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 Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan salah satu komoditas 

penting hasil pertanian karena menyumbang 65% dari produksi gula dunia. 

Budidaya tanaman tebu memerlukan pasokan air yang tepat sesuai dengan umur 

tanaman dan dukungan teknologi yang tepat agar produktivitasnya optimal. 

Pemilihan varietas tebu unggul yang toleran kekeringan dapat dilakukan dengan 

cara mendeteksi keberadaan gen yang berperan dalam mengatasi cekaman 

kekeringan pada tanaman yaitu gen Pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) 

yang dapat mengkode pembentukan prolin pada tanaman tebu. Prolin merupakan 

salah satu asam amino yang dihasilkan oleh tanaman saat mengalami stress 

abiotik, yaitu cekaman kekeringan. Penelitian ini bertujuan untuk mendeteksi 

keberadaan gen P5CS serta mengetahui karakteristik molekuler gen P5CS pada 

beberapa varietas tebu komersial di PT Gunung Madu Plantations yang berpotensi 

tahan terhadap cekaman kekeringan.  

 Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium PCR, PT Gunung Madu 

Plantations pada bulan Mei-November 2022. Varietas tebu yang digunakan yaitu 

GMP 3, GMP 5, RGM 06-654, PS 864, RGM 1834, PSJT 941, RGM 08-1026, 

GP 11, RGM 07-099, dan RGM 02-108. Metode yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah uji kuantitatif dengan spektrofotometri, uji kualitatif dengan 

elektroforesis, dan amplifikasi DNA dengan metode PCR. Data yang diperoleh 

dari penelitian ini dianalisis secara deskriptif. Analisis data molekuler dilakukan 

berdasarkan hasil skoring pita DNA yang muncul pada plate serta dihitung nilai 

Polimorphism Information Content (PIC). Hasil Penelitian menunjukkan terdapat 

9 varietas tebu yang mengekspresikan gen P5CS berukuran  ±167 bp, yaitu GMP 

3, GMP 5, RGM 06-654, PS 864, PSJT 941, RGM 1834, GP 11, RGM 07-099, 

dan RGM 02-108. Hasil perhitungan nilai PIC menunjukkan bahwa primer P5CS 

yang digunakan cukup informatif sebagai penanda molekuler dikarenakan 

memiliki nilai PIC > 0.25. 

 

Kata kunci : Tebu (Saccharum officinarum L.), PCR, toleran kekeringan, 

     PT Gunung Madu Plantations, dan gen P5CS.
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

  1.1    Latar Belakang 

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman yang dimanfaatkan 

sebagai sumber utama dalam industri gula. Tanaman jenis rumput-

rumputan (Gramineae) ini hanya dapat tumbuh di daerah beriklim tropis. 

Tebu memiliki nilai ekonomis yang tinggi, hal ini dikarenakan tebu 

mengandung gula yang tinggi pada batangnya. Selain itu, tebu juga 

digunakan sebagai bahan pembuat kertas, pakan ternak, dan lainnya 

(Sukmadjaja, 2011). Produksi gula yang tinggi memerlukan pasokan air 

yang tepat sesuai dengan umur tanaman dan dukungan teknologi dalam 

proses budidaya. Kelebihan maupun kekurangan air menyebabkan 

pertumbuhan tanaman tebu tidak optimal sehingga menyebabkan 

terjadinya penurunan produktivitas (Winarsih dkk., 2015). 

 

Pusat Data Sistem Informasi Pertanian (2016), menyebutkan bahwa 

jumlah produksi gula nasional saat ini mengalami penurunan. Hal itu 

disebabkan oleh beberapa hal, seperti pengurangan jumlah areal tebu, 

penyakit yang menyerang tebu, dan ketidak tahanan tebu terhadap 

cekaman kekeringan. Penanaman tebu di lahan kering memerlukan 

perhatian yang lebih seksama karena memiliki masalah yang lebih 

kompleks dibandingkan pada lahan sawah. Kondisi kritis yang sering 

dijumpai pada lahan kering adalah kurangnya unsur hara, jumlah air 

terbatas, rawan erosi, gulma, dan hama (Susilowati, 2008). 
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Lampung termasuk salah satu provinsi pemasok gula pasir nasional 

dengan jumlah rata-rata produksi sebesar 759.935 ton atau menyumbang 

29,09% dari produksi gula pasir nasional (Pusat Data Sistem Informasi 

Pertanian, 2016). Salah satu perusahaan pemasok gula nasional yang 

berada di Provinsi Lampung adalah PT Gunung Madu Plantations (GMP). 

PT GMP merupakan perusahaan gula sekaligus perkebunan tebu yang 

melakukan penanaman tebu pada lahan kering. Hasil panen di lahan kering 

relatif rendah akibat stres kekeringan yang dapat terjadi pada setiap tahap 

perkembangan tanaman, khususnya tahap pembungaan sampai 

terbentuknya biji (Mitra 2001).  

