OPTIMASI PROSES PCR PADA PLB TANAMAN
ANGGREK ONCIDIUM HASIL PERLAKUAN
PENETESAN MUTAGEN KIMIACOLCHICINE

Agus Zainudin!

ABSTRACT

Thisresearchisaim to study the PCR optimization using primer of Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) of Oncidium sp. PLB which have been treated with condensation of colchicine concentration
0%; 0,01%,; 0,03%; 0,05%; 0,07% and 0,09%. Through process of PCR-RAPD DNA of Oncidium PLB that
previously given treatment of drop of col chicine 0% until 0,09% have succeeded to be obtained the ribbons
of DNA orchid genomic result of amplifikasi with primer 6 and reagen of Promega product. Nevertheless till
needed further optimization to be obtained the ribbon pattern of DNA clearer.
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1. PENDAHULUAN

Selamaini pengembangan jenis-jenistanaman
anggrek di Indonesiabanyak diusahakan melalui
kegiatan persilangan. Padaha di negara-negaralain
pengembangan jenistanaman anggrek unggul tidak
hanyameaui perdlangan tetapi sudah menggunakan
metode mutasi dan transgenik. Salah satu teknik
mutasi yang dapat diterapkan padatanaman adalah
mutasi kimia menggunakan senyawa colchicine.
Perlakuan mutasi dengan colchicine akan
menyebabkan duplikas kromosomyang diikuti oleh
peningkatan ukuran sal dan jaringan tanaman termasuk
perubahan bentuk dan warna.

Protocorm-likeBodies (PLB) dari hasi| kultur
meristem anggrek Cymbidium diploid yang telah
diperlakukan dengan colchicine konsentrasi 0.01%,
0.05%, dan 0.1% selamasatu, dua, dan tigaminggu
menyebabkan penggandaan kromosom. Perlakuan
colchicine 0.05% selama 7 hari menyebabkan sekitar
50%dari PLB mengaami kematian. Tingkat kematian
yang tinggi dari PLB banyak ditemukan pada
perlakuan konsentrasi colchicine 0.1%. Perlakuan
yang paling efektif adalah konsentrasi colchicine
0.05% selama7 hari. Perlakuan tersebut menghasikan
Tetraploids ( 2n=4x=66~80) sebanyak 26.7% dan
triploids 53.3%. Secara terpisah jangka waktu
pemberian colchicine tidak berbeda nyata.
Peningkatan ploidi dapat diketahui dengan adanya
peningkatan ukuran omatadaun tanaman yangtelah
diperlakukan. Poliploidi yang dihasilkan jugadapat
dideteksi melalui tingkatan DNA dengan flow-

cytometry. Hasi| deteks DNA tersebut samadengan
hitungan jumlah kromosom sl ujung akar. Poliploid
pada plantlet anggrek yang ditumbuhkan secarain-
vitro secara visual ditandai dengan perbedaan
morfologi bentuk dan panjangnyadaun dibandingkan
dengan plantlet diploid (Mi-SeonKimet al., 2003).

Metodelain yang jugasering digunakan untuk
membedakan ciri-ciri suatuindividu secaramolekuler
adalah studi isozim, restriction fragment length
polymorphism (RFLP), random amplified
polymorphism DNA (RAPD), dan simple sequence
repeat (SSR). Penerapan suatu metode harus
diketahui terlebih dahulu optimasinya. Kemampuan
membedakan genotip individu di dalam species
maupun beberapa genotip secara tepat sangat
diperlukan dalam program pemuliaan tanaman.
Karakter morfologi dan fenotip telah banyak
dipergunakan, namun sifat kuantitatif umumnya
dikendalikan banyak gen dan sangat dipengaruhi
lingkungan sehingga perbedaan antar species
berkerabat dekat seringkali sulit diameti. Kebanyakan
karakter sulit dianalisiskarenatidak memiliki sstem
pengendalian genetik yang sederhana. Penggunaan
penandamol ekul er seperti dozim, RFLPdan RAPD
dapat dimanfaatkan untuk membantu mengatasi
permasal ahan tersebut. Pemakai an markamolekuler
berdasarkan polapita DNA telah banyak digunakan
untuk menyusun kekerabatan bebergpaindividu daam
spesies maupun kekerabatan antar spesies.
Penggunaan kekerabatan dapat dijadikan rujukan
dalam pemuliaan persilangan untuk mendapatkan
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keragaman yang tinggi dari hasil persilangan.
Penggunaan marka DNA dapat membantu
pel aksanaan pemilihantetuaperdlangan yang memiliki
perbedaan tinggi secara genetik (Correa, 1999).
Perkembangan teknik PCR dalam bidang biologi
molekuler terjadi dengan cepat setel ah ditemukan
teknik pelipat gandaan bagian genom tanaman pada
beberapalokusyang berbedamenggunakan primer
arbitrari, yang dikenal dengan Random Amplified
Polymorphic DNA (Welsh dan McClelland 1990).
PolapitaDNA yang dihasilkan padateknik RAPD
sangat kons sten bagi kebanyakan primer danteknik
ini telah digunakan padaberbagai tanaman seperti
padi, jagung, kopi serta pada tanaman anggrek
(Orozco-Castillo et al. 1994 ; Hoon-Lim et al.
1999).

