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ABSTRAK: Gambir merupakan salah satu tanaman yang mengandung katekin.Kandungan katekin
pada gambir merupakan komponen yang menjadi syarat utama dalam penentuan mutu gambir. CHS
(Chalcone synthase) adalah salah satu gen yang terlibat di dalam proses biosintesis pembentukan
katekin. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan primer yang dapat digunakan dalam deteksi gen
CHS (Chalcone synthase) pada tanaman gambir tipe riau gadang serta untuk melihat kemampuan
primer yang telah didesain untuk mendeteksi gen CHS pada tanaman gambir. Pendesainan primer
dilakukan dengan mengalignment 21 data sekuengen CHS dan dipilih daerah yang memiliki
kesamaan basa antara sekuen gen yang dialignment untuk mendapatkan primer. Isolasi DNA gen
CHS tanaman gambir menggunakan metode CTAB dan untuk isolasi RNA menggunakan Total
RNA Mini Kit (Plant) dari Geneaid. Sintesis cDNA menggunakan kit Rever Tra Ace® qPCR RT
Master Mix with gDNA Remover (Toyobo).Pada hasil desain primer didapatkan empat primer
forward dan satu primer reverse. Hasil desain primer yang dapat digunakan untuk deteksi gen CHS
dengan hasil cDNA tanaman gambir yaitu primer F3-R1(TNGTCTTCTGCACNACCTCCGGNG -
CCANTC CAASCCYTCWCCDGTSGT). Proses deteksi gen CHS pada daun gambir menghasilkan
produk dengan estimasi sebesar 724 bp.

Kata kunci: Gambir, Chalcone synthase, PCR, Katekin

] PENDAHULUAN

Gambir adalah sari getah yang diekstraksi dari ranting dan daun tanaman Uncaria gambir
(Hunter) Roxb yang termasuk ke dalam famili Rubiaceae. Gambir tumbuh banyak di
Indonesia akan tetapi pemanfaatan yang lebih luas sampai saat ini belum begitu banyak
dilakukan. Selain digunakan sebagai campuran makanan sirih, gambir juga dapat di
gunakan sebagai campuran obat tradisional sampai dalam campuran obat modern [1].
Terdapat empat tipe gambir yang ada di Sumatera Barat, keempat jenis gambir tersebut
adalah tipe udang, tipe riau gadang, tipe mancik dan tipe cubadak [2]. Berdasarkan hasil
analisis persentase kadar katekin dari keempat tipe gambir yang dilakukan oleh Ferita dkk
[3].

Dewick dkk, menyatakan ekstrak gambir mengandung senyawa fungsional golongan
senyawa polifenol dan senyawa ini merupakan hasil metabolit sekunder tanaman yang
menyusun golongan tanin [4]. Salah satu yang termasuk dalam polifenol adalah flavonoid.
Gambir mengandung 7-33 % katekin, 20-50 % asam catechu tannin, quercetin, catechin
red, fixed oil, dan wax [1]. Hasil analisis kualitatif juga menujukkan bahwa gambir
mengandung quinon, terpenoid, alkaloid, tannin, flavonoid dan saponin [5]. Sejumlah
penelitian telah dilakukan untuk mengetahui mutu gambir secara fisika dan kimianya.
Sedangkan untuk penentuan mutu gambir secara molekuler dilakukan dengan mendeteksi
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gen yang terlibat dalam biosintesis katekin. Ada beberapa gen yang terlibat dalam
biosintesis katekin, salah satunya yaitu gen CHS (Chalcone synthase).
Sejumlah penelitian telah dilakukan untuk mengidentifikasi gen kunci terlibat dalam

akumulasi katekin.Chalcone synthase (CHS) mengkatalisasi langkah pertama yang
dilakukan dalam biosintesis flavonoid [6].Pembentukan chalcone adalah titik masuknya
biosintesis katekin, Chalcone synthase memainkan peran penting dalam biosintesis
flavonoid dengan mengkatalisasi kondensasi satu molekul p-coumaryl CoA dengan tiga
molekul malonyl-CoA melalui aksi chalcone synthase (CHS) untuk menghasilkan naringenin
chalcone, prekursor umum untuk sintesis flavonoid [7]. Chalcone synthase juga dapat
digunakan untuk memodifikasi komponen flavonoid pada tanaman lain. gen CHS dapat
digunakan sebagai genetik determinan untuk kandungan katekin. Pada penelitian [6] yang
menganalisis chalcone synthase pada freesia hybrid menyatakan bahwa gen CHS juga
berperan dalam biosintesis flavonoid pada freesia hybrid, selain itu ekspresi gen CHS yang
berlebih dapat meningkatkan jumlah total flavonoid dalam bunga.