 

Tanaman mampu  merespon kondisi yang tidak menguntungkan untuk 

tetap bertahan dari stress kekeringan (Palva et al., 1996). Adaptasi 

terhadap stres kekeringan dapat terjadi secara biokimia, fisiologi dan 

morfologi (Molnar et al., 2004.). Menurut Cue dan Hanson (1990), 

perkembangan adaptasi struktur atau fisiologi terhadap stres kekeringan 

selalu melibatkan mekanisme kompleks yang berhubungan dengan 

sejumlah gen. Beberapa gen mengkode polipeptida yang diduga berperan 

sebagai pelindung sel yang tercekam, antara lain sebagai pengisolasi ion, 

stabilisasi membra, serta sebagai molekul pendamping (Bray 1997; Palva 

et al., 1996). Salah satu gen yang berperan dalam mengatasi kekeringan 

pada tanaman yaitu gen Pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) yang 

dapat mengkode pembentukan prolin. Prolin merupakan salah satu asam 

amino yang dihasilkan oleh tanaman saat mengalami stress abiotik, salah 

satunya adalah cekaman kekeringan. Tanaman yang mengalami cekaman 

kekeringan akan berusaha melakukan adaptasi fisiologi dengan 

menghasilkan prolin. Semakin tinggi kandungan prolin pada tanaman, 

maka semakin tahan tanaman  tersebut terhadap cekaman kekeringan 

(Larasani, 2022). Transformasi gen P5CS yang merupakan penyandi 

enzim dalam biosintesis prolina ke tanaman tembakau di bawah kendali 

promoter konsitutif CaMV 35S, secara nyata terbukti meningkatkan 
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produksi prolin dan meningkatkan pula toleransi tanaman transgenik 

terhadap stres kekeringan (Kavi- Kishor et al., 1995).  

 

Tanaman yang mempunyai gen P5CS menunjukkan kemampuan tahan 

terhadap cekaman kekeringan, namun tidak semua varietas tebu yang ada 

di PT GMP diketahui mempunyai gen P5CS. Pada penelitian Prabowo 

dkk. (2019), diperoleh kultivar tebu yang terdeteksi memiliki gen P5CS 

ditandai dengan munculnya pita DNA berukuran ±167 bp pada hasil 

elektroforesis. Berdasarkan hasil tersebut, 24 varietas tebu yang diteliti 

dapat dikategorikan sebagai varietas unggul yang berpotensi tahan 

terhadap cekaman kekeringan karena adanya gen P5CS. 

 

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, perlu dilakukan penelitian 

tentang “Skrining Beberapa Varietas Komersial Tebu GMP 

(Saccharum officinarum L.) Toleran Terhadap Kekeringan dengan 

Gen P5CS” yang diharapkan dapat membantu mendapatkan varietas tebu 

unggul yang tahan terhadap cekaman kekeringan secara molekuler. 

sekuensing DNA untuk mengetahui urutan basa nukleotida, 

 

  1.2    Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Mendeteksi keberadaan gen P5CS pada beberapa varietas tebu 

komersial (Saccharum officinarum L.) di PT Gunung Madu Plantations 

yang berpotensi tahan terhadap cekaman kekeringan secara molekuler. 

2. Mengetahui karakteristik molekuler gen P5CS pada beberapa varietas 

tebu komersial (Saccharum officinarum L.) di PT Gunung Madu 

Plantations yang berpotensi tahan terhadap cekaman kekeringan.  

3. Menganalisis nilai Polimorphism Information Content (PIC) pada 

primer P5CS yang digunakan. 
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  1.3    Kerangka Pemikiran 

Tebu (Saccharum officinarum L.) termasuk tanaman penghasil gula. 

Peningkatan permintaan gula setiap tahunnya selalu melonjak, namun 

beberapa tahun terakhir terjadi penurunan produksi gula akibat perubahan 

iklim sehingga menyebabkan produktivitas tanaman tebu tidak optimal. 

Salah satu pemasok gula nasional, PT Gunung Madu Plantations (GMP) 

mengalami penurunan produktivitas tebu yang disebabkan oleh beberapa 

hal, misalnya kualitas bibit unggul dan kondisi alam sekitar. Kekurangan 

pasokan air pada tanaman tebu ketika musim kemarau membuat 

produktivitas tebu menurun. Permasalahan tersebut dapat diatasi dengan 

menggunakan varietas unggul bibit tebu yang dapat dilakukan dengan 

pemuliaan tanaman sehingga diperoleh varietas yang tahan terhadap 

kekeringan. Bibit unggul yang toleran terhadap kekeringan menghasilkan 

respon baik secara morfologi maupun fisologi, salah satunya karena 

keberadaan gen Pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) yang 

mengkode pembentukan prolin. Prolin berperan dalam mengatasi 

kekeringan pada tanaman. Namun, varietas tebu komersial di PT Gunung 

Madu Plantations belum diidentifikasi keberadaan gen P5CS nya. 