Salah satu keuntungan analisis keragaman
menggunakan teknik molekuler yang memanfaatkan
teknologi PCR ada ah kuantitasDNA yang diperlukan
hanyasedikit. Selainitu, daamteknik RAPD tingkat
kemurnian DNA yang dibutuhkantidak perluterlalu
tinggi, atau dengan katalainteknik ini toleranterhadap
tingkat kemurnian DNA yang beagam. Walaupun
demikian, dalam metode PCR tersebut tetap
dibutuhkan prosedur untuk meminimal kan senyawa-
senyawakontaminan yang dapat mengganggu resks
PCR seperti polisacharidadan metabolit sekunder.
Daam penditianini, DNA tanaman anggrek diisolas
dari PLB anggrek oncidium yang telah dimutasikan
dengan memberikan perlakuan berbagai konsentras
colchicine.

Pendlitianini bertujuan untuk mengkgi optimas
PCR menggunakan penanda Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) dari PLB anggrek
Oncidium sp. yang telah diperlakukan dengan larutan
colchicine konsentrasi 0,01%; 0,03%; 0,05%;
0,07% dan 0,09%.

2. METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Laboratorium Kultur
Jaringan dan L aboratorium Molekul er Tanaman Pusat
Pengembangan Bioteknologi, Universitas
MuhammeadiyahMaang.

a. Persiapan dan Sterilisasi Alat

Semua peralatan gelasdan logam yang akan
digunakan harusdicuci hinggabersh dan dikeringkan,
kemudian dibungkus kertas atau ditutup dengan
alumunium foil. Sterilisasi dilakukan dengan
menggunakan autoclaf padatemperaturelebih kurang
120°C dan tekanan 1 atmosfer selama 25 menit.
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b. Pembuatan Media Kultur

Media kultur jaringan yang dipergunakan
adalah media Vacin and Went modifikasi Lim.
Keseluruhan bahan di atas dimasukkan ke dalam
botol Duran kemudian ditambahkan air hingga
mencapai volume 1 liter. Pengaturan pH media
dilaksanakan dengan menggunakan pH meter dengan
kriteriapH yang dipergunakan disesuaikan dengan
masing masing jenis tanaman anggrek. Media
dipanaskan dan diaduk hinggakesdl uruhan agar larut
sempurnadan jikalarutan sudah mendidih pemanasan
dihentikan. Mediadituang daam botol kultur (dengan
volume 10 mi/botal). Botol kultur yang telah berisi
media disterilkan menggunakan autoclaf dengan
tekanan 16 ps selama25 menit

c. Persiapan dan Sterilisasi Larutan Colchicine
Serbuk/kristal colchicine ditimbang seberat
masing-masing 0,19 (100mg); 0,3g(300mg); 0,59
(500 mg); 0,7 g (700 mg); 0,9 g (900 mg) untuk
measing-masing perlakuan, kemudian ditambah adkohal
90% sebanyak 10 tetes sampai larut dan ditambah
aquades sampai 1 liter. Sterilisasi masing-masing
larutan colchicine sesual takaran konsentrasi
dilaksanakan dengan menggunakan syringe yang
dilengkapi dengan kertas penyaring steril berukuran
0,02 mikro. Larutan colchicine steril dimasukkan
secaraterpisah ke dalam botol steril sebagai stok.
Botol yang beris larutan stok ditutup a umuniumffoil
agar tidak terkena cahaya. Pekerjaan tersebut
dilaksanakan di dalam laminar air flow cabinet.

