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ABSTRAK 

 

SELEKSI PRIMER SSR (Simple Sequence Repeat) UNTUK 

MENGANALISIS KERAGAMAN GENETIK KOPI ROBUSTA (Coffea 

canephora) LOKAL ASAL KABUPATEN TANGGAMUS, LAMPUNG 

 

Oleh 

 

Yafia Kayla Nethanya Kurniawan 

 

 

Kopi merupakan komoditas penting di Indonesia, dengan robusta sebagai jenis 

yang paling banyak dibudidayakan, terutama di Provinsi Lampung seperti 

Kabupaten Tanggamus yang memiliki kondisi lahan yang sesuai. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui kuantitas dan kualitas DNA dari 26 klon lokal kopi 

Robusta serta menentukan primer SSR yang cocok untuk di amplifikasi. 

Karakterisasi morfologi sering dipengaruhi faktor lingkungan sehingga diperlukan 

pendekatan molekuler yang lebih akurat. Sebanyak 26 klon lokal kopi robusta 

dianalisis menggunakan metode isolasi DNA dengan CTAB dan Kit, kemudian 

diukur kualitas dan kuantitas DNA dengan Spektrofotometer NanoDrop sebelum 

dilakukan amplifikasi PCR menggunakan 28 primer SSR dan dianalisis melalui 

elektroforesis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 12 primer berhasil 

mengamplifikasi DNA, sehingga dapat digunakan sebagai penanda dalam analisis 

keragaman genetik kopi robusta di Kabupaten Tanggamus. 

 

 

Kata Kunci: kopi robusta, Simple Sequence Repeats, Kabupaten Tanggamus, klon 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

SSR (Simple Sequence Repeat) PRIMER SELECTION TO ANALYZE THE 

GENETIC DIVERSITY OF LOCAL ROBUSTA COFFEE (Coffea 

canephora) FROM TANGGAMUS REGENCY, LAMPUNG 

By 

 

Yafia Kayla Nethanya Kurniawan 

 

 

Coffee is an important commodity in Indonesia, with robusta being the most 

widely cultivated type, especially in Lampung Province, such as Tanggamus 

Regency, which has suitable land conditions. This study aimed to determine the 

quantity and quality of DNA from 26 local clones of Robusta coffee and to 

identify suitable SSR primers for amplification. Morphological characterization is 

often influenced by environmental factors, so a more accurate molecular approach 

is needed. A total of 26 local robusta coffee varieties were analyzed using the 

CTAB DNA isolation method and Kit, then the quality and quantity of DNA were 

measured with a NanoDrop Spectrophotometer before PCR amplification using 

28 SSR primers and analyzed by electrophoresis. The results showed that 12 

primers successfully amplified DNA, so they can be used as markers in the 

analysis of the genetic diversity of robusta coffee in Tanggamus Regency. 
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I. PENDAHULUAN 

 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Kopi termasuk tanaman tropis yang menjadi komoditas ekspor utama 

sebagian besar negara di dunia. Indonesia merupakan negara penghasil kopi 

terbesar ke-4 setelah Brazil, Vietnam dan Kolombia (Zarwinda dan Sartika, 

2018; Lubis, 2022). Kualitas kopi di Indonesia beragam mulai dari kopi 

kualitas terendah sampai kualitas terbaik. Jenis kopi yang umum di 

Indonesia adalah robusta, liberika, dan arabika. Namun, kopi yang banyak 

dibudidayakan adalah arabika dan robusta (Indrawanto dkk, 2010). Kopi 

arabika dapat tumbuh pada ketinggian di atas 1000 m dpl. Lahan tanam kopi 

yang ada pada saat ini sebagian besar berada di ketinggian antara 700 

sampai 900 m dpl. Sehingga sekitar 95% jenis kopi di Indonesia adalah kopi 

robusta (Nurdiansyah, 2014; Yunida dkk., 2021). Kopi robusta tersebar di 

hampir seluruh kepulauan Indonesia yaitu Sumatera, Jawa, Nusa Tenggara 

dan Bali. Sisanya terdapat di Kalimantan, Sulawesi, Maluku dan Papua. 