Penelitian ini dilakukan untuk mendeteksi gen P5CS pada varietas tebu 

komersial di PT Gunung Madu Plantations. 

 

 

  1.4    Hipotesis Penelitian 

Hipotesis pada penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Terdapat gen P5CS pada beberapa varietas tebu komersial 

(Saccharum officinarum L.) di PT Gunung Madu Plantations yang 

menunjukkan pita spesifik berukuran ±167 bp. 

2. Diperoleh varietas tebu komersial (Saccharum officinarum) di PT 

Gunung Madu Plantations yang menunjukkan variasi ketahanan 

terhadap cekaman kekeringan yang berbeda secara molekuler. 

3. Analisis perhitungan nilai PIC pada primer yang digunakan tergolong 

informatif sebagai penanda molekuler. 



  

 
 

 

 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

  2.1    Tebu (Saccharum officinarum  L.) 

 

Tebu (Saccharum officinarum L.) merupakan tanaman perdu perkebunan 

semusim yang memiliki kandungan gula pada bagian batang. Menurut 

Tarigan dan Sinulingga (2006) varietas tebu yang umum dibudidayakan 

merupakan hasil pemuliaan tebu liar atau galgah (Saccharum spontaneum 

L.) dan tebu tanam (Saccharum officinarum L.) dan berbagai jenis tebu. 

 

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi 

Klasifikasi tebu dalam sistematika tumbuhan menurut Cronquist 

(1988) adalah sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae 

Sub kingdom : Tracheobionta 

Super Divisi : Spermatophyta 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Liliopsida 

Sub kelas : Commelinidae 

Ordo  : Poales 

Famili  : Poaceae 

Genus  : Saccharum 

Species  : Saccharum officinarum L. 
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Gambar 1. Rumpun Saccharum officinarum L. 

      (Dokumentasi pribadi, 2022) 

 

Tebu memiliki morfologi yang tidak jauh berbeda dengan 

tumbuhan yang berasal dari famili rumput-rumputan. Tanaman 

ini memiliki ketinggian sekitar 2-5 cm (Steenis, 2005). 

 

Tebu memiliki akar serabut yang panjangnya mencapai 1 m. 

Sekitar 50% berat akarnya berada 20 cm dari tanah. Akar tebu 

mampu menembus tanah dengan potensial air kurang lebih -15 

sampai -20 bar, dengan syarat massa akar utama memiliki air 

yang cukup. Pertumbuhan tanaman dipengaruhi oleh kelembaban, 

suhu, serta volume tanah yang tersedia. Pertumbuhan akar akan 

mengalami perlambatan ketika suhu tanah di bawah 18ºC dan 

akan meningkat secara progresif pada suhu optimum 35ºC 

(James, 2004). 

 

Bentuk ruas batang dan warna batang tebu yang bervariasi 

merupakan salah satu ciri dalam pengenalan varietas tebu. Warna 

dan kekerasan batang ditentukan oleh varietas dan diameter 

batang yang berkisar antara 2,5-5 cm (Sukmadjaja, 2011). 

 

Daun tebu adalah daun tidak lengkap, karena terdiri dari helai 

daun dan pelepah daun saja. Tangkai daun berpangkal pada buku. 

Panjang helaian daun antara 1-2 meter dan tebalnya 4-7 cm. 

Ujung daun meruncing dan tepinya bergigi tajam (Sastrowijono, 

1987).  



7 
 

 
 

2.1.2 Distribusi dan Habitat  

 

Purnama (2006) menyatakan tebu dapat ditanam di dataran 

rendah maupun dataran tinggi yang ketinggiannya tidak lebih dari 

1400 meter di atas permukaan laut. Tanaman tebu membutuhkan 

curah hujan yang tinggi pada fase pertumbuhan vegetatif. Curah 

hujan yang tinggi setelah fase vegetatif akan menurunkan 

rendemen gula.  

 

Tebu tumbuh pada berbagai jenis tanah seperti tanah alluvial, 

grumosol, latosol dan regusol dengan ketinggian antara 0-1400 

mdpl yang memiliki pH 6-7,5, tetapi masih toleran terhadap pH 

4,5 ≤ 𝑥 ≤ 8,5. Tebu dapat hidup pada lahan marginal yang 

mempunyai curah hujan antara 1000-1.300 mm per tahun dengan 

sekurang-kurangnya 3 bulan kering dengan suhu ideal 24℃ -

34℃. Tebu tumbuh pada kondisi tanah yang tidak terlalu kering 

dan tidak terlalu basah serta tumbuh subur pada daerah tropis. 