d. Pengadaan dan Penanaman Bibit Anggrek

Bibit anggrek Onchidium diperoleh dari hasll
kultur embrio yang telah mencapai fase PLB. Bibit
anggrek dalam botol yang sudah tersediadisel eks
untuk ditanam (disub-kultur) lagi padamediaVW
dalam botol kultur yang telah disiapkan. Proses
pemindahan dan penanaman bibit anggrek dilakukan
padakondis steril di dalam laminat air flow cabinet.
Bibit yang telah di sub kultur tersebut selanjutnya
diadaptasikan selama 14 hari pada tempat
pemeliharaan yang bertemperatur 20°C dengan
pencahayaan lampu neon..

e. Perlakuan Mutasi dengan Colchicine
Pemberian colchicine pada bibit anggrek
dilaksanakan dalam kondig steril di dalam laminar
air flow cabinet. Karenaitu, sebelum perlakuan bibit
anggrek Oncidium daam botol dan larutan colchicine
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dimasukkan ke dalam enkas atau laminat air flow
cabinet. Tutup botol anggrek dibukadi dekat nyala
api bunsen, selanjutnyapadatiap titik tumbuh bibit
anggrek segeraditetesi larutan colchicine dengan
menggunakan pipet eppendorf yang dilengkapi tips
steril berukuran 50 mikro. Konsentrasi larutan yang
diberikanterdiri dari 0,01%; 0,03%; 0,05%; 0,07%;
0,09%; denganvolume penetesan 20 ul. Setelahtitik
tumbuh bibit anggrek dalam botol ditetesi larutan
colchicine, botol segera ditutup dan dibungkus
dengan aumuniumfoil. Semuabotol diletakkan pada
tempat yang gelap dan ber-AC selama’ hari. Botol
dikeluarkan dari tempat yang gel ap dan pembungkus
alumuniumfoil dibukasetelah 5 hari. Bibit anggrek
daam botol yang tel ah di perlakukan dengan larutan
dikembalikanlagi ke rak tempat pemeliharaan yang
bertemperatur 20°C dengan pencahayaan lampu neon.

f. Pemeliharaan Bibit

Bibit anggrek yang tel ah diperlakukan dengan
colchicine dipelihara sampai berumur 1 bulan,
kemudian bibit diambil dari dalam botol dan
dibersihkan dengan air kemudian disimpan dalam
almari pendingin untuk selanjutnyadigunakan pada
kegiatanisolas DNA genom tanaman.

g. Isolasi DNA Genom Tanaman Anggrek

DNA genom tanaman anggrek diisolas dari
PLB anggrek Oncidiumyang telah dimutasikan dengan
menggunakan colchicine yang telah dipersiapkan
sebelumnya. Prosedur ekstraksi DNA dari PLB
tanaman anggrek dil aksanakan berdasarkan metode
Zhenget al (1995). Sebelum berlangsungnyaproses
isolas, dilakukan pembuatan bufer pengekstrak yang
terdiri atasEDTA (pH 7,5) 25mM, TrisHCI (pH 8)
50 mM, NaCl 300mM, SDS 1% dan H20. Potongan
PLB anggrek dimasukkan tabung 1,5 ml yangtelah
didinginkan dalam es, kemudian digerus
menambahkan 400 ul buffer pengekstrak. Setelah
cukup hausditambahkan 100 ul buffer pengekstrak.
Satdahitudiambil 400 ul larutan dan ditambah dengan
400 ul chloroform. Suspensi divortex sampai
tercampur merata, kemudian dan setelah homogen
larutan disentrifus dengan kecepatan 13.000 rpm
selama 1 menit padasuhu 4°C. L apisan 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
menggunakan 500 pl EtOH 70 %. Supernatan
dibuang, kemudian endapan dicuci kembali dengan
etanol 70%, dandisentrifugas 13.000 rpm, padasuhu

4°C. Supernatan dibuang kembali, dan pelet
dikeringkan dengan menggunakan vajum. Setelah
kering, pelet ditambah dengan 50 ul TE dan DNA
disimpan padasuhu -20°C.

Setelah DNA hasil isolasi dimurnikan,
kemudiandihitung konsentrasinya. SdlanjutnyaDNA
disiapkan untuk dipergunakan sebagai cetakan
(template) dalam reaksi Polimerase Chain
Reaction.

h. Proses Polimerase Chain Reaction (PCR )
DNA genomik anggrek Oncidium dengan
menggunakan primer RAPD.

Padareaks PCR, DNA anggrek digunakan
sebagal cetakan. Beberapajenisprimer yang akan
digunakandaamresks PCRini diuji dahulu, sehingga
didapatkan primer yang tepat. Volumetotal reaks
PCR yang dipergunakan adalah sebanyak 25 ul,
terdiri dari campuran larutan yang terdiri dari DNA
taq polimerase dan 10X buffer Taq Polimerase;
dNTP Smix (dGTP, dATP, dTTPdandCTP), dH,0
dan 30 ng DNA template.