 

 

Volume ekspor kopi tahun 2017-2019 mencapai rata-rata 368.935 ton 

dengan sumbangan devisa rata-rata 566.352 USD. Perkebunan kopi di 

berbagai wilayah Indonesia sebagian besar merupakan perkebunan rakyat, 

dan sisanya perkebunan milik pemerintah (Rosiana dkk., 2018; Zasari dkk., 

2023). Perkebunan kopi robusta tahun 2020 mempunyai luas areal mencapai 

860.777 ha dengan jumlah produksi sebesar 550.527 ton (Ditjenbun, 2021; 

Zasari dkk., 2023). 
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Provinsi Lampung memiliki potensi dalam mengembangkan komoditas kopi 

karena karakteristik kesesuaian lahan yang baik bagi pertumbuhan kopi 

robusta. Karakteristik lahan yang sesuai untuk tanaman kopi robusta yaitu 

tanah latosol karena mampu menyerap air dengan baik sehingga bisa 

menahan erosi. Temperatur yang sesuai untuk pertumbuhan kopi antara 22-

25°C (Permentan RI Nomor 49/OT.140/4/2014). Mayoritas kopi yang 

dibudidayakan di Lampung adalah jenis kopi robusta. Salah satu daerah atau 

kabupaten penghasil kopi terbesar di Lampung adalah Kabupaten 

Tanggamus. Kabupaten Tanggamus memiliki luas lahan perkebunan kopi 

sebesar 41.512 ha dengan produksi total sebesar 33.482 ton (Badan Pusat 

Statistik, 2019; Widiyani dan Hartono, 2021). Petani kopi di daerah 

Tanggamus memiliki luas lahan antara 0,5- 1,5 ha (Kustyawati dkk., 2017). 

 

 

Selama ini, karakterisasi materi genetik umumnya dilakukan berdasarkan 

penanda morfologi. Ketersediaan materi genetik sebagai bahan tanam atau 

sumber tetua akan mempermudah informasi upaya pengembangan tanaman 

kopi. Genotipe yang terbaik ditemukan melalui penelusuran dan identifikasi 

sifat-sifat tanaman budidaya yang diinginkan. Dengan demikian, melalui 

karakterisasi materi genetik dapat meningkatkan kualitas dan daya saing 

antar tanaman. Karakter morfologi merupakan salah satu langkah awal 

dalam identifikasi tanaman (Simangunsong dkk., 2017). Karakter morfologi 

membutuhkan observasi intensif dan sangat sulit membedakan individu-

individu yang memiliki hubungan kekerabatan dekat karena dipengaruhi 

faktor lingkungan (Hartati dkk., 2010; Nugroho dkk., 2017). Karakterisasi 

terhadap suatu tanaman mampu memberikan informasi terhadap sifat-sifat 

penting yang dimiliki oleh suatu tanaman (Putra dkk., 2014; Kencana dkk., 

2022). 

 

Marka molekuler DNA digunakan untuk menentukan variasi genetik dan 

keanekaragaman hayati dengan tingkat akurasi yang tinggi (Arif dan Khan, 

2009; Mudaningrat dkk., 2023). 
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Penggunaan marka molekuler sebagai alternatif teknologi baru untuk uji 

kemurnian genetik benih yang cepat, tepat akurat, tidak dipengaruhi faktor 

lingkungan, pertumbuhan tanaman, atau tipe sel benih. Seleksi penanda 

DNA merupakan tahapan penting dalam penelitian molekuler untuk 

menentukan keakuratan dan keberhasilan analisis genetik. Penanda yang 

dipilih memiliki tingkat polimorfisme tinggi, spesifisitas terhadap sekuens 

target, serta mampu menghasilkan amplifikasi yang konsisten dan dapat 

direproduksi. Oleh karena itu, penggunaan penanda yang selektif dan 

informatif akan meningkatkan validitas hasil identifikasi serta analisis 

keragaman genetik yang dilakukan (Sinha dan Singh, 2022). 

 

 

Berbagai jenis penanda molekuler berbasis PCR telah dibuat, dan salah satu 

penanda yang sering digunakan dalam mengidentifikasi tanaman adalah 

Simple Sequence Repeats (SSR). SSR merupakan sekuen berulang sebanyak 

2-4 nukleotida yang banyak ditemukan dