai-Maroof 

et al., (1984) dan juga sesuai prosedur Lagercrantz (1993), dan isolasi DNA KIT, 

dimana metode, alat dan bahan yang digunakan untuk isolasi KIT sudah 

disediakan oleh produsennya. Isolasi DNA KIT yang dipakai adalah DNA KIT 

Nucleospin, Macherey-Nagel 

  Untuk mempermudah penamaan, metode yang langsung diaplikasikan 

sesuai dengan protokol standart CIMMYT maupun Philsurin, pada bagian 

belakang nama metode diberikan kata ”standart”, sedangkan yang telah 

mengalami modifikasi, diberikan kata ”modifikasi”. Langkah kerja dari masing-

masing metode ekstraksi tersebut adalah sebagai berikut: 
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3.3.2.1 Metode CIMMYT standart. 

Dalam isolasi DNA metode pertama, digunakan metode CTAB sesuai 

dengan protokol CIMMYT laboratorium tanpa modifikasi. Metode ini mengikuti 

prosedur Saghai-Maroof, et al., (1984) sebagaimana yang ditulis oleh Hoisington, 

et al., (1992). Adapun pelaksanaannya adalah sebagai berikut : 

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung sebanyak 0,5 

gram, dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair sampai 

menjadi serbuk 

2. Ditambahkan 9 ml buffer CTAB (dH2O; 1M Tris -7,5; 5M NaCl; 0,5M 

EDTA; CTAB; BME) 65
0
C 

3. Buffer dan bubuk daun tebu  kemudian dimasukkan dalam konikel steril, 

dan segera diinkubasi dalam oven 65
0
C selama 90 menit, setiap 15 menit 

sekali konikel digoyang-goyang agar larutan tercampur dan saling 

berikatan 

4. Ditambahkan larutan CIA (Chloroform Isoamil Alcohol 1:24) sebanyak 

4,5 ml, setelah terlebih dahulu konikel diambil dari oven dan 

didinginkan selama ± 4-5 menit 

5. Larutan dihomogenkan selama 5-10 menit dengan cara divortex 

6. Larutan disentrifuge selama 10 menit pada suhu ruang dengan kecepatan 

3000 rpm  

7. Supernatan diambil dan dipindahkan pada konikel steril baru 

8. Larutan ditambahkan CIA sebanyak 4,5 ml 

9. Larutan dissentrifuge selama 10 menit pada suhu ruang dengan 

kecepatan 3000 rpm  

10. Supernatan diambil dan dipindahkan pada konikel steril baru 

11. Ditambahkan 6 ml isopropanol dingin, dan konikel digoyang pelan-pelan 

sampai muncul endapan DNA (berupa benang-benang bening yang 

berkoloni dan melayang dalam larutan) 

12. Endapan DNA dipindah menggunakan glass hook ke dalam tabung 

mikro steril, selanjutnya DNA dibiarkan kering angin ± 20 menit 
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13. Sebanyak 400 µl larutan TE ditambahkan ke dalam endapan DNA dan 

disimpan semalam/over night dalam suhu ruang 

14. Setelah diinkubasi semalam (± 20 jam) endapan DNA + TE 

ditambahkan phenol sebanyak 400 µl  

15. DNA disentrifuge selama 10 menit pada suhu ruang dengan kecepatan 

2500 rpm 

16. Supernatan dipindah ke dalam tabung mikro steril dan tambahkan 50 µl 

5M NaCl + 1000 µl 5M EtOh absolute  

17. Secara perlahan tabung mikro dibolak-balik sampai muncul kembali 

endapan DNA 

18. DNA dipindahkan menggunakan glass hook ke dalam  tabung mikro 

steril yang berisi WASH 1 sebanyak 1400 µl dan diamkan selama 20 

menit 

19. Setelah 20 menit, DNA dipindahkan ke dalam tabung mikro steril yang 

berisi WASH 2 1000 µl dan diamkan selama 20 menit 

20. Ditambahkan larutan TE sebanyak 400 µl, agar DNA larut sejenak dan 

segera simpan pada suhu 4
0
C 

21. Stok DNA yang tidak digunakan dalam waktu dekat segera disimpan 

dalam suhu -20
0
C. 

 

3.3.2.2 Metode CIMMYT Laboratorium (Modifikasi 1) 

Metode ini mengikuti prosedur Saghai-Maroof, et al., (1984) sebagaimana 

yang ditulis oleh Hoisington, et al., (1992) dengan modifikasi. Modifikasi yang 

digunakan dalam metode ini adalah dengan mengurangi satu komponen buffer 

ekstraksi yaitu dengan tidak menggunakan BME (β Mercapto Etanol), 

menggantinya dengan Na Bisulfite dan mengurangi masa inkubasi dari 90 menit 

menjadi 60 menit. Dan pelaksanannya sebagai berikut: 

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung sebanyak 3 

gram, dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair sampai 

menjadi serbuk 
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2. Ditambahkan 9 ml buffer CTAB ((dH2O; 1M Tris -7,5; 5M NaCl; 0,5M 

EDTA; CTAB) 65
0
C 

3. Buffer dan bubuk daun tebu  kemudian dimasukkan dalam konikel steril, 

dan segera diinkubasi dalam waterbath 60
0
C selama 60 menit dan setiap 

15 menit sekali konikel digoyang-goyang agar larutan berikatan 

4. Konikel diangkat dan dibiarkan dingin selama ± 5-10 menit  

5. Diambahkan larutan CIA sebanyak ½ volume supernatan kemudian di 

vortek agar larutan homogen 

6. Larutan disentrifuge selama 10 menit pada suhu ruang dengan kecepatan 

5000 rpm 

7. Supernatan dipindah ke dalam konikel steril baru dan ditambahkan 

isopropanol dingin sebanyak 1x volume larutan 

8. Konikel digoyang pelan-pelan sampai muncul endapan DNA 

9. DNA dipindah menggunakan glass hook ke dalam tabung mikro baru 

10. Diambahkan larutan TE sebanyak 500µl dan didiamkan semalam dalam 

suhu ruang 

11. Setelah diinkubasi semalam, ditambahkan phenol sebanyak 500µl  

12. Selanjutnya dilakukan sentrifuge selama 10 menit pada suhu ruang 

dengan kecepatan 1500 rpm 

13. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung mikro baru 

14. CIA sebanyak ½ volume supernatan ditambahkan ke dalam tabung 

mikro baru 

15. Selanjutnya disentrifuge kembali selama 10 menit pada suhu ruang 

dengan kecepatan 1500 rpm 

16. Supernatan dipindahkan ke dalam tabung mikro baru 

17. Ditambahkan 50µl 5M NaCl dan EtOh absolute 2,5 volume larutan, 

konikel digoyang pelan sampai muncul lagi endapan DNA 

18. DNA dipindahkan menggunakan glass hook ke dalam tabung mikro 

yang berisi 1000µl WASH 1 selama 20 menit 

19. DNA dipindahkan menggunakan glass hook ke dalam tabung mikro 

yang berisi 1000µl WASH 2 selama 20 menit 
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20. Ditambahkan larutan TE sebanyak 400 µl dan stok DNA disimpan 

dalam -20
0
C 

 

 

3.3.2.3 Metode CIMMYT Laboratorium (Modifikasi 2) 

Metode ini mengikuti prosedur Saghai-Maroof, et al., (1984) sebagaimana 

yang ditulis oleh Hoisington, et al., (1992) dengan menggunakan modifikasi di 

dalamnya. Modifikasi yang dilakukan adalah dengan mengurangi satu siklus 

untuk presipitasi, yaitu DNA dipresipitasi tanpa didiamkan semalam pada suhu 

ruang tapi cukup didiamkan selama 60 menit dalam suhu -20
0
C. Sedangkan buffer 

ekstraksi yang digunkan sama dengan buffer ekstraksi pada metode kedua 

(CIMMYT Modifikasi 1). Dan pelaksanaannya adalah sebagai berikut :   

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung (pucuk) 

sebanyak 0,3 gram dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair 

sampai menjadi bubuk 

2. Selanjutnya dimasukkan dalam tabung tabung mikro steril dan 

ditambahkan 1 ml buffer ekstraksi 

3. Larutan diinkubasi dalam waterbath pada suhu 65
0
Cselama 60 menit 

dengan dibolak-balik setiap 15 menit, selanjutnya didinginkan selama 10 

menit 

4. Ditambahkan  larutan CIA (Chlorofom Isoamylalcohol 24:1) sebanyak 

250 µ l dan dihomogenkan dengan vortex selama 1 menit 

5. Larutan disentrifuge selama 10 menit pada suhu 4
0
C, dengan kecepatan 

6000 rpm 

6. Supernatan diambil dan dipindahkan dalam tabung mikro steril yang 

baru, ditambahkan isopropanol dingin 500µ l dan bolak-balik hingga 

DNA terpresipitasi (mengendap) 

7. DNA disimpan dalam freezer (-20
0
C) selama 60 menit 

8. Kemudian DNA disentrifuge pada 5000 rpm dengan suhu 4
0
C selama 8 

menit 

9. Supernatan dibuang hingga hanya DNA yang tertinggal di tabung mikro 
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10. Selanjutnya DNA dicuci dengan larutan Wash 1 dan Wash 2 masing-

masing 60 menit sebanyak 500µ l 

11. Sampel dikeringanginkan selama 20 menit dan ditambahkan buffer TE 

sebanyak 100µ l 

12. Stok DNA disimpan pada -20
0
C. 

 

 

3.3.2.4 Metode Philsurin Laboratorium Standart 

Metode ini sesuai dengan prosedur Logercrantz (1993) tanpa modifikasi. 

Pelaksanaannya adalah sebagai berikut: 

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung (pucuk) 

sebanyak 1,2 gram dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair 

sampai menjadi bubuk 

2. Ditambahkan 8 ml buffer CTAB (dH2O; 1M Tris-7,5; 5M NaCl; 0,5M 

EDTA; CTAB, Na-Bisulfite) 65
0
C 

3. Larutan diinkubasi dalam waterbath selama 90 menit pada suhu 65
0
C 

dan konikel digoyang setiap 15 menit sekali  

4. Konikel diangkat dan didinginkan selama 4-5 menit 

5. Ekstak daun yang sudah diperoleh dan supernatan dipisahkan dengan 

dilakukan penyaringan dan supernatan yang diperoleh ditampung hingga 

volume 6ml. 

6. Ditambahkan CIA 1x volume (sampai 12 ml) dan konikel dibolak-balik 

sesaat 

7. Larutan disentrifuge dengan kecepatan 2500 rpm selama 10 menit pada 

suhu 25
0
C 

8. Supernatan dipindahkan pada konikel steril yang baru 

9. Ditambahkan 0,8-1x volume isopropanol dingin (≈5 ml) 

10. Konikel dibolak-balik sampai DNA mengendap 

11. DNA disentrifuge dengan kecepatan 2500 rpm selama 3 menit pada suhu 

ruang 

12. Supernatan dibuang dan ditinggalkan endapan DNA saja 

13. Ditambahkan 5 ml WASH 1 selama 20 menit 
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14. DNA dipindahkan dengan glass hook pada tabung mikro baru 

15. Ditambahkan 1 ml WASH 2 selama 20 menit 

16. DNA pellet dikeringanginkan selama 30 menit dengan membalik 

konikel pada tissue 

17. DNA dilarutkan dalam 400µ l TE 

18. DNA disentrifuge dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit pada 

suhu ruang 

19. Supernatan yang diperoleh merupakan DNA terlarut (dengan TE) 

kemudian dipindahkan pada tabung mikro baru dan stok DNA disimpan 

pada -20
0
C. 

 

3.3.2.5 Metode Philsurin Laboratorium (Modifikasi 1) 

Metode ini sesuai dengan prosedur Logercrantz (1993) dengan modifikasi. 

Modifikasi yang digunakan adalah dengan mengurangi suhu inkubasi dari 90 

menit menjadi 60 menit; tidak dilakukan penyaringan antara ekstrak jaringan daun 

dengan supernatan: pada fase presipitasi dilakukan penyimpanan DNA pada suhu 

-20
0
C selama 1 hari (overnight), setelah dilarutkan ke dalam TE, tidak dilakukan 

sentrifugasi. Adapun pelaksanaannya adalah sebagai berikut : 

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung (pucuk) 

sebanyak 1,2 gram dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair 

sampai menjadi bubuk 

2. Ditambahkan 8 ml buffer CTAB (dH2O; 1M Tris-7,5; 5M NaCl; 0,5M 

EDTA; CTAB, Na-Bisulfite)  

3.  Larutan diinkubasi dalam waterbath selama 60 menit pada suhu 65
0
C dan 

konikel digoyang setiap 15 menit sekali 

4.   Konikel diangkat dan didinginkan selama 4-5 menit 

5.   Ditambahkan CIA sebanyak 1x volume larutan 

6.  Larutan disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm selama 4 menit pada 

suhu ruang. 

7.   Supernatan dipindahkan pada konikel steril baru 

8. Ditambahkan isopropanol dingin sebanyak 1x volume 
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9. Konikel dibolak-balik sampai DNA mengendap 

10. DNA disimpan pada suhu -20
0
C selama 1 hari (overnight) 

11. DNA disentrifuge dengan kecepatan 5000 rpm pada suhu ruang selama 

10 menit 

12. Supernatan dibuang dan ditinggalkan endapan DNA saja 

13. Ditambahkan 5 ml WASH 1 pada tabung mikro berisi DNA dan 

didiamkan selama 20 menit 

14. WASH 1 dibuang dan selanjutnya ditambahkan WASH 2 sebanyak 5 ml, 

diamkan selama 20 menit 

15. Pellet DNA dikeringanginkan selama 30 menit 

16. DNA dilarutkan dalam TE 400 µ l kemudian DNA disimpan dalam   -

20
0
C sampai DNA digunakan. 

 

3.3.2.6 Metode Philsurin Laboratorium (Modifikasi 2) 

Metode ini sesuai dengan prosedurLogercrantz (1993) dengan modifikasi. 

Perbedaan modifikasi antara metode Philsirin Modifikasi 1 dengan metode ini 

adalah pada kecepatan sentrifuge dan suhu yang digunakan. Sedangkan 

selebihnya prosedur yang digunakan sama dengan modifikasi yang pertama. 

Adapun prosedur pelaksanaannya adalah sebagai berikut: 

1. Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung (pucuk) sebanyak 

0,6 gram dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair sampai 

menjadi bubuk 

2. Ditambahkan 4 ml buffer ekstraksi (dH2O; 1M Tris-7,5; 5M NaCl; 0,5M 

EDTA; CTAB; 0,25% Na-Bisulfite)  

3. Larutan diinkubasi dalam waterbath selama 60 menit pada suhu 65
0
C 

dan konikel digoyang setiap 15 menit sekali 

4.   Konikel didinginkan selama 5-10 menit 

5.   Ditambahkan CIA sebanyak 500µ l 

6.  Larutan disentrifuge dengan kecepatan 8000 rpm selama 5 menit pada 

suhu ruang. 