Kondis suhuuntuk resks PCR DNA genomik
anggrek dirancang dengan suhu denaturasi 95°C,
annealing 36°C, perpanjangan 72°C dan pascaPCR
4°C. Untuk perbanyakan, siklusreaks PCR diulang
sebanyak 45 kali. Hasil amplifikasi PCR kemudian
dielektroforesis pada 1,2 % gel agarosa dengan
voltase 75V sdamaljam, deteks dilakukan dengan
UV tranduminator dan dan dilakukan pemotretan gell.

i. Deteksi Polimorfisme Sidik Jari DNAANnggrek
Mutan

Analisis sidik jari DNA dilaksanakan
berdasarkan jumlah, frekuens dan distribug ael-ae
DNA. Fragmen dideteks dari polapitaDNA yang
berbedahasi| elektroforesisgel agarose dari produk
PCR. Data profil DNA merupakan dataalel yang
teramati dengan ketentuan adadantidaknyapitaDNA
berdasarkan ukuran produk PCR pada satu posisi
yang sama dari beberapaindividu / sampel yang
dibandingkan.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolas DNA anggrek padatahap awal
dilakukan dengan menggunakan prosedur ekstraks
DNA yang menggunakan bufer pengekstrak SDS.
Komposis bufer pengekstrak yang digunakan daam
prosesisolas tersebut adalah EDTA (pH 7,5) 25mM,
TrisHCI (pH 8) 50 mM, NaCl 300mM, SDS 1%
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danH,0. Melalui penerapan teknik tersebut telah
berhasi| diperoleh DNA tanaman anggrek namun
dengan kualitasDNA yang kurang baik (Gambar 1).
Upaya untuk mendapatkan DNA dengan
kualitasyang lebih baik dilakukan melalui kegiatan
isolasi DNA kembali dengan menggunakan bufer
pengekstrak yang sama. Hasll isolasi tersebut seperti
ditunjukkan Gambar 2. Dari prosesisolas tersebut
teleh berhasil diperolen DNA tanaman anggrek
Oncidium mutandari perlakukan berbagal konsentras
colchicine dengan kualitas DNA yang cukup baik.

L2003 &% 6 7 8 910

Gambar 1. Hasil proses isolasi DNA dengan
menggunakan bufer SDS padatanaman
anggrek mutan dengan berbagai
konsentrasi cochicine: 0,01% (baris1 &
2); 0,03% (baris3 & 4); 0,05% (baris5
& 6); 0,07% (baris7 & 8); 0,09% (baris
9& 10).

Gambar 2. Hasil proses isolasi DNA dengan
menggunakan bufer SDS pada
tanaman anggrek mutan dengan
berbagai konsentrasi colchicine : C1
(baris1; 2), C2(baris3;4), C3 (baris
5;6), C4 (baris7; 8), C5 ( baris9;
10) dan C6 (baris 11 ; 12).
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Analisismolekuler merupakan analisisyang
dilakukan padatingkat gen maupun ekspresinyayang
bertujuan untuk mengkonfirmasi keberadaan gen
mela ui metode molekuler seperti PCR (Arheim dan
Erlich 1992). Penggunaan RAPD selalu
memperlihatkan keragaman lebih tinggi daripada
aozim dan RFL P, sehinggasangat mendukung upaya
andisskeragaman genetik terutamayjikalatar belakang
genomnyabelum diketahui. Teknik PCR memiliki
kelebihan diantaranya sangat praktis, akan tetapi
dapat terjadi positif semu jika reaksi yang
dipergunakan mengandung kontaminan. AndissPCR
perlu menggunakan beberapa kontrol untuk
menghindari terjadinyapositif maupun negatif semu.

Analisis PCR untuk tanaman anggrek mutan
dalam pendlitianini dilakukan dengan menggunakan
beberapa jenis primer RAPD 10 basa untuk
mendapatkan jenisprimer yang tepat. Dalamanaliss
keragaman menggunakan RAPD, tingkat konsistens
pemunculan suatu karakter padakondisi PCR tertentu
merupakan ha yang sangat penting sehinggakondis
reaksi optimum untuk setiap jenis organisme
kemungkinan berbedadan harus ditentukan dahulu.
Oleh karenaitu, selaindiuji cobakan beberapaprimer
jugadicobaberbagai pemakaian suhu PCR.