 

 

2.2 Respon Morfologi Dan Fisiologi Tanaman Terhadap Cekaman 

Kekeringan 

 

Pertumbuhan tanaman tebu merupakan hasil interaksi faktor genetik 

tanaman dengan kondisi lingkungannya. Kondisi lingkungan abiotik 

berupa ketersediaan air yang terbatas atau kekeringan menimbulkan 

respon tanaman sesuai dengan faktor genotipe yang berinteraksi dengan 

tingkat dan waktu kekeringan. Kebutuhan air tanaman tebu berbeda- 

beda tergantung pada fase pertumbuhan. Kebutuhan air pada tanaman 

tebu paling sedikit pada fase pemasakan. Pada fase lainnya, terutama 

perpanjangan, kebutuhan air besar. Tanaman tebu menyerap air 75-85% 

dari lapisan atas tanah 0-66 cm, dan 10-15% pada lapisan 66- 100 cm. 

Kondisi kekeringan menyebabkan penurunan panjang batang, berat 
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batang, berat tajuk, panjang buku, panjang daun, dan indeks luas daun 

(Shomeili dan Bahrani, 2013). 

 

Kekeringan sangat berpengaruh pada produksi tebu dan rendemen gula, 

sehingga perkiraan akan adanya kekeringan perlu diantisipasi dan 

disiapkan teknologinya. Kekeringan menyebabkan perubahan aktivitas 

penting dimulai dari penutupan stomata untuk menekan transpirasi, 

penurunan input karbondioksida, serta berbagai aktivitas lanjutan dalam 

fotosintesis. Kandungan Senyawa osmoprotektan meningkat pada 

kondisi kekeringan terutama genotipe toleran kekeringan. Pengetahuan 

tentang senyawa osmoprotektan dan gen penyandinya dapat 

dimanfaatkan dalam perakitan varietas unggul toleran kekeringan.  

 

Respon tanaman tebu terhadap kekeringan ditunjukkan dengan gejala 

daun menggulung untuk mengurangi transpirasi dan serapan sinar 

matahari dengan menurunkan luaspemanjangan akar, dan penurunan 

kadar klorofil (Rinanto, 2010). Perlakuan defisit irigasi 50% 

menurunkan fraksi heksosa, hasil biomas, hasil etanol, efisiensi 

penggunaan air, dan radiasi, perubahan kandungan lignin dan selulosa 

(Olivier et al., 2013).  

 

Cekaman mengakibatkan perubahan-perubahan pada morfologi, 

fisiologi, dan biokimia, yang akhirnya akan berpengaruh buruk pada 

pertumbuhan tanaman serta produktivitasnya. Kekeringan, salinitas, 

temperatur ekstrim, dan cekaman oksidatif seringkali saling 

berhubungan dan menginduksi kerusakan yang sama pada sel (Levitt, 

1980). Pengukuran karakter fisiologi seperti kandungan klorofil, 

merupakan salah satu pendekatan untuk mempelajari pengaruh 

kekurangan air terhadap pertumbuhan dan hasil produksi, karena 

parameter ini berkaitan erat dengan laju fotosintesis (Li et al., 2006). 

 



9 
 

 
 

Adaptasi tanaman terhadap cekaman kekeringan melibatkan perubahan 

ekspresi gen-gen yang merespon terhadap kekeringan. Cekaman 

kekeringan menyebabkan terprogramnya ekspesi gen-gen (Romo et al., 

2001), misalnya menurunnya level mRNA yang berhubungan dengan 

proses fotosintesis (Bartels dan Nelson., 2004). Gen-gen tertentu akan 

diinduksi jika tanaman mengalami cekaman kekeringan. Produk dari 

gen-gen tersebut terlibat dalam system pertahanan seluler terhadap 

kerusakan akibat cekaman. 

 

Salah satu gen yang berperan dalam mengatasi kekeringan pada tanaman 

yaitu gen P5CS yang mengkode pembentukan prolin. Mekanisme kerja 

prolin berawal dari adanya cekaman kekeringan yang mengakibatkan 

tanaman membentuk suatu adaptasi fisiologis agar tanaman tersebut 

tetap bisa bertahan dalam kondisi kekeringan. Bentuk adaptasi fisiologis 

tanaman tersebut dengan penyesuaian tekanan osmotik melalui 

peningkatan prolin (Hamim et al.,1996) Akumulasi prolin merupakan 

akibat dari meningkatnya asam amino bebas ketika tanaman berada pada 

lingkungan tercekam (stress), seperti kekeringan, salinitas tinggi dan 

temperatur yang terlalu rendah atau terlalu tinggi. Prolin dihasilkan 

segera setalah tanaman mengalami cekaman kekeringan dan akan 

berfungsi melindungi membran plasma serta protein sel. Prolin yang 

terakumulasi merupakan sebab dari aktivasi biosintesa prolin dan 

inaktivasi degradasi prolin (Liang, 2013). Menurut Badami & Amzeri 

(2011) menunjukkan adanya hubungan antara akumulasi prolin dengan 

tingkat toleransi terhadap cekaman kekeringan. Cekaman kekeringan 

yang terjadi pada tanaman dapat menyebabkan kandungan prolin 

meningkat. 
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  2.3    Identifikasi Gen P5CS 

 

2.3.1. Gen P5CS 

Gen Pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) merupakan salah 

satu gen yang berperan dalam ketahanan tanaman terhadap 

kekeringan. Perkembangan adaptasi struktur atau fisiologi terhadap 

cekaman kekeringan selalu melibatkan mekanisme kompleks yang 

dimunculkan oleh sejumlah gen (Cue dan Hanson, 1990). Beberapa 

gen mengkode polipeptida dengan peran yang diduga sebagai 

pelindung sel yang sedang tercekam, antara lain sebagai pengisolasi 

ion, stabilisasi, dan sebagai molekul pendamping (Bray, 1997). 

 

Salah satu gen yang berperan dalam mengatasi kekeringan pada 

tanaman yaitu gen P5CS  yang mengkode pembentukan prolin. 

Prolin merupakan salah satu senyawa osmoprotektan yang dapat 

melindungi tanaman dari cekaman kekeringan. Transformasi gen 

P5CS yang merupakan penyandi enzim dalam biosintesis prolin ke 

tanaman tembakau di bawah kendali promoter konsitutif CaMV 

35S, secara nyata terbukti meningkatkan produksi prolina dan 

meningkatkan pula toleransi tanaman transgenik tersebut terhadap 

stress kekeringan (Kavi- Kishor et al., 1995). 

 

 

2.3.2. Isolasi DNA 

Isolasi DNA merupakan langkah awal dalam mempelajari DNA. 

Salah satu prinsip isolasi DNA yaitu dengan sentrifugasi. 

Sentrifugasi merupakan teknik untuk memisahkan campuran 

berdasarkan berat molekul komponennya. Molekul yang 

mempunyai berat molekul besar akan berada di bagian bawah 

tabung dan molekul ringan akan berada pada bagian atas tabung . 

Hasil sentrifugasi akan membedakan dua macam fraksi, yaitu 
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supernatan pada bagian atas dan pelet pada bagian bawah (Rachmat, 

2012). 

 

 

2.3.3. Polymerase Chain Reaction  (PCR) 

 

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu metode 

biomolekuler amplifikasi DNA secara in vitro. Pada proses PCR 

diperlukan beberapa komponen utama, yaitu DNA cetakan, 

oligonukleotida primer, deoksiribonukelotida trifosfat (dNTP), 

enzim DNA Polimerase, dan senyawa buffer sebagai komponen 

pendukung. PCR merupakan teknik yang sangat canggih dan 

membutuhkan biaya yang cukup tinggi. Berdasarkan tingkat 

spesifitas, efisiensi, dan keakuratannya, tidak diragukan bahwa 

keunggulan PCR sangat besar dibanding metode diagnostik 

konvensional lainnya (Yusuf, 2010). Setiap urutan basa nukleotida 

yang diamplifikasi akan berlipat jumlahnya. Pada setiap satu siklus 

PCR diperoleh DNA target yang jumlahnya dua kali lipat. 

 

Kunci utama dalam metode PCR adalah menemukan bagaimana 

amplifikasi hanya terjadi pada urutan DNA target dan 

meminimalkan amplifikasi urutan DNA non-target. Metode PCR 

dapat dilakukan dengan menggunakan komposisi dalam jumlah 

yang sangat sedikit. DNA cetakan yang digunakan juga tidak perlu 

dimurnikan terlebih dahulu sehingga metode PCR dapat digunakan 

untuk melipat gandakan suatu sekuens DNA dalam genom bakteri 

atau tumbuhan. 

 

PCR adalah reaksi polimerase berantai, yaitu reaksi yang 

melibatkan enzim polimerase yang dilakukan secara berulang-

ulang. Pengulangan yang berlangsung adalah proses pemisahan 

untai ganda DNA menjadi untai tunggal, hibridisasi primer untuk 

mengawali replikasi DNA dilanjutkan dengan proses penambahan 



12 
 

 
 

basa pada cetakan DNA yang dikatalis oleh enzim polymerase. 

Untuk melakukan kegiatan ini dibutuhkan tabung PCR yang 

bersifat responsif dengan perubahan suhu dan mesin thermal 

cycler, yaitu mesin yang mampu menaikkan dan menurunkan suhu 

dengan cepat, dan bahan-bahan untuk membuat reaksi PCR. 

 

Penerapan PCR banyak dilakukan di bidang biokimia dan biologi 

molekular karena relatif murah dan hanya memerlukan jumlah 

sampel yang kecil. Kesederhanaan dan tingginya tingkat 

kesuksesan amplifikasi sekuens DNA yang diperoleh 

menyebabkan teknik ini semakin luas penggunaannya. Proses PCR 

terdiri dari tiga tahapan, yaitu denaturasi DNA template, 

penempelan (annealing) primer, dan polimerisasi (extension) rantai 

DNA. Denaturasi merupakan proses pemisahan utas ganda DNA 

menjadi dua utas tunggal DNA yang menjadi cetakan (template) 

sebagai tempat penempelan primer dan tempat kerja DNA 

polimerase, dengan pemanasan singkat pada suhu 90-95°C selama 

beberapa menit (Hasibuan, 2015). 

 

 

2.3.4. Elektroforesis  

Elektroforesis merupakan proses migrasi molekul bermuatan dalam 

medium yang dialiri arus listrik (Holme dan Hazel, 1998). 

Westermeier (2005) menjelaskan bahwa prinsip dasar elektroforesis 

adalah molekul dan partikel bermuatan akan bergerak ke arah 

elektroda yang memiliki muatan berlawanan di bawah pengaruh 

medan listrik. Laju migrasi molekul bermuatan tersebut menuju 

elektroda yang bermuatan negatif disebut elektromobilitas. 

 

Elektroforesis DNA umumnya menggunakan metode elektroforesis 

gel agarosa (Karp, 2008). Metode elektroforesis tersebut pada 

prinsipnya melibatkan fase stasioner yang berupa gel agarosa dan 
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fase gerak berupa buffer Tris-acetate EDTA (TAE) atau Tris-borat 

EDTA (TBE) (Switzer et al., 1999). Tris/Borat adalah buffer yang 

umum digunakan sebagai buffer elektroforesis karena memiliki 

kapasitas buffering yang tinggi pada titik isoelektriknya (Ausubel, 

2003). Borat bertindak sebagai conducting ion sehingga dapat 

mempertahankan kesetimbangan ion H+ dan OH- yang dihasilkan 

oleh elektroda, hal ini berhubungan dengan fungsi buffer dalam 

menjaga kesetimbangan pH saat migrasi fragmen DNA 

berlangsung, perubahan pH dapat mendenaturasi struktur DNA 

sehingga mengubah elektromobilitas DNA (Martin, 1996).  

  



  

 
 

 

 

 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei-November 2022 di 

Laboratorium PCR, Departemen Research and Development, PT Gunung 

Madu Plantations (GMP) di KM 90 Terbanggi Besar, Gunung Batin Udik, 

Terusan Nunyai, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung.  

 

 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah mesin PCR (Bio-Rad 

T100TM  Thermal Cycler), gel doc UV, fumehood, alat elektroforesis 

(elektroforator, cetakan agar elektroforesis, kotak kecil agar elektroforesis, 

dan sumuran gel agarosa), mesin centrifuge, tissuelyser (Scientz-48-

Throughput Tissue Grinder), vortex mixer, waterbath, neraca analitik, 

mikropipet 0,5 µl–10 µl, mikropipet 10 µl–100 µl, mikropipet 100 µl–

1000 µl, gelas ukur, erlenmeyer 250 ml (Pyrex), tube (1,5 ml dan 0,2 ml), 

refrigerator, autoclave, oven, microwave, ice box, gunting, alat tulis, 

amplop cokelat, kantung plastik, kain hitam, dan kamera. 

 

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain sampel daun 

tanaman tebu dari 10 varietas  koleksi PT GMP yaitu GMP 3, GMP 5, 

RGM 06-654, PS 864, RGM 1834, PSJT 941, RGM 1834, PSJT 941, 

RGM 08-1026, GP 11, RGM 07-099, dan RGM 02-108. Primer P5CS-F 
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dan P5CS-R, 2β-mercaptoethanol liquid, nitrogen cair (N2), CTAB buffer, 

TE buffer, aquades, pipet tip (blue tip, yellow tip, white tip), redmix, DNA 

loading dye, DNA marker, serbuk agarosa, 27 Tris-Borate EDTA (TBE), 

gel red staining, master mix, agarosa,  kertas label, parafilm, alumunium 

foil, gloves, dan kertas tisu, chloroform dan isoamyl alcohol, isopropanol, 

sodium acetate, dan etanol 70%. 

 

 

3.3 Bagan Alir Penelitian 

Tahap penelitian disajikan dalam bentuk bagan alir sebagai berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Bagan alir penelitian 

 

 

 

Preparasi sampel 

Ekstraksi DNA dengan metode cetyl-

trimetyl-monium bromide (CTAB) 

Amplifikasi DNA  

Visualisasi DNA 

Analisis Data 

Uji kualitatif DNA 

(Elektroforesis gel agarosa 1%) 

Uji kuantitatif DNA 

(Spektrofotometer UV) 
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3.4 Prosedur Penelitian 

 

3.4.1 Ekstraksi DNA  

Panduan yang digunakan untuk ekstraksi DNA adalah prosedur 

ekstraksi berbasis cetyl-trimetyl-monium bromide (CTAB) menurut 

Doyle and Doyle, 1987. Ekstraksi DNA dilakukan secara manual. 

Sampel daun tebu berumur 4-6 bulan ditimbang dengan berat 0,08 

gr dan dibungkus dengan aluminium foil lalu disimpan pada suhu -

20oC. Daun dimasukan dalam tube steril 2 mL lalu ditambah gotri 

steril dan liquid nitrogen cair (N2). Sampel daun dihaluskan dengan 

tissuelyser selama 3x 60 detik.  

 

Setelah halus, sampel daun ditambah dengan buffer ekstraksi 

CTAB yang sebelumnya dipanaskan di dalam waterbath 65oC 

selama 15 menit, lalu sebanyak 800 µl/sampel ditambah dengan 10 

µl 2β-mercaptoethanol. Sampel diinkubasi dalam waterbath 

dengan suhu 65oC selama 30 menit, setiap 10 menit dikocok 

perlahan-lahan, setelah itu didinginkan pada suhu kamar.  

 

Setelah dingin, sampel kemudian diberi 500 µl larutan kloroform 

isoamil alcohol (IAA) dengan perbandingan 24:1 dan dikocok. 

Campuran disentrifugasi selama 5 menit dengan kecepatan 11.000 

rpm, fase atas sampel kemudian diambil. Tahap ini diulangi selama 

2x. Selanjutnya ke dalam sampel ditambahkan 200 µl natrium 

asetat 5 M, dan 500 µl isopropanol dingin kemudian disimpan 

dalam freezer 30 menit pada suhu – 20oC, kemudian disentrifugasi 

selama 5 menit dengan kecepatan 11.000 rpm. Pada tahap ini akan 

terbentuk pellet DNA. Kemudian fase cairan sampel dibuang, 

pellet DNA dicuci dengan 300 µl etanol 100%, kemudian 

disentrifugasi pada kecepatan 11.000 rpm selama 5 menit.  
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Sentrifugasi pellet untuk mencuci DNA diulangi lagi sebanyak 2x 

dengan etanol 70%, dan disentrifugasi pada kecepatan 11.000 

selama 5 menit. Pellet yang telah dicuci dikeringkan dengan 

membalik tabung di atas tissue dengan hati-hati selama 24 jam. 

Setelah cukup kering, DNA dilarutkan dalam 50 µl larutan TE 

buffer. Selanjutnya disimpan di dalam freezer pada suhu -20oC 

sampai DNA digunakan. 

 

 

3.4.2 Uji Kualitas dan Kuantitas DNA 

 

Uji kualitas DNA dilakukan dengan elektroforesis menggunakan gel 

agarosa 1%. Sebanyak 1 gr agarosa dilarutkan dalam 100 ml buffer 

TBE (Tris-Borate EDTA) 1x, kemudian dipanaskan dalam 

microwave selama 2 menit sampai terlarut sempurna. Setelah itu 

ditambahkan 1 µl gel red staining dan dihomogenkan. Larutan 

agarosa dibiarkan hingga hangat lalu dituang ke dalam cetakan yang 

sudah dipasang sisir sebelumnya untuk membuat sumuran. Larutan 

agarosa didiamkan hingga memadat kurang lebih selama 40 menit. 

Setelah memadat, gel agarosa dimasukan ke dalam tangki 

(electrophoresis box). Sumuran yang terebntuk pada gel agarosa 

diisi dengan sampel DNA hasil amplifikasi sebanyak 1 µl dan 

loading dye sebanyak 1 µl. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 

70 V selama 40 menit kemudian divisualisasikan menggunakan Gel 

Doc UV. 

Uji kuantitas DNA dilakukan dengan menghitung kemurnian DNA 

menggunakan spektrofotometer. Tingkat kemurnian DNA diukur 

dengan menghitung nilai absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai 

absorbansi 280 nm. Nilai kemurnian DNA berkisar antara 1,8-2,0. 

Jika kemurnian DNA kurang dari 1,8 menunjukkan sampel DNA 

terkontaminasi oleh protein dan UV sedangkan jika kemurnian 
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DNA lebih dari 2,0  menunjukkan sampel DNA terkontaminasi oleh 

kloroform dan fenol (Sambrook dan Russel, 1989). 

 

3.4.3 Amplifikasi DNA dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Hasil ekstraksi DNA dideteksi secara molekuler menggunakan 

metode PCR dengan pasangan primer P5CS untuk analisis ekspresi 

gen yang telah didesain. Pasangan sekuen primer yang digunakan 

untuk amplifikasi, komposisi PCR, dan optimasi suhu serta waktu 

menggunakan mesin PCR menurut Aristya dkk. (2020) dapat dilihat 

pada Tabel 1, Tabel 2, dan Tabel 3. 

 

Tabel 1. Sekuen primer spesifik yang digunakan dalam reaksi PCR 

Primer Sekuen Primer (5’-3’) Ukuran Pita 

P5CS-F ACAGATGATAAAGTAGCAGAGAC ± 167 bp 

P5CS- R AGACCTTCAACACCCACAG ± 167 bp 

 

Tabel 2. Komposisi reaktan PCR untuk 1x reaksi amplifikasi DNA 

Campuran Volume Konsentrasi 

DNA template 2 µL 25 ng/µL 

Redmix 12.5 µL - 

Primer Forward P5CS 1 µL 25 µM 

Primer Reverse P5CS 1 µL 25 µM 

Aquades steril 8.5 µL - 

 

Tabel 3. Optimasi suhu dan waktu untuk reaksi PCR 

Tahapan reaksi Optimasi suhu Waktu Siklus 

Predenaturasi 94ºC 1 menit 1x 

Denaturasi 94ºC 45 detik 

40x Annealing 62ºC 1 menit 

Extension 72ºC 1 menit 15 detik 

Pasca Extension 72ºC 1 menit 15 detik 1x 
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3.4.4 Visualisasi Hasil PCR dengan Elektroforesis 

Fragmen DNA hasil amplifikasi diuji kualitasnya dengan 

elektroforesis gel agarosa. Agarosa yang digunakan sebesar 2%. 

Sebanyak 2 gr agarosa dilarutkan dalam 200 ml buffer TBE 1x 

kemudian dipanaskan dalam microwave selama 2 menit sampai 

terlarut sempurna. Setelah itu ditambahkan 1 µl gel red staining 

dan dihomogenkan. Larutan agarosa dibiarkan hingga hangat lalu 

dituang ke dalam cetakan yang sudah dipasangkan sisir untuk 

membuat sumuran dan didiamkan hingga memadat kurang lebih 

selama 40 menit. Setelah memadat, gel agarosa dimasukan ke 

dalam tangki (electrophoresis box). Sumuran pada gel agarosa diisi 

dengan campuran DNA sampel produk amplifikasi sebanyak 5 µl 

dan loading dye sebanyak 1 µl. Elektroforesis dilakukan 

menggunakan tegangan 100 V selama 90 menit kemudian 

divisualisasikan menggunakan Gel Doc UV. 

 

 

3.4.5 Analisis Data 

 

Data hasil PCR dianalisis secara deskriptif. Analisis data molekuler 

dilakukan berdasarkan hasil skoring pita DNA yang muncul pada 

plate serta dihitung nilai Polimorphism Information Content (PIC) 

dengan rumus menurut menurut Roldan-Ruiz (2000): 

 

PICi = 2Fi (1-Fi) 

 

Keterangan :  

Fi : Frekuensi band  

1-Fi : Frekuensi non-band 
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Pita DNA diberi skor berdasarkan penampilan pita DNA 

ditransformasikan ke dalam kode data biner dengan cara: jika ada 

pita diberi skor satu (1) dan tidak ada pita diberi skoring nol (0). 

Pita yang tidak sempurna dan tidak ada jelas diberi skor 9 (missing 

data). Jika ada galur yang menghasilkan banyak pita, maka pita 

yang paling jelas diberi skor 1 sedangkan yang lainnya diberi skor 

9 (Savitri, dkk. 2015). 



  

 
 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN 

 

 

5.1    Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan 

sebagai berikut: 

1. Diperoleh 9 varietas tebu komersial (Saccharum officinarum L.) di PT 

Gunung Madu Plantations yang mengekspresikan gen P5CS berukuran  

±167 bp, yaitu GMP 3, GMP 5, RGM 06-654, PS 864, PSJT 941, 

RGM 1834, GP 11, RGM 07-099, dan RGM 02-108.  

2. Varietas RGM 06-654, PSJT 941, PS 864, dan RGM 01-1834 

menunjukkan visualisasi pita gen P5CS yang lebih terang dibanding 

yang lain, sehingga berpotensi sebagai varietas yang lebih tahan 

terhadap cekaman kekeringan. 

3. Hasil perhitungan nilai PIC menunjukkan bahwa primer P5CS yang 

digunakan cukup informatif sebagai penanda molekuler dikarenakan 

memiliki nilai PIC > 0.25. 

 

5.2   Saran 

Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk melihat sifat ketahanan yang tepat 

terhadap lingkungan yang tepat pada 9 varietas tebu yang diteliti pada 

tingkat genomik melalui sekuensing DNA untuk mengetahui urutan basa 

nukleotida, serta pada tingkat transkriptomik melalui transkripsi asam 

amino spesifik yang terbentuk.
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