Salah satu metode deteksi yang cukup menjanjikan dan mulai dikembangkan di era
bioteknologi saat ini adalah deteksi molekuler dengan menggunakan polymerase chain
reaction (PCR). Salah satu kunci keberhasilan deteksi dengan PCR adalah pemilihan primer
yang akan digunakan. Desain primer yang tepat sangat diperlukan untuk menghasilkan
primer yang sesuai dengan target amplifikasi [8]. Sehubungan dengan itu, maka dilakukan
pendisainan primer degeneratif untuk mengisolasi gen CHS (Chalcone synthase) yakni salah
satu gen yang ikut terlibat dalam biosintesis katekin. Primer tersebut diharapkan dapat
mendeteksi gen CHS (Chalconoe synthase) dari DNA tanaman gambir yang ikut sebagai gen
pengendali pembentukan katekin.

I HASIL DAN PEMBAHASAN

Primer degeneratif merupakan primer yang sekuennya memiliki basa-basaselain dari basa
penyusun nukleotida DNA [9]. Pada pendesainan primer kegiatan yang pertama Kkali
dilakukan adalahmencari sekuen gen CHS dari beberapa jenis tanamanyang diakses di gene
bank (NCBI). Sekuen-sekuen gen yang akan digunakan dilakukanmultialignment dengan
menggunakanProgram ClustalW dari software Bioedit. Hasil dari multialignment
selanjutnya dipilih daerah yang memiliki kesamaan basa antara sekuen gen yang
diallignment yang ditandai denganbanyaknyatanda “*’ sehingga didapatkan primer forward
dan reverse yang akan digunakan pada deteksi DNA dan cDNA gen CHS menggunakan PCR.

Tabel 1. Hasil Desain Primer

Kriteria F1 F2 F3 F4 R1
Jumlah basa 29 28 24 28 24
Tm (°C) 63.7 63.8 63.6 63.7 63.6
% GC 529 56,5 60,4 51,8 59,7
Keterangan :

F1: 5’RGAAACGNCACATGCABBTGACNGARGAG'3
F2:5’GACATNGTGGTGGTNGARGTCCCHAAGC3
F3:5TNGTCTTCTGCACNACCTCCGGNG ‘3

F4: 5’ ATGATGTACCARCAAGGTTGCTTCGCCG'3
R1: 5’°CCANTCCAASCCYTCWCCDGTSGT ‘3
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Panjang primer dapat dimulai dari 18 hingga 30 basa. Penggunaan panjang primer yang
kurang dari 18 basamemiliki kemungkinan mispriming(penempelan primer pada tempat
yangtidak diinginkan) tinggi [10]. Pada hasil desain primer panjang basa pada F1, F2, F3,
F4, dan R1 berturut-turut adalah 29, 28, 24, 28, dan 24.Tm (melting temperature)
merupakantemperatur saat setengah untai DNA gandaterpisah. Dari hasil desain primer
perbedaan nilai Tm pada pasangan primer F1-R1 yaitu 019C, F2-R1 yaitu 0,29C, sedangkan
untuk pasangan F3-R1 tidak terdapat perbedaan nilai Tm, dan untuk pasangan primer F4-
R1 terdapat perbedaan nilai Tm sebesar 0,19C. Nilai Tm primer hasil desaintelah
memenuhi acuan pada program. Padakempat pasangan primer tersebut terdapat
perbedaannilai Tm yang tidak melebihi nilai sebesar 5°C. Perbedaan nilai Tmantar dua
primer yang melebihi 5°C akan menyebabkan penurunan proses amplifikasi, atau bahkan
memungkin- kan tidak terjadi proses amplifikasi. Sedang- kan untuk nilai GC yang baik
berkisar 40-60 %. Dimana untuk nilai GC pada F1, F2, F3, F4, dan R1 bertutut-turut adalah
52,9%, 56,5%, 60,4%, 51,8%, dan 59,7%. Dari nilai %GC dapat dilihat bahwa %GC pada
primer hasil desain telahmemenuhi acuan program yang disarankan.