Hasil optimasi PCR-RAPD DNA dari PLB
anggrek Oncidium dengan menggunakan suhu
annealing 40-42 °C tidak berhasi| diperoleh pita-pita
DNA. Dalam proses selanjutnya dicobakan
penggunaan temperatur annnedling yang lebih rendah.
Kondis suhu reaks PCR yang terdiri atas suhu
denaturasi 95°C, annealing 36°C, perpanjangan
72°C dan pasca PCR 4°C dengan siklusreakst PCR
diulang sebanyak 45 kali berhasil diperoleh pita-pita
DNA genomik anggrek hasil amplifikas dengan primer
6 dan reagen dari produk Promega (Gambar 3).

Gambar 3 menunjukkan bahwa pemakaian
reagen produks Promegadengan pemakaian primer
6 dari perlakuan C2 dan C3 dihasilkan 3 pitaDNA
dengan ukuran pita pertamaantara 1500-2642 bp,
pita kedua antara 1000 — 1500 bp, dan pita ketiga
dengan ukuran antara500-1000 bp. Pita-pita DNA
tersebut belum tampak dengan tegas sehinggamasih
diperlukan optimas untuk mendapatkan hasil yang
lebih baik

Optimasi PCR-RAPD DNA dengan kondisi
yang sama pada PLB anggrek Oncidium yang
sebelumnya diberi perlakuan penetesan larutan
colchicine konsentrasi 0,01%; 0,03%; 0,05%;
0,07%; dan 0,09% diperoleh hasil sebagaimana
ditunjukkan pada Gambar 4. Meskipun belum
diperoleh polapitayang jel astetapi dapat diketahui



bahwa terdapat perbedaan pola pita antara PLB
kontrol dan hasil perlakuan colchicine maupun antar
perlakuan konsentrasi colchicine.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

2642 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

Gambar 3. Hasil PCR-RAPD DNA PLB Anggrek
Mutan: Penanda 100 bp L adder (baris
1), fastrart + C2 + primer 2 (baris 2),
fastrart + C2 + primer 6 (baris 3),
promega + C2 + primer 2 (baris 4),
promega + C2 + primer 6 (baris 5),
fagtrart + C3+ primer 2 (baris6), fastrart
+ C3 + primer 6 (baris 7), promega +

Gambar 4. Hasil PCR-RAPD DNA PLB Anggrek
Mutan dengan menggunakan Primer 6
Penanda 100 bp Ladder (baris 1);
Kontrol (baris 2); Colchicine 0,01%
(baris3); 0,03% (baris4); 0,05% (baris
5); 0,07% (baris6); 0,09% (baris7)

Belum jelasnya pola pita hasil PCR-RAPD
DNA PLB Anggrek mutan tersebut menunjukkan
bahwamasi h diperlukannya suatu prosedur isolasi
DNA untuk meminimalkan senyawa-senyawa
kontaminan yang dapat mengganggu reaksi PCR
seperti polisacharida dan metabolit sekunder.
K eberadaan polisacharidadan metabolit sekunder
dalam sdl tanaman sering menyulitkan dalamisolas
asam nukleat (Wilkinsand Smarts, 1996).

Struktur polisacharidayang mirip denganasam
nukleat akan menyebabkan polisacharidatersebut
akan mengendap bersama dengan asam nukleat.
Penambahan senyawa pereduksi sepertri
marchaptoetanol dan dithiothreitol dapat mencegar
proses oksidasi senyawa fenolik sehingga
menghambak aktivitasradika bebasyang dihasilkan
oleh oksidas fenol terhadap asam nukleat (Wilkins
dan Smart, 1996). Metabolit sekunder da
polisacharidajugadapat menghambat kerjaenzim
Adanyapolisacharidadalamtanaman ditandal dengan
kekentaan padahasi| isolas DNA yang menyebabkan
kesulitan dalam reaksi PCR akibat penghambatan
aktivitas Tag polymerase (Fang et al., 1992 cit
Porebski et al, 1997).

4. KESIMPULAN DAN SARAN

Melalui proses PCR-RAPD DNA dari PLB
anggrek Oncidium yang sebelumnyadiberi perlakuan
penetesan colchicine 0% sampai 0,09% tel ah berhasl|
diperoleh pita-pitaDNA genomik anggrek tersebut
hasil amplifikasi dengan primer 6 dan reagen dari
produk Promega. Meskipun demikian masih
diperlukan optimasi lebih lanjut agar diperoleh pola
pitaDNA yanglebihjelas.
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