7.   Supernatan dipindahkan pada tabung mikro steril baru 
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8. Ditambahkan CIA sebanyak 350 µ l 

9. Larutan disentrifuge dengan kecepatan 8000 rpm pada suhu ruang 

selama 5 menit 

10. Supernatan dipindahkan pada tabung mikro steril baru 

11. Ditambahkan isopropanol dingin sebanyak 3ml 

12. Konikel dibolak-balik perlahan sampai DNA mengendap 

13. DNA disimpan pada suhu -20
0
C selama 15 menit 

14. Supernatan dibuang dan ditinggalkan endapan DNA saja 

15. Ditambahkan 1 ml WASH 1 dan didiamkan selama 20 menit 

16. WASH 1 dibuang dan ditambahkan WASH 2 sebanyak 1 ml, selanjutnya 

didiamkan selama 10 menit 

17. Pellet DNA dikeringanginkan selama 30 menit 

18. DNA dilarutkan dalam TE 150 µ l kemudian disimpan dalam -20
0
C 

sampai DNA digunakan. 

 

3.3.2.7 Metode Isolasi DNA dengan menggunakan KIT Nucleospin, 

Macherey-Nagel 

 Metode ini merupakan metode standart yang telah disediakan pada saat 

pembelian produk KIT. Selain metode yang digunakan, alat dan bahan yang akan 

dipakai juga telah disertakan di dalamnya. Adapun prosedur pelaksanaannya 

adalah sebagai berikut: 

1.  Sampel diambil dari daun tebu yang masih menggulung (pucuk) 

sebanyak 0,1 gram dihaluskan pada mortar dengan bantuan nitrogen cair 

sampai menjadi bubuk dan dimasukkan kedalam eppendorf 2ml 

2.  Ditambahkan 400µ l PL1 dan dilanjutkan dengan penambahan RNAse 

10 µ l, kemudian diinkubasi dalam waterbath selama 60 menit pada suhu 

65
0
C. 

3. Larutan kemudian dimasukkan kedalam violet ring disentrifuge dengan 

kecepatan 11.000 rpm selama 5 menit pada suhu 20
0
C. 
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4. Supernatan yang terbentuk kemudian ditambahkan 450µ l PC dan 

dipipeting sebanyak lima kali untuk menghomogenkan larutan. 

5. Setelah homogen, kemudian larutan dimasukkan kedalam green ring dan 

disentrifuge dengan kecepatan 11.000 rpm selama 1 menit pada suhu 

20
0
C.  

6. Buang supernatan yang terbentuk, tambahkan 400µ l PW1 sentrifuge 

dengan kecepatan 11.000 rpm selama 1 menit pada suhu 20
0
C.  

7. Buang supernatan yang terbentuk, tambahkan 700µ l PW2 sentrifuge 

dengan kecepatan 11.000 rpm selama 1 menit pada suhu 20
0
C. Ulangi 

lagi dengan penambahan PW2 sebanyak 200µ l, sentrifuge dengan 

kecepatan 11.000 rpm selama 2 menit pada suhu 20
0
C. 

8. Buang supernatan, keringanginkan green ring selama 20 menit, 

kemudian tambahkan 50µ l PE hangat dan diinkubasi dalam waterbath 

selama 5 menit pada suhu 70
0
C. Sentrifuge dengan kecepatan 11.000 rpm 

selama 2 menit pada suhu 20
0
C. 

9. Ulangi langkah 9 yaitu dengan menambahkan 50 µ l PE hangat dan 

diinkubasi dalam waterbath selama 5 menit pada suhu 70
0
C. Sentrifuge 

dengan kecepatan 11.000 rpm selama 2 menit pada suhu 20
0
C. 

10. Supernatan yang terbentuk kemudian disimpan dalam -20
0
C sampai 

DNA digunakan. 

 

3.3.2 Karakterisasi Kualitatif dan Kuantitatif DNA 

3.3.2.1 Karakterisasi Kualitatif  

Setelah diperoleh sampel DNA, selanjutnya untuk mengetahui kualitas 

DNA dilakukan pemotongan DNA menggunakan enzim EcoRI (larutan ‘cut’). 

Pengujian dilakukan dengan membandingkannya dengan kontrol, yakni DNA 

yang tidak dipotong oleh enzim EcoRI (larutan ‘uncut’). 

Sebanyak 5 µL DNA hasil isolasi masing-masing klon, dicampurkan 

dengan  5 µl larutan mix pemotongan DNA dengan enzim EcoRI, sebagaimana 

yang dapat dilihat pada tabel 3.2 (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989). 
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Sedangkan untuk kontrol, 5 µL DNA hasil isolasi dalam kondisi murni tidak 

dicampur dengan bahan lain. 

Tabel 3.2. Komposisi Pemotongan DNA Untuk Satu Kali Reaksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Selanjutnya semua komponen larutan diinkubasi pada suhu 37
0
C selama 

16 jam (over night). Hasil pemotongan dianalisis dengan elektroforesis gel 

agarosa 1% dalam TAE 1x (40 mM Tris-asetat; 1mM EDTA). Sebanyak 5 µl 

DNA yang telah diinkubasi tersebut  dicampurkan dengan 2 µl “loading dye”. 

Lalu campuran tersebut dimasukkan ke dalam sumur-sumur gel, dan kemudian 

elektroforesis dilakukan dengan beda potensial 110 volt selama 60 menit.  DNA 

hasil elektroforesis kemudian diamati pada UV transluminator, lalu 

didokumentasikan dengan menggunakan film polaroid merk Fuji Film FP 3000. 

 

3.3.2.2 Karakterisasi Kuantitatif 

Selesai pengujian kualitatif, selanjutnya dilakukan uji kuantitatif DNA 

dengan menggunakan mesin spektrofotometer, untuk mengetahui seberapa besar 

konsentrasi DNA yang diisolasi serta tingkat kemurniannya (Tabel 4.1). 

Komposisi pengujian adalah 10µ l sampel DNA dan 1490µ l dH2O steril. Sampel 

diukur pada absorbansi 260 nm dan 280 nm. Konsentrasi DNA dihitung dengan 

rumus : 

 

50µ g/ml merupakan faktor konversi dari nilai absorbansi 260 = 1 

sehingga konsentrasi DNA berarti 50µ g/ml. Untuk kemurnian DNA dihitung 

berdasarkan hasil bagi nilai ABS260 denagn ABS280 (OD260/OD280). Hasil 

pembagian ditunjukkan dengan nilai rasio, dimana nilai rasio 1,8 menunjukkan 

tingkat kemurnian DNA yang sangat baik. Apabila terkontaminasi dengan protein, 

 

[DNA] (µg/ml) = Nilai ABS260 x 50 µg/ml x faktor pengenceran 
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nilai rasio yang diberikan lebih kecil dari nilai rasio konsentrasi DNA murni dan 

apabila terkontaminasi oleh RNA, nilai rasio yang diberikan lebih besar dari 2 

(Sambrook, 1989). 

 

3.3.4 Amplifikasi DNA dengan Menggunakan PCR 

Amplifikasi DNA dilakukan dengan menggunakan mesin 

“thermocycler” dengan program Gene Amp PCR system 2400 yang dikeluarkan 

PCR PERKIN ELMER, yang memiliki kemampuan untuk mengubah-ubah suhu 

sesuai dengan yang telah diprogram sebelumnya.   

Setiap tabung PCR (PCR tube) berisi 25 µl total volume yang terdiri dari 

sejumlah larutan komposisi reaksi PCR (Tabel 3.3). Pembuatan komponen reaksi 

PCR tersebut dilakukan secara hati-hati dan cepat di dalam wadah berisi es untuk 

menjaga keefektifan kerja beberapa zat yang digunakan seperti dNTPs dan enzim 

Taq DNA Polymerase yang mudah rusak. Berikutnya, tabung berisi komponen 

reaksi PCR tersebut disimpan pada alat “thermocycler” yang 15 menit sebelum 

digunakan telah dinyalakan untuk memanaskan mesin (Kusumadewi, 2005). 

Tabel 3.3 Komponen Reaksi PCR 
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Komponen PCR yang dipakai, Sebagian besar adalah produk dari PROMEGA 

(MgCl2, dNTPmix, Buffer 5x dan Taq), sedangkan Primer yang dipakai adalah 

tujuh pasang Primer mikrosatelit dari AlphaDNA, yang merupakan primer yang 

telah diteliti pada tanaman tebu oleh Cordeiro, et al., (2003), dan telah terbukti 

memiliki pita yang polimorfik.  Diskripsi dari tujuh pasang primer tersebut, tertera 

pada Tabel 3.4 

 

Tabel 3.4 Diskripsi 7 Pasang Primer Mikrosatelit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Program PCR untuk 5 pasang primer (SMC222CG, SMC246CG, SMC248CG, 

SMC319CG dan SMC863CG), akan diaplikasikan program yang telah dioptimasi 

oleh peneliti sebelumnya  (Tabel 3.5) 

Keterangan: 
*1
 Berdasarkan jurnal Cordeiro, et al., (2003). 

*2
 Berdasarkan keterangan yang disertakan bersama primer AlphaDNA. 

 

* 1 * 2
 

* 2
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Tabel 3.5 Program Reaksi PCR Hasil Optimasi Enam Pasang Primer Mikrosatelit. 
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Sedangkan untuk dua pasang primer yang lain (SMC477CG dan SMC1096CG) 

dilakukan optimasi lebih lanjut. Program yang dipakai untuk mengoptimasi 

primer SMC477CG dan SMC1096CG, tertera pada tabel 3.6 

 

Tabel 3.6 Optimasi Beberapa Program Reaksi PCR Pada Primer primer SMC477CG 

dan SMC1096CG 
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3.3.5 Elektroforesis dan Visualisasi hasil PCR 

Elektroforesis dilakukan dengan tujuan untuk memvisualisasi hasil 

amplifikasi. Langkah kerjanya adalah dengan menuangkan TAE 1X kedalam Gel 

agarose (1.6 %). Masukkan 5 µl sampel DNA dan 2 µl loading dye ke dalam 

chamber. Gel yang berisi sampel dielektroforesis pada tegangan 50 volt selama 1 

jam. Kemudian gel direndam dalam editium bromide selam 10 menit di ruang 

gelap, selanjutnya direndam dalam H2O steril selama 10 menit. Untuk mengetahui 

hasil amplifikasi, sampel diamati di atas UV transluminator dan difoto dengan 

menggunakan film polaroid merk Fuji Film FP 3000. 

 

3.4 Interpretasi Data 

Setelah dilakukan elektroforesis, pita DNA hasil amplifikasi akan terseparasi 

berdasarkan ukurannya (berupa pasangan basa=bp/base pair). Dari hasil separasi 

tersebut, kemudian dibandingkan dengan marker DNA dan diubah menjadi data 

biner dengan cara melihat kehadiran atau ketidak hadiran pita-pita DNA, hasil 

amplifikasi tersebut. Adanya larik amplifikasi dilambangkan dengan angka 1, 

sedangkan untuk ketidak-hadiran larik dilambangkan dengan angka 0.  

Analisa Kekerabatan antar varietas dilakukan dengan pengelompokan 

(clustering) dan digambarkan dalam bentuk dendogram yang dibuat untuk tiap 

primer yang digunakan dan juga dilengkapi dengan dendogram konsensus atau 

biasa disebut dengan dendogram gabungan. Perhitungan jarak genetik dihitung 

menggunakan kesamaan jaccard. Pengelompokan dan penyusunan dendogram 

dilakukan dengan program NTSys berdasar metode UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmatic mean). 
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Keseluruhan pelaksanaan penelitian studi keragaman genetik tetua 

persilangan tebu berdasarkan penanda mikrosatelit, dapat diilustrasikan dalam 

diagram berikut: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1. Diagram alur Pelaksanaan kegiatan penelitian 
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Hasil  

4.1.1 Isolasi DNA 

4.1.1.1 Optimasi Metode Isolasi DNA 

Pada penelitian ini telah dilakukan pengujian terhadap tujuh metode 

ekstraksi DNA (6 metode optimasi dan 1 metode KIT). Dari ketujuh metode 

tersebut, kemudian dipilih satu metode yang paling bagus, untuk digunakan  

sebagai metode dasar dalam pelaksanaan isolasi DNA selanjutnya. Prosedur yang 

digunakan sesuai standart baku isolasi DNA berdasarkan Saghai-Maroof, et al., 

(1984) dan juga sesuai prosedur Logercrantz (1993).   

Hasil kualitatif optimasi 7 (tujuh) metode isolasi DNA yang sudah 

dilakukan, ditampilkan pada Gambar berikut : 

 

 

 

 

 

 

Tabel 4.1 Hasil Pengujian Kemurnian DNA Dari Optimasi Metode DNA 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1.  Foto Hasil Elektroforesis (Elektroforegram) Optimasi 7 Metode Isolasi 

DNA 

Keterangan : 1=Metode 1 (CIMMYT Standart), 2= Metode 2 (CIMMYT Modifikasi 1), 3= 

Metode 3 (CIMMYT Modifikasi 2), 4= Metode 4 (Philsurin Standart), 5= 

Metode 5 (Philsurin modifikasi 1), 6= Metode 6 (Philsurin Modifikasi 2), 7= 

Metode 7 (KIT) 
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 Setelah dilakukan beberapa metode isolasi DNA, 6 metode optimasi DNA 

yang dipilih untuk dibandingkan dengan metode isolasi DNA KIT adalah metode 

Philsurin modifikasi 2. Pemilihan metode ini dilakukan dengan beberapa 

pertimbangan diantaranya: (1) Kuantitas DNA yang didapatkan dengan metode 

isolasi ini sangat tinggi, lebih tinggi dari keempat metode isolasi DNA yang lain, 

(2) Ratio kemurnian DNA menunjukkan nilai yang bagus (rata-rata memiliki ratio 

1,8) mendekati ratio DNA murni, (3) Hasil elektroforesis menunjukkan pita DNA 

yang sangat tebal, hal ini juga membuktikan bahwa konsentrasi DNA yang 

terkandung juga sangat tinggi. (4) Dari hasil elektroforesis juga diketahui bahwa 

smear DNA juga sangat tipis, Walaupun dalam sampel masih terdapat kontaminan 

RNA, tetapi hal ini dapat diatasi dengan penambahan RNAse. 

DNA yang telah diisolasi dengan menggunakan metode Phisurin, 

kemudian dielektroforesis dengan gel agarose untuk mengetahui apakah DNA 

tersebut terkontaminasi oleh RNA atau senyawa lain. Pada pelaksanaannya, 

sebelum DNA dielektroforesis terlebih dahulu ditambahkan RNAse untuk 

menhindari kontaminasi RNA. Masing-masing sampel ditambahkan 2,5 µℓ 

RNAse yang sudah diencerkan kemudian diinkubasi dalam suhu 37°C selama 30 

menit agar RNAse bereaksi dan kemudian DNA disimpan dalam -20°C sampai 

siap digunakan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Foto Hasil Elektroforesis (Elektroforegram) DNA Total Genom Seluruh Sampel 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 

 

DNA 

Smear 

RNA 
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Dari hasil elektroforegram duapuluh dua klon, masing-masing klon menunjukkan 

kuantitas DNA yang sangat tinggi, hal ini ditunjukkan dengan adanya pita tebal 

pada masing-masing sumur. Namun, selain pita yang tebal juga terdapat smear 

pada sampel yang menunjukkan kualitas DNA masih kurang bagus. Selain itu, 

masih ada beberapa sampel yang terlihat masih terdapat kontaminan RNA, sampel 

tersebut diantaranya adalah CP 47-193, JV 2, BOT 19 dan BOT 56. Kontaminan 

RNA dapat dihilangkan dengan menambahkan lagi RNAse kedalam sampel 

tersebut. 

4.1.2 Karakterisasi Kualitatif dan Kuantitatif DNA 

DNA hasil isolasi dikarakterisasi secara kualitatif dan kuantitatif. Tujuan 

dilakukan karakterisasi adalah untuk melihat kondisi DNA sampel yang akan 

dianalisis menggunakan penanda mikrosatelit–PCR. Karakterisasi secara kualitatif 

dilakukan dengan membandingkan antara DNA yang dipotong oleh enzim EcoRI 

(“cut”) dengan DNA tidak dipotong enzim EcoRI (“uncut”), yang di elektroforesis 

pada gel agarosa 1% dalam buffer TAE 1x dengan beda potensial  310 volt selama 

2 jam (Gambar 4.3).  

 

 

 

 

 

 

 

Dari Gambar diatas, terlihat bahwa semua sampel DNA yang dipotong 

oleh enzim EcoRI menunjukkan adanya “smear”. Hal ini berarti bahwa semua 

DNA genom terpotong sempurna sehingga memenuhi kualitas untuk digunakan 

dalam analisis PCR menggunakan penanda mikrosatelit.  

Setelah DNA dikarakterisasi secara kualitatif, dilakukan karakterisasi 

secara kuantitatif dengan mengukur konsentrasi dan tingkat kemurnian DNA 

menggunakan alat UV Spektrofotometer (Tabel 4.2).  

 

Gambar 4.3 Elektroforegram Karakterisasi Kualitatif Hasil Isolasi DNA 

Keterangan: uc= “uncut”, yakni sampel DNA yang tidak dipotong oleh EcoRI,c= 

“cut”, sampel DNA yang dipotong oleh  EcoRI. Sampel DNA 1 : 

TRITON, 2 : CP 74-2005, 3: is 76-198, 4 : CP 68-1026. Masing-masing 

memiliki DNA dengan larik yang tebal dan sedikit smear. 
 

1 2 3 4 

DNA 

Smea
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Tabel 4.2. Konsentrasi dan Kemurnian (Rasio A260 / A280) DNA 22 Klon Tebu  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Duapuluh dua klon tebu yang diukur memiliki konsentrasi yang bervariasi, 

berkisar antara 0,59 - 2,35 µg/µl. Konsentrasi DNA tersebut masih tergolong 

tinggi  yang memiliki rata-rata sebesar  1 µg/µl, lebih tinggi dari kebutuhan DNA 

untuk proses PCR. Konsentrasi DNA paling besar pada klon CP 44-107 yang 

memiliki konsentrasi 2,35 µg/µl, sedangkan konsentrasi paling rendah pada klon 

CP 36-63 dengan konsentrasi sebesar 0,67 µg/µl. 

 Dari hasil pengujian didapatkan kemurnian DNA (rasio A260 / A280) 

duapuluh dua klon tebu  yang diuji berkisar antara 1,72 hingga 1,96. Sampel yang 

memiliki tingkat kemurnian DNA yang paling baik berdasar Sambrook (1989) 

adalah sampel ke-3 (CP 47-193), sampel ke-4 (CP 68-1026), sampel ke-9 (BU 

772), sampel ke-10 (TUC 72-24), sampel ke-12 (PS 57), sampel ke-13 (CP 75-

1082), sampel ke-14 (TRITON), ke-18 (ROC 5),  ke-20 (BOT 57), ke-21 (BOT 

56), ke-22 (BOT 55), dengan nilai rasio A260/A280 berturut-turut adalah  1.81; 1.8; 

1.84; 1.83; 1.84; 1.86; 1.82; 1.83; 1.86; 1.89 dan 1.86. Sampel yang memiliki 

kemurnian terendah yaitu  JV2 dengan tingkat kemurnian sebesar 1,66. 
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4.1.3 Isolasi DNA menggunakan KIT 

Setelah dilakukan isolasi DNA menggunakan metode terpilih, kemudian 

sampel tersebut dibandingkan dengan isolasi DNA menggunakan KIT. Bahan, 

peralatan dan metode yang digunakan di dalam proses isolasi DNA sudah baku. 

Semua bahan yang digunakan di dalam proses isolasi DNA ini sudah memiliki 

takaran sendiri yang dibuat oleh produsen, baik itu pH, takaran pengambilan 

bahan sampai dengan proses penyimpanan bahan-bahan tersebut agar bahan bahan 

tersebut tidak mudah rusak. Tidak seperti metode CIMMYT maupun Phisurin, 

buffer yang digunakan dalam KIT sudah bisa langsung digunakan. 

Dari hasil elektoforegram duapuluh dua klon tebu yang telah diisolasi 

dengan menggunakan KIT (Gambar 4.4), terlihat masing-masing klon memiliki 

kualitas DNA yang bagus yang terlihat dari minimnya smear dan tidak terlihatnya 

sisa RNA pada sampel. Namun untuk pengujian secara kuantitatif menggunakan 

Spektrofotometer, menunjukkan hal sebaliknya (Tabel 4.2).  

 

Tabel 4.3. Konsentrasi dan Kemurnian (Rasio A260 / A280) DNA 22 Klon Tebu 

berdasarkan isolasi DNA dengan menggunakan KIT. 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

Keterangan : tanda *) mengindikasikan bahwa ratio terdapat nilai negatif, sehingga data  tidak 

terdokumentasikan. 
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Dari duapuluh dua klon yang diuji, 13 klon berhasil diambil data tingkat  

kemurnian DNA (rasio A260 / A280) dengan nilai ratio yang rendah (dibawah 1,8), 

beberapa klon yang lain menunjukkan adanya nilai negatif (-) sehingga proses 

pengujian tidak dilanjutkan. Untuk pengujian bagus tidaknya DNA yang telah 

berhasil diisolasi dengan menggunakan KIT dilakukan dengan melihat kualitas 

berdasarkan hasil visualisasi Elektroforesis gel Agarose dan dengan cara 

membandingkan aplikasi PCR antara isolasi DNA metode terpilih (Metode 

Phisurin modifikasi) dengan Isolasi DNA dengan menggunakan KIT. Hasil yang 

paling bagus, akan digunakan untuk aplikasi PCR selanjutnya. Untuk mengetahui 

berapa kuantitas DNA sampel, digunakan DNA kontrol untuk melihat apakah 

kuantitas DNA memadai digunakan untuk proses PCR atau tidak. Hasil isolasi 

DNA menggunakan KIT, ditampilkan pada Gambar 4.4 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.4  Foto Hasil Elektroforesis (Elektroforegram) DNA Total Genom Seluruh 

Sampel menggunakan KIT 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA  C=Kontrol DNA 

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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Dari hasil  elektroforegram Gambar 4.2, terlihat bahwa 22 klon yang 

telah berhasil diisolasi, menghasilkan kualitas DNA yang memadai yang terlihat 

dengan minimnya smear yang terbentuk. Pada Gambar tersebut juga terlihat 

bahwa semua sampel memiliki konsentrasi yang lebih rendah daripada Kontrol 

DNA. Sehingga dapat disimpulkan bahwa 22 klon tersebut memiliki kuantitas 

DNA dibawah DNA Kontrol, yakni kurang dari 0,4 gram/µl. 

Untuk mengetahui DNA mana yang digunakan untuk aplikasi PCR, 

langkah selanjutnya yang perlu dilakukan adalah menguji kualitas DNA isolasi 

KIT dengan cara  membandingkan hasil amplifikasi metode Phisurin modifikasi 

(metode isolasi DNA terpilih) dengan metode isolasi DNA dengan menggunakan 

KIT. Hasil pengujian terlihat pada Gambar 4.5 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5  Foto Hasil Elektroforesis (Elektroforegram) hasil Amplifikasi PCR. 

A=Hasil Amplifikasi Primer 2, B=Hasil Amplifikasi Primer 5. 

Keterangan : K= Hasil Amplifikasi PCR isolasi DNA dengan menggunakan KIT, Ab= Hasil 

Amplifikasi PCR isolasi DNA dengan menggunakan metode Phisurin modifikasi 

dengan pelarut menggunakan Aquabides, A= Hasil Amplifikasi PCR isolasi 

DNA dengan menggunakan metode Phisurin modifikasi dengan pelarut 

menggunakan dH2O. Sedangkan 1 dan 2 menunjukkan sampel yang dipakai 

untuk pembanding. 1= Klon PS-57 dan 2= Klon CP68-1026. 

 

Dari hasil elektoforegram diatas, terlihat bahwa hasil amplifikasi PCR 

dengan menggunakan isolasi KIT memiliki kualitas yang lebih bagus 

dibandingkan dengan menggunakan metode Phisurin modifikasi. Hasil 

amplifikasi PCR dengan menggunakan isolasi KIT menghasilkan pita DNA yang 

lebih tajam dan separasi yang lebih jelas. Berdasarkan beberapa pertimbangan 

diatas, metode isolasi DNA dengan menggunakan KIT digunakan  sebagai metode 

dasar dalam pelaksanaan isolasi DNA selanjutnya. 

A. B. 
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4.1.4 Optimasi Program PCR 

Pada dasarnya, setiap produsen komponen PCR, seperti PROMEGA, 

FERMENTAS, INVITROGEN, sudah menyediakan protokol yang dapat 

digunakan untuk aplikasi PCR termasuk program PCR yang digunakan. Namun 

tidak semua primer dapat teramplifikasi dengan bagus apabila diaplikasikan 

dengan program PCR yang disertakan oleh masing-masing produsen tersebut. 

Program PCR tersebut perlu dioptimasi kembali, terutama suhu annealing, yang 

disesuaikan dengan masing-masing kondisi primer yang digunakan (Biasanya 

berdasarkan Tm) untuk mendapatkan hasil amplifikasi yang bagus, pita jelas dan 

memiliki batas separasi yang tegas.  

Seperti yang telah diketahui sebelumnya, Primer yang dipakai dalam 

penelitian ini telah dipakai juga oleh peneliti sebelumnya dan telah ditemukan 

program optimasi dari primer 1 (SMC222CG), primer 2 (SMC246CG), primer 3 

(SMC248CG), primer 4 (SMC319CG) dan primer 6 (SMC863CG). Pada 

penelitian ini, primer 5 (SMC 477 CG) dan primer 7 (SMC 1039 CG)  perlu 

dilakukan optimasi untuk mendapatkan program PCR yang tepat.  

DNA template yang digunakan untuk optimasi Primer 5 (SMC 477 CG) 

dan Primer 7 (SMC 1039 CG) adalah CP 68-1026 (sebagai kontrol). Untuk 

melihat polimorfisme dari primer 7, digunakan pula sampel acak, diantaranya 

BOT 56, NA 56-30, BOT 19, TUC 72-24 dan JV2. 

Hasil yang didapat dari 10 model optimasi program reaksi PCR didapatkan 

hasil yang relatif sama (Tabel 4.3). Untuk primer 5 (SMC 477 CG) menghasilkan 

2 pita, sedangkan pada primer 7 (SMC 1039 CG)  menghasilkan 1 pita DNA dan 

tidak terlihat adanya polimorfisme pada primer 7 tersebut. 
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Tabel 4.4  Hasil Optimasi Program PCR pada Primer 5 (SMC 477 CG)  dan 

primer 7 (SMC 1039 CG)   
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Tabel 4.4  Hasil Optimasi Program PCR pada Primer 5 (SMC 477 CG)  dan 

primer 7 (SMC 1039 CG)   
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Tabel 4.4  Hasil Optimasi Program PCR pada Primer 5 (SMC 477 CG)  dan 

primer 7 (SMC 1039 CG)   
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Tabel 4.4  Hasil Optimasi Program PCR pada Primer 5 (SMC 477 CG)  dan 

primer 7 (SMC 1039 CG)   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Setelah dilakukan optimasi pada Tabel 4.4 diatas, dipilih program optimasi 

1 sebagai program reaksi PCR untuk primer 5. Karena memiliki visualisasi pita 

yang jelas dan separasi yang tegas bila dibandingkan dengan kedelapan program 

optimasi yang telah diujikan.  Hal ini didukung oleh pendapat Wulandari (2007), 

yang menyatakan bahwa penentuan program reaksi PCR didasarkan pada produk 

PCR (pita DNA) dengan visualisasi yang jelas sehingga mudah dibaca (reliable) 

dan penggunaan program reaksi PCR tersebut tidak berubah jika digunakan lagi 

dalam kesempatan yang berbeda (stabil). Selain itu, program optimasi 1 juga 

membutuhkan waktu yang singkat untuk proses amplifikasi, sehingga dapat 

mengefisienkan waktu yang dipakai. Untuk primer 7, masih belum dapat 

ditemukan program optimasi yang tepat. Hal ini dikarenakan produk amplifikasi 

dari optimasi diatas, menghasilkan pita DNA yang relatif seragam (tidak terjadi 

polimorfisme). 

4.1.5 Aplikasi Program PCR 
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 Aplikasi program PCR dengan menggunakan enam pasang mikrosatelit 

menunjukkan bahwa penanda mikrosatelit tersebut mendeteksi polimorfisme pada 

DNA antar klon/individu berdasarkan munculnya pita amplifikasi pada suatu 

lokus. Setiap pita DNA hasil amplifikasi pada laju elektroforesis tertentu dianggap 

sebagai satu lokus yang homolog, sedangkan pita yang berbeda ukurannya dari 

satu primer mikrosatelit diasumsikan berasal dari lokus yang berbeda.  

Tabel 4.5 Persentase Jumlah Pita Polimorfik DNA 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil amplifikasi ditunjukkan melalui elektroforegram pada Gambar 4.6, 

sampai Gambar 4.11 di bawah ini. DNA marker dilambangkan dengan huruf M 

(PCR Ladder 100 bp), angka 1–22 menunjukkan nomor klon DNA, dan angka 0 

menunjukkan kontrol (komponen reaksi PCR tanpa DNA Template). 
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Gambar 4.6  Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon Tebu 

dengan Menggunakan Primer SMC222CG 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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Gambar 4.6 di atas menunjukkan bahwa primer ke-1 (SMC222CG) 

mampu mengamplifikasi DNA 22 klon yang diuji dan mampu menghasilkan 39 

larik DNA yang bersifat polimorfik. Intensitas larik yang dihasilkan, mempunyai 

kisaran ukuran basa 80 bp hingga 250 bp. 
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Dari Gambar 4.7 di atas, diketahui bahwa primer ke-2 (SMC226CG) dapat 

mengamplifikasi DNA 22 klon klon yang diuji dan mampu  menghasilkan 119 

larik DNA yang bersifat polimorfik. Intensitas larik yang dihasilkan, mempunyai 

kisaran ukuran basa 50 bp hingga 850 bp. 