Proses isolasi DNA secara garis besar terdiri atas tiga tahap yaitu pemecahan sel dan
solubilisasi membran, isolasi dan pemurnian DNA, dan pemekatan DNA [11]. Tahap
pertama dalam isolasi DNA adalah proses perusakan atau penghancuran membran dan
dinding sel. Pemecahan sel (lisis) merupakan tahapan dari awal isolasi DNA yang bertujuan
untuk mengeluarkan isi sel. Proses pemecahan sel dilakukan dengan penggerusan sampel
dan penambahan campuran 2x buffer CTAB dengan 3-merchaptoethanol.Setelah proses
ekstraksi, DNA yang didapat dapat dipekatkan melalui proses presipitasi. Pada proses ini
digunakan natrium asetat dan etanol 99% dingin. Senyawa tersebut akan mempresipitasi
DNA sehingga DNA akan menggumpal membentuk struktur fiber dan terbentuk pellet
setelah dilakukan sentrifugasi. Proses presipitasi juga berfungsi untuk menghilangkan
residu-residu kloroform yang berasal dari tahapan ekstraksi. Selanjutnya proses pencucian
DNA dilakukan menggunakan etanol 70% dan pelarutan DNA yang didapat menggunakan
1x buffer TE.

Isolasi RNA dilakukan menggunakan Total RNA Mini Kit (Plant) dari Geneaid. Pada proses
isolasi RNA diawali dengan menggerus sampel daun tanpa tulang untuk memudahkan
proses penggerusan daun. Menurut Jamsari [12], salah satu hal yang harus diperhatikan
dalam kegiatan isolasi RNA adalah efektifitas isolasi, karena jaringan- jaringan tanaman
tertentu memiliki spesifitas struktur fisikokimia yang berbeda-beda. Terlalu lama di dalam
proses penggerusan akan mengaktifkan enzim RNAse sehingga akan menguraikan molekul-
molekul RNA. Penambahan larutan RB Buffer dan -merchaptoethanol di gunakan untuk
perusakan atau penghancuran membran dan dinding sel (lysis). untuk pengikatan RNA
menggunakan ethanol absolute. Larutan W1 bufer dan wash bufer berfungsi untuk
pencucian dan pemurnian RNA yang didapatkan. Selanjutnya untuk menarik dan
melarutkan RNA yang terdapat dalam RB column menggunakan RNAse free water.
Metabolit primer maupun sekunder (fenolik dan polisakarida) pada tumbuhan dapat
mengganggu proses isolasi DNA dan RNA. Isolasi DNA dan RNA tanaman sulit dilakukan
karena tingginya kandungan polisakarida, pigmen, dan senyawa-senyawa lain yang
terdapat di dalam jaringan tanaman [13]. Jaringan tanaman gambir memiliki kandungan
polisakarida, polifenol dan senyawa komplek lainnya yang mengendap bersama RNA dan
jumlahnya bervariasi pada jaringan sehingga menjadi permasalahan dalam memperoleh
ekstrak RNA yang berkualitas tinggi.

Uji kualitatif DNA dan RNA dilakukan dengan proses elektroforesis. TBE 1X bertindak

sebagai larutan penyangga yang berguna untuk menjaga kesetimbangan PH dan
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memberikan ion untuk konduktivitas. Visualisasi kualitas DNA dan RNA diamati dengan UV
transilluminator.

Gambar 4. Hasil elektroforesis DNA dan RNA daun gambir tipe riau gadang

Visualisasi gel elektroforesis hasil ekstraksi DNA dan RNA (Gambar 4) terlihat pada hasil
isolasi DNA terdapat pita yang sangat tipis, sedangkan Pada hasil elektroforesis RNA,
adanya dua pita dengan ketebalan (intensitas) fluoresensi kedua pita sama, seimbang dan
kurang tajam. Pita RNA yang terbentuk yang menunjukkan bahwa adanya RNA. Ketajaman
fluoresensi pita DNA dan RNA yang kurang jelas pada sampel bisa disebabkan karena
konsentrasi DNA dan RNA total hasil ekstraksi kecil, hal ini juga bisa disebabkan oleh tidak
halusnya sampel yang digunakan. Lamanya penggerusan dan waktu inkubasi juga dapat
mempengaruhi hasil isolasi DNA.