Gambar 4.7 Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon 

Tebu dengan Menggunakan Primer SMC226CG 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 

 



44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8  Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon 

Tebu dengan Menggunakan Primer SMC248CG 
Keterangan : 

1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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Amplifikasi primer ke-3 (SMC248CG) terhadap DNA 22 klon yang diuji 

berdasarkan Gambar 4.8, menghasilkan larik DNA sebanyak 38 yang kesemuanya 

bersifat polimorfik. Larik-larik yang dihasilkan tersebut mempunyai kisaran 

ukuran basa antara 60 bp sampai 270 bp. 
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Produk PCR yang dihasilkan dari amplifikasi primer ke-4 (SMC319CG) 

terhadap DNA 22 klon yang diuji (Gambar 4.9) berjumlah 39 larik, dan semuanya 

bersifat polimorfik. Larik-larik yang dihasilkan tersebut mempunyai ukuran antara 

50 bp sampai 200 bp.  

 

Gambar 4.9 Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon Tebu 

dengan Menggunakan Primer SMC319CG 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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Amplifikasi primer ke-5 (SMC477CG) terhadap DNA 22 klon 

yang diuji, mampu menghasilkan 37 pita DNA yang bersifat polimorfik. 

Dan larik-larik yang telah dihasilkan tersebut mempunyai kisaran ukuran 

basa antara 60 bp hingga 200bp. 

Gambar 4.10  Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon Tebu 

dengan Menggunakan Primer SMC477CG 

Keterangan : 
1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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Hasil amplifikasi primer ke-6 (SMC863CG) terhadap DNA 22 klon yang 

diuji berdasarkan Gambar 4.11 menunjukkan bahwa larik-larik DNA hasil 

amplifikasi bersifat polimorfik dengan total larik DNA sebanyak 28. Ukuran basa 

yang larik DNA tersebut berkisar antara 60 bp sampai 430 bp. 

 

4.1.6 Analisis Keragaman Genetik dari 22 Klon  

Analisis keragaman genetik pada penelitian ini didasarkan pada hasil 

perhitungan koefisien kesamaan genetik Jaccard  menurut Sneath dan Sokal (1997 

dalam Cordeiro et. al., 2003), bisa dilihat pada Tabel 4.6. 

Dendogram pada gambar 4.12 dikonstruksi berdasarkan koefisien 

kesamaan genetik Jaccard, yang sebelumnya dilakukan pengelompokan dengan 

metode UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Aritmatic mean). Kriteria 

pengelompokan didasarkan pada ukuran kemiripan yang berupa kesamaan genetik 

(genetic similarity). Analisis kelompok merupakan salah satu metode untuk 

mengelompokkan individu-individu atau suatu populasi ke dalam beberapa 

Gambar 4.11   Elektroforegram Hasil Amplifikasi DNA Duapuluh dua Klon Tebu 

dengan Menggunakan Primer SMC863CG 
Keterangan : 

1. CP 36-63  10. TUC 72-24  19. BOT 19 

2. CP 44-107  11. NA 56-30  20. BOT 57 

3. CP 47-193  12. PS 57  21. BOT 56 

4. CP 68-1026  13. CP 75-1082  22. BOT 55 

5. CP 70-1133  14. TRITON   

6. CP 74-2005  15. VESTA   

7. IS 76-198  16. BV 320   

8. IS 76-200  17. JV 2   

9. BU 772  18. ROC 5 
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kelompok sehingga individu-individu dalam kelompok yang satu lebih homogen 

dibandingkan dengan individu-individu dalam kelompok lain (Hartati, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil dendogram (Gambar 4.12) menunjukkan bahwa 22 klon yang 

diujikan (18 klon tetua persilangan koleksi P3GI dan 4 outgroup dari tebu jenis 

Saccharum spontaneum) terbagi dalam dua kelompok besar pada nilai kesamaan 

genetik (genetic similarity) sebesar 0,12. Kelompok pertama terdiri dari klon-klon 

Gambar 4.12.  Dendogram Hubungan Genetik Duapuluh Dua Klon yang diuji dengan 

Menggunakan Primer Gabungan (SMC222CG, SMC226CG, 

SMC248CG, SMC319CG, SMC477CG, dan SMC863CG) 
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tebu introduksi dari Amerika Serikat, Taiwan, Argentina, klon hasil ekspedisi asal 

Jawa dan Sulawesi dan beberapa klon tebu jenis S. hybrid, yang merupakan klon 

hasil persilangan P3GI (BU772, BV320, dan PS57).  

Kelompok pertama terbagi menjadi 4 kelompok kecil (sub kelompok). Sub 

kelompok pertama terdiri dari populasi klon introduksi asal Amerika Serikat, klon 

introduksi asal Taiwan, klon hasil ekspedisi asal Sulawesi, klon hasil ekspedisi 

asal Jawa dan klon hasil persilangan P3GI (BU772 hasil persilangan tahun 1980 

dan BV320 yang merupakan hasil persilangan tahun 1981). Sub kelompok kedua 

terdiri dari klon yang termasuk kedalam outgroup penelitian, yaitu klon-klon dari 

spesies S.spontaneum. Sub kelompok ketiga terdiri dari klon-klon introduksi asal 

Argentina dan klon hasil ekspedisi asal Sulawesi IS76-198 yang tergolong 

kedalam spesies  S.officinarum. Sub kelompok terakhir terdiri dari populasi klon 

CP75-1082 yang merupakan klon introduksi asal Amerika Serikat dan klon PS57 

yang tergolong kedalam spesies  S.hybrid. Kelompok pertama ini mempunyai 

tingkat keragaman genetik yang tinggi dengan nilai kesamaan genetik sebesar 

0,21. 

Kelompok kedua terdiri dari klon-klon tebu introduksi  yang berasal dari 

Australia dan memiliki kesamaan genetik sebesar 0,46. 
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Berdasarkan data pada Tabel 4.6 diatas, didapatkan hubungan 

kekerabatan antar klon yang bervariasi dengan kisaran dari yang terendah dengan 

nilai kesamaan genetik sebesar 0.043 (Triton dengan NA56-30) dan yang tertinggi 

dengan nilai kesamaan genetik sebesar 0.773 (CP36-63 dengan CP44-107). 

Sebagian besar klon diatas berkerabat jauh, dengan nilai kesamaan genetik 

kurang dari 40% (dapat dilihat pada Tabel 4.6). Namun ada pula klon-klon yang 

berkerabat dekat dengan nilai kesamaan genetik lebih dari 50 % yaitu klon CP36-

63 dengan CP44-107, CP36-63 dengan CP47-193, CP 44-107 dengan CP47-193, 

CP 47-193 dengan CP 68-1026, CP 68-1026 dengan CP70-1133, CP74-2005 

dengan IS76-200, CP74-2005 dengan BU772, IS76-200 dengan BU772, PS 57 

dengan CP 75-1082, BV 320 dengan JV2, BOT 19 dengan BOT 57, BOT 19 

dengan BOT 56, BOT 57 dengan BOT 56, BOT 55 dengan BOT 56 . 
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V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Metode DNA KIT Nucleospin, Macherey-Nagel dipilih sebagai metode baku 

isolasi DNA pada penelitian ini karena metode ini memiliki hasil yang bagus 

bila dibandingkan dengan keenam metode isolasi DNA yang diujikan.. 

2. Analisis kesamaan genetik Jaccard berdasarkan penanda molekuler mikrosatelit 

didapatkan bahwa dua puluh dua klon tebu tetua persilangan koleksi P3GI 

mempunyai keragaman genetik yang tinggi sehingga bagus untuk dijadikan 

sebagai tetua persilangan. 

3. Hasil dendogram yang diperoleh dari enam primer mikrosatelit gabungan  

menggunakan kesamaan genetik Jaccard menunjukkan bahwa dua puluh dua 

klon tetua persilangan koleksi P3GI dikelompokkan dalam dua kelompok besar 

pada tingkat kesamaan genetik 0,12(12%). 

4. Berdasarkan hubungan kekerabatan yang ditunjukkan oleh dendogram, klon-

klon tebu sebagian besar mengelompok berdasarkan daerah asalnya. Kelompok 

pertama terdiri dari klon-klon tebu introduksi dari Amerika Serikat, Taiwan, 

Argentina, klon hasil ekspedisi dari Pulau Jawa dan Sulawesi dan beberapa 

klon tebu hasil persilangan yang telah dilakukan oleh P3GI, yakni klon PS57, 

BU772 hasil persilangan tahun 1980 dan  BV320 hasil persilangan tahun 1981. 

Sedangkan kelompok kedua terdiri dari klon-klon introduksi asal Australia. 

5. Untuk kegiatan pemuliaan selanjutnya, hendaknya dipilih tetua yang berkerabat 

jauh dengan tingkat kesamaan genetik dibawah 0,6  misalnya TRITON dengan 

NA56-30, VESTA dengan TUC72-24, TRITON dengan TUC72-24, dan 

menghindari persilangan antar klon yang berkerabat dekat, yakni klon CP36-63 

dengan CP44-107, CP36-63 dengan CP47-193, CP68-1026 dengan CP70-1133, 

BV320 dengan JV2 

 

5.2 Saran 
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  Penambahan jumlah primer pada penelitian selanjutnya akan lebih menambah 

keakuratan data guna melengkapi database koleksi plasma nutfah tebu 

sehingga bermanfaat untuk proses pemuliaan selanjutnya. 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Protokol Pembuatan Larutan 

 

1. Buffer Stock 

a) 1 M Trisma pH 7,5 (10 ml) : Timbang Trisma base sebanyak 1,21 gr, 

kemudian masukkan ke dalam gelas ukur dan tambahkan H2O sebanyak 5 

ml. stirrer sampai larut, ukur pH sampai menunjukkan angka 7,5. Untuk 

meningkatkan pH tambahkan NaOH dan untuk menurunkan tambahkan 

HCl. Selanjutnya tambahkan H2O sampai volume 10 ml. simpan dalam 

botol kemudian sterilisai dengan autoclave dan simpan pada suhu 4°C. 

b) 0,5 M EDTA (30 ml) pH 8 : Timbang 5,583 gr EDTA, tambahkan H2O 

sebanyak 21 ml, larutkan dengan stirrer. Timbang 4 gr NaOH dan 

tambahkan 10 ml H2O, larutkan. Tambahkan larutan NaOH sebanyak 9 ml 

ke dalam larutan EDTA yang sebelumnya telah dibuat. Sterilisasi dengan 

autoclave dan simpan pada suhu ruang. 

c) 5 M NaCl (10 ml) : Timbang 2,922 gram NaCl, tambahkan H2O sebanyak 

10 ml. Masukkan tabung ukur dan kemudian stirrer untuk melarutkan, 

kemudian simpan dalam botol dan sterilisasi dengan autoclave, larutan 

disimpan pada suhu 4°C . 

2. Chlorofom : Isoamylalcohol (50 ml) 

Ambil 48 ml Chloroform dan 2 ml Isoamylalcohol dalam ruang asam, 

masukkan dalam botol dan tutup rapat. Simpan dalam suhu ruang. 

3. Larutan Wash 1 (100 ml) 

Ambil 76 ml EtOH absolute, 8 ml NaOAC 2,5 M dan 16 ml H2O, masukkan 

dalam botol dan simpan dalam suhu -20°C sampai digunakan. 

4. Larutan Wash 2 (100ml) 

Ambil 76 ml EtOH absolute, 1 ml NH4OAC 1 M dan 23 ml H2O, masukkan 

dalam botol dan simpan dalam suhu -20°C sampai digunakan. 

5. Buffer TE (2 ml) 

Ambil 20 µl 1 M Tris pH 7,5; 4 µl 0,5 M EDTA pH 8 dan 1976 µl H2O steril, 

masukkan dalam eppendorf  steril. Simpan larutan dalam suhu -20°C sampai 

digunakan.  

6. Larutan TAE 10 X (250 ml) 

Timbang 12,1 gr Tris base, tambahkan 5 ml 0,5 M EDTA pH 8, tambahkan 

2,85 ml Glacial Acetic Acid dan H2O sampai volume 250 ml. homogenkan 

dengan stirrer sampai larut. Simpan larutan pada suhu ruang. 
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Lampiran 2. Daftar Alat Yang digunakan dalam penelitian 

 

No. Nama Alat Fungsi 

1. Ultrasonic Cleaner 

(BRANSON 1200) 

Untuk sterilisasi alat-alat yang kecil (sebelum 

autoclave) 

2. Autoclave Untuk sterilisasi alat 

3. Mesin PCR (PERKIN 

ELMER Gene Amp PCR 

System 2400) 

Untuk amplifikasi DNA 

4. Tabung Nitrogen Untuk menyimpan Nitrogen cair 

5. Vortex  Untuk menghomogenkan larutan 

6. Mikropipet dan Tip Untuk mengambil sampel/bahan-bahan cair 

(larutan) dalam jumlah kecil dan tertentu 

7. Tube (Eppendorf) Tempat menyimpan sampel DNA dan bahan-

bahan lain  

8. Waterbath Sterilisasi bahan  

9. Mesin Centrifuge 

(HERMLE z233 MK-2) 

Memisahkan komponen-komponen yang 

terdapat dalam larutan pada proses ekstraksi 

DNA  

10. Timbangan Analitik Menimbang bahan-bahan yang diperlukan 

11. Mesin Spektrofotometer Mengukur kuantitas DNA yang diuji 

12. Electrophoresis chanber Untuk visualisasi DNA hasil ekstraksi dan 

amplifikasi PCR 

13. Microwave Memanaskan larutan agarose 

14. Flash (Denver 

Instrument) 

Menghomogenkan larutan dan mengendapkan 

kotoran-kotoran yang tercampur dalam DNA 

15. Lemari Es Menyimpan sampel DNA dan bahan-bahan 

yang digunakan 

16. Distiled water Sterilisasi H2O 

17. UV Transluminator Melihat visualisasi kualitas DNA 

18. Foto Polaroid Mendokumentasikan (menyimpan data berupa 

gambar) kualitas DNA dan pita-pita DNA hasil 

amplifikasi dengan PCR 
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Lampiran3. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI 

Tabel 1. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 
Menggunakan Primer SMC222CG 

  

Tabel 2. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 

Menggunakan Primer SMC226CG 
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Tabel 3. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 

Menggunakan Primer SMC248CG 

  

Tabel 4. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 
Menggunakan Primer, SMC319CG 
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Tabel 6. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 

Menggunakan Primer SMC863CG 

  

Tabel 5. Data matrik Duapuluh Dua Klon Tetua Persilangan Koleksi P3GI dengan 

Menggunakan Primer SMC477CG 
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