Uji kuantitatif dilakukan dengan mengukur absorbansi DNA dan RNA menggunakan Nano
Drop spectrophotometer.

Tabel 2. Kualitas dan kuantitas hasil isolasi DNA dan RNA yang diukur dengan Nanodrop

No Sampel 280/260 260/230 Konsentrasi
1 DNA 1.208 0,383 145 pg/ml
2 RNA 2.157 2.009 186,4 pg/ml

Menurut Sambrook & Rusell (2001), nilai rasio kemurnian A280/A260 seharusnya
berkisar 1.8-2.0. Rasiokemurnian A280/A260 di bawah rentang tersebut menunjukkan
bahwa terdapatkontaminasi protein. Nilai rasio kemurnian A280/A260 dari sampel DNA
dan RNA (tabel 2), menunjukkan bahwa kedua sampel masih terdapat kontaminan dari
protein. Sedangkan berdasarkan nilai rasio kemurnian A260/230, suatu sampel memiliki
kemurnian DNA yang baik apabila memiliki nilai rasio kemurnian A260/230 berkisar 1,8-
2,0 untuk DNA dan 2.0-2.4 untuk RNA [14]. Nilai rasio kemurnian A260/230 sampel DNA
dan RNA (tabel 2) menunjukkan bahwa DNA yang di dapat memiliki kemurnian yang
kurang baik sedangkan untuk RNA yang di dapat memiliki tingkat kemurnian yang cukup
baik dari kontaminan polisakarida.
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Pada sintesis cDNA dilakukan penambahan enzim reverse transcriptase yang bertujuan
untuk menggandakan RNA yang telah di isolasi ke dalam bentuk cDNA. Hasil sintesis cDNA
diverifikasi menggunakan nanodrop. Hasil dari pengukuran menggunakan nano biodrop
didapatkan konsentrasi sebesar 1.656 pg/ul, dengan nilai absorbansi A260/280 sebesar
1.743 dan A260/230 sebesar 2.247, dari hasil tersebut terlihat bahwa cDNA yang
dihasilkan belum sepenuhnya murni, karena masih terdapat pengotor di dalamnya. Hal ini
terjadi dikarenakan masih terdapat senyawa pengotor yang berasal dari larutan RNA
sebelumnya dan masih terbawa saat proses sintesis cDNA. Adapun perubahan RNA ke
cDNA adalah dikarenakan RNA sendiri berupa untai tunggal sehingga tidak dapat
digunakan untuk proses amplifikasi menggunakan PCR. Selanjutnya hasil isolasi DNA dan
hasil cDNA digunakan sebagai cetakan pada proses amplifikasi PCR. Proses PCR bertujuan
untuk menggandakan molekul DNA.

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

Gambar 5. Visualisasi Hasil Amplifikasi PCR DNA Gambir Tipe Riau Gadang

Pada elektroforesis ini digunakan marker 1 kb ladder sebagai acuan untuk mengetahui ukuran
DNA hasil amplifikasi dan berfungsi sebagai penanda posisi pasangan basa dari molekul DNA
yang bermigrasi. Dari hasil visualisasi dapat dilihat bahwa kombinasiF1-R1, F2-R1, dan F4-R1
tidak terdapat pita yang sesuai dengan estimasi produk. Sedangkan untuk kombinasi primer F3-
R1 menghasilkan produk yang sesuai estimasi yaitu 724 bp (Gambar 5), tetapi masih terdapat
smear dan adanya beberapa pita. Hasil amplifikasi tersebut memperlihatkan bahwa produk
yangdihasilkan tidak spesifik. Hal ini dikarenakan primer yang didesain mungkindapat
mendeteksi lebih dari satu gen yang mengakibatkan dapat mengamplifikasidaerah lain yang
bukan gen target.

Dari hasil visualisasi amplifikasi fragmen cDNA gen target dapat dilihat bahwa kombinasi
primer F3-R1 terdapat pita DNA berada pada rentang 500-750 bp (Gambar 6), Hal ini
sesuai dengan estimasi produk yaitu sebesar 724 bp. Pada hasil elektroforesis cDNA
terlihat bahwa hasil amplifikasi tidak menunjukkan adannya smear dan pita yang didapat
lebih tegas dari hasil amplifikasi DNA, hal ini menunjukkan bahwa kualitas dan kemurnian
DNA sangat berpengaruh dalam proses amplifikasi DNA.
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Gambar 6. Visualisasi hasil amplifikasi PCR cDNA Gambir tipe Riau Gadang

Sedangkan untuk pasangan primer F1-R1 dan F2-R1 tidak terdapat pita sama sekali, hal ini
menandakan bahwa primer yang di desain tidak dapat mendeteksi gen target. Untuk
pasangan primer F4-R1 terdapat pita hasil amplfikasi akan tetapi pita yang didapat tidak
sesuai dengan estimasi produk dari primer F4-R1, hal ini menandakan bahwa pasangan
primer ini tidak dapat mendeteksi gen target tetapi memiliki kemungkinan untk
mendeteksi gen lain selain gen target.

B KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan di peroleh kesimpulan bahwa Pasangan
primer degeneratif yang dapat digunakan untuk deteksi gen CHS (chalcone synthase) pada
tanaman gambir (Uncaria gambir (hunter) Roxb.) tipe riau gadang yaitu pasangan primer
F3-R1(TNG TCT TCT GCA CNA CCT CCG GNG) - (CCA NTC CAA SCC YTC WCC DGT SGT).
Primer degeneratif yang di desain dapat mendeteksi gen CHS hasil cDNA tanaman gambir
(Uncaria gambir (hunter) Roxb.) tipe riau gadang yang menghasilkan produk dengan
estimasi sebesar 724 bp.

I PROSEDUR PENELITIAN

Desain Primer Degeneratif

Pada tahapan pendesainan primer degeneratif menggunakan data-data yangterdapat pada
NCBI (National Center for Biotechnology Information) yangdisimpan dalam bentuk FASTA.
21 Data sekuen DNA gen CHS (Chalcone Synthase) dilakukan multialligment
denganmenggunakan software ClustalW dari program bioedit.
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AF112108.1 ERCRAGTCRATGRATAAGGARACGTCACATGCATCTGACGRAGGAGTTTTTGAARAGACRARCGCCAACATGTGCGCTTACATGGCTCCTTCTCTTGACGCCCGACAGGACATCRTGETGETCGRAGTCCCTARGT
AJ427536.1 |ATRAAGTCGATGATCCGGARAAGGCACATGCATITGACTGAGGACTTTCTCARAGAGARCCCCAACATGTGCGCATACATGGCTCCCTCTCTTGACGCCCGGCAGGACATCRTGETGETGGAGRTCCCTARGT
2Y044331.1 |ACRAGTCGACAATTCGGARACGTCACATGCATCTGACGEAGGARTTCCTCAAGGARRRACCCACACATGTGTGCTTACATGGCTCCTTCTCTGGACACCAGACAGGACATCGTGETGETCGRAGTCCCTARGT
DG767948.1 RTRAGTCGACCATARGAARACGCCACATGCACTTGACCGAGGAGTTCTTGAAAGRGAACCCTRACATGTGCGCCTACATGGCTCCTTCTCTCGACGCTAGACARGACCTCGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
EFD90266.2 ARTARGTCGATGATCGRGRAGCGTTACATGCACTTGACCGAGGAGATCCTCARGGAGRACCAGRACATGTGTGCCTACATGGCTTCATCTTTGGACTCAAGGCAAGACATGETGRTGAGTGAGGTGCCARGEL
FTE01685.1 ATARGTCGATGATCGAGRAGCGTTACATGCACTTGACCGAGGAGATCCTTARGGAGRACCAARACATGTGTGCCTACATGGCTICATCTTTGGACTCGAGGCAAGATATGETGRTGAGTGAGGTGCCARGEL
c(9a3006.1 RTRAGTCGATGATACGGARRAGGCACATGCACCTGACTGARGAGTTTICTARARGRGRACCCCRACATGTGCGCTTACATGGCTCCETCTCTTGACGCTCGECARGACATCGTGETGETGGAGETCCCTARGE
c(983007.1 RCRAGTCGATGATACGGAAGCGACACATGCATCTCACGGAGGAGTTCCTARAAGRGAACCCARACATGTGTGCTTACATGGCTCCTTCTCTTGACGTCCGACAGEACATCGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
G(983009.1 RCRAGTCGATGATARGGARACGCCACATGCATCTGACCGARGAGTTCCTARAGGRALACCCGCACATGTGCGCTTACATGGCTCCTTCCCTTGACACCCGACARGACATCGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
5(983011.1 BCRAGTCGATGATTCGEARACGGCACATGCATCTGACGGAGEACTTCCTCARGGRALACCCGCACATGTGCGCTTACATGGCTCCTTCTCTTGACACCCGACAGEACATCGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
5(983014.1 RBCRAGTCGATGATACGGARACGACACATGCATCTGACGGAGGAGTTCCTAAARGRGRACCCGRACATGTGTGCTTACATGGCTCCTTCTCTCGACGCCCEACAGEACATCGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
5(983019.1 RBCRAGTCAATGATTCGGAAACGTCACATGCATCTGACGGAGEAGTTITTGAAAGRALACGCCRACATGTGCGCTTACATGGCTCCTTCTCTTGACGTCCGACARGACATTGTGETGETTGAAGTCCCARAGE
5(983021.1 RBCRAGTCGACGATACGGARACGCCACATGCATGTGACGGARGAGTTTTTGAARGRALACCCCRACATGTGCGCTTACATGGCTCCTTCTCTTGACGCCCGACARGACATTGTGETGETTGAAGTCCCTARGE
5(983024.1 BCRAGTCGATGATACGEARACGGCACATGCACCTGACGGAGEAGTTTICTGAAGGRGRATCCAGATATGTGCGCCTACATGGCTCCTTCTCTCGACGCARAGECAGEACATCGTGETTIGTTGAAGTCCCTARGE
5(983038.1 RCRAGTCCATGATACGGARACGTCACATGCACTTGACGGARGAGTTTICTGAARGRGRACCCGRACATGTGCGCTTACATGGCTCCGTCTCTCGACGTTCGTCARGACATCGTGETGETGGAGETCCCTARGE
5(983039.1 RTRAGTCGATGATACGGARRAGGCACATGCACCTGACTGARGAGTTTCTARLAGRGAACCCGRACATGTGCGCTTACATGGCTCCETCTCTTGACGCTCGECARGACATCETGETGETGGAGETCCCTERAGE
GR983040.1 |[RCARGTCGACGATARGGRARCGTCACATGCACTTGRCTGARGRAGTTTCTTARAGRGRACCCCRRCATGTGCGCTTACATGECTCCETCTCTTGRCGCTCGECARGACCTCGTGETGETTGRAGETCCCTARGT
G(983045.1 |[RCARGTCGATGATARGGRARCGGCACATGCACCTGRCRGAGGRGTTCCTTARGGRAGRACCCGRAGATGTGCGCCTACATGECACCTTCCCTGEACGCCCGRCRRGACATTGTAGTGETGGRAGETCCCTARGL
GU169470.1 [RCRRATCACRGATTGAGRAGCGTTACATGTACCTARCCGAGGACATCCTCAAGGRACACCCGRACATGTGLGEAGTACATGGCGCCGTCTCTAGACTCCCGCCAGGACATGETCGTCACCGAGGTTCCCRRGT

HM149787. ACEAGTCGATGATCGAGRARCGTTTCATGCATTTGACGGARGAEATCCTCAAGGRAGAATCAGRRCATGTGTGCTTACATGGCTCCATCCCTGGACGCCCGGCAGGACATGETCGTCACCGAGGTTCCCARGT
XM 002263983 ACARGTCTATGATCARGARACGTTACATGCACTTGACAGAGGAGATCCTGRRAGRGAACCCCAATGTTTGTGAATACATGGCAGCTTCCCTGGATGCTAGGCAGGACATGGTGETGGETGGAGGTACCARRGT
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Gambar 5. Hasil multiallignment 21 sekuen gen CHS

Setelah dilakukan multialligment kemudian primer disusun dengan menggunakan
penyusun sekuen primer menurut IUPAC. Setelah primer disusun maka urutan primer

dimasukkan kedalam situs Idt (https://www.idtdna.com/calc/analyzer/) untuk me- lihat
nilai Tm dan % GC.
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Gambar 6. Laman awal situs Idt

Isolasi DNA Daun Gambir

Isolasi DNA daun gambir menggunakan metode CTAB dengan sedikit modifikasi. Dibuat
campuran 2x buffer CTAB sebanyak 5 ml ditambahkan dengan 50 pL -merchaptoethanol
lalu di inkubasi pada suhu 65° C. gerus 1 lembar daun gambir tipe riau gadang, diambil *
300 mg dimasukkan kedalam tube eppendorf 2 ml. kemudian ditambahkan 1 ml campuran
2x buffer CTAB dengan 3-merchaptoethanol, dibolak-balik lalu divortex hingga tercampur
merata. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 659 C selama 30 menit dan dibalik setiap 10
menit sekali. Ditambahkan 500 pL. campuran phenol:kloroform:isoamylalkohol (25:24:1)
divortex selama 1 menit. Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 10
menit, supernatant diambil dan dipindahkan kedalam tube eppendorf 2 ml yang baru.
Ditambahkan 500 pL campuran chloroform : isoamylalkohol (24:1) divortex selama 10
menit. Kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit dan
supernatan dipindahkan kedalam tube eppendorf 1,5 ml yang baru. Ditambahkan natrium
asetat sebanyak 1/10 kali volume supernatan dan 1 ml etanol 99% dingin. Tabung dibolak-
balik selama 1 menit sampai terlihat benang-benang halus. Disentrifugasi pada kecepatan
12.000 rpm selama 5 menit, lalu supernatant dibuang dan ditambahkan 500 pL etanol 70
%. Selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit, supernatan di
buang dan DNA dikeringkan di dalam oven. Setelah kering DNA ditambahkan 100 pL 1x
buffer TE dan disimpan pada suhu -20°C.

Isolasi RNA Daun Gambir

Isolasi RNA daun gambir mengunakan Total RNA Mini Kit (Plant) dari Geneaid. Gerus 1
lembar daun gambir tipe riau gadang. Diambil + 25 mg sampel dan dimasukkan ke dalam
tube 1,5 ml, ditambahkan 500 pL RB buffer dan 5 pL f-merchaptoethanol. Kemudian vortex
dan diinkubasi pada suhu 60°C selama 5 menit, disentrifus meng- gunakan sentrifus dingin
(suhu 179C) 1000 x g selama 3 menit. Supernatan diambil dan dipindahkan ke dalam filter
kolom dalam tube 1,5 ml, lalu disentrifus (suhu 179C) 1000 x g selama 1 menit. Filter kolom
dibuang, lalu supernatan dipindahkan ke dalam tube 1,5 yang baru, ditambahkan etanol
absolut sebanyak 1/2 x volume filtrat. RB kolom diletakkan di dalam tube 1,5 ml yang baru,
kemudian dimasukkan filtrat ke dalam RB kolom dan disentrifus dingin (suhu 17°C) 14.000
x g selama 1 menit. Supernatan dibuang dan RB kolom diletakkan kembali ke dalam tube
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1,5 ml, ditambahkan 400 uL. W1 buffer, disentrifus dingin (suhu 17°C) 14.000 X g selama 1
menit. Supernatan dibuang, RB kolom diletakkan ke dalam tube 1,5 ml, ditambahkan 400
uL. wash buffer, disentrifus dingin (suhu 17°C) 14.000 x g selama 1 menit. Supernatan
dibuang, RB column diletakkan ke dalam tube 1,5 ml, ditambahkan 400 pL. wash buffer,
disentrifus dingin (suhu 179C) 14.000 x g selama 1 menit. Supernatan dibuang, RB kolom
diletakkan ke dalam tube 1,5 ml, ditambahkan 400 pL wash buffer, disentrifus dingin (suhu
179C) 14.000 x g selama 1 menit. Supernatan dibuang, RB kolom diletakkan ke dalam tube
1,5 ml, disentrifus dingin (suhu 17°C) 14.000 x g selama 3 menit. Pindahkan RB kolom ke
dalam tube 1,5 ml yang baru, ditambahkan 50 uL RNAse free water, diinkubasi 4 menit di
suhu ruang dan disentrifus dingin (suhu 179C) 14.000 x g selama 1 menit. Pipet filtrat hasil
sentrifus dan dimasukkan kembali ke RB kolom, diinkubasi 2 menit, disentrifus dingin
(suhu 179C) 14.000 x g selama 1 menit.

Elektroforesis

Timbang 1 gram agarose dan tambahkan 0,5 x TBE sebanyak 100 ml lalu dimasukkan
kedalam botol scott. Masak menggunakan microwave selama 1,5 menit dengan suhu
medium. Gel agarose yang masih cair kemudian ditambahkan EtBr sebanyak 5 pl dan aduk
sampai merata. Selanjutnya pasang gel tray, comb 8 slot, dan penghambat gel. Masukkan
agarose kedalam gel tray dan biarkan sampai mengeras. Kemudian dilakukan pembuatan
coaktail eletroforesis yang terdiri dari sampel RNA 2 pl, 10x BPB 1 pl. Setelah agar
membeku, buka penghambat gel dan ditambahkan buffer 0,5x TBE pada bak elektroforesis
sampai permukaan gel terbenam. Selanjutnya dimasukkan standar lamda dan sampel DNA
kedalam lubang paling kiri dengan hati-hati. Lakukan proses running menggunakan
tegangan 100 volt selama 30 menit. Setelah selesai letakkan gel diatas UV transimunilator
dan dokumentasikan dengan gel doc (biometra, jerman). Simpan data dalam bentuk digital
[15].

Sintesis cDNA

Sintesis cDNA daun gambir dilakukan menggunakan kit Rever TraAce® qPCR RT Master Mix
with gDNA Remover (Toyobo). Komposisi bahanuntuk sintesis cDNA terdapat pada Tabel 3.
Terdapat dua tahapan dalam kit ini,yaitu pendegradasian DNA pengotor pada template
RNA dan reaksi transkripsibalik. Larutan pendegradasi DNA pengotor merupakan
campuran 4X DN MasterMix (MM) dan gDNA remover dengan perbandingan 50 : 1.
Template RNA, 4xDN MM, dan NFW dicampurkan dan diinkubasi pertama pada 37 °C
selama 5menit menggunakan mesin PCR. Selanjutnya yaitu proses reaksi transkripsi
balikdengan penambahan 5x RT Mmix II yang di dalamnya terdapat primer oligodTserta
primer acak dan dilakukan kembali inkubasi kedua dengan tahapan inkubasiyaitu pada
suhu 37 °C selama 15 menit, 50 °C selama 5 menit, dan 98 °C selama5 menit dengan
menggunakan mesin PCR.

PCR Dan Elektroforesis

Setelah primer disusun dan disintesis, kemudian dilakukan kegiatan amplifikasi DNA dan
cDNA yang telah disintesis. Amplifikasi menggunakan primer degeneratif hasil desain yang
dilakukan dengan teknik PCR Gradient (Biometra-Jerman).
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Tabel 3. Kondisi PCR untuk amplifikasi DNA

Reaksi Suhu (2C) Waktu Jumlah Siklus
Denaturasi awal 95 3 menit
Denaturasi 95 30 detik 15
Anneling 75 30 detik 15
Ekstensi 72 2 menit 15
Denaturasi 95 30 detik 25
Anneling 60 30 detik 25
Ekstensi 70 2 menit 25
Ekstensi akhir 72 5 menit
pause 8 -

Hasil amplifikasi diperiksa meng- gunakan gel agarosa 1%. cDNA hasil amplifikasi
diloading pada gel agarosa 1% dalam buffer TBE 0,5X. Masing- masing produk PCR
sebanyak 3pl dimasukkan ke dalam sumur gel elektroforesis dengan mengikut sertakan 3l
DNA 1 kb ladder (100 ng/pl) pada sumur pertama. Seterusnya gel agarose dijalankan
dengan teknik elektro- foresis pada tegangan 100 volt selama 40 menit. Setelah itu hasil
elektroforesis didokumentasikan dengan gel doc (Biometra Jerman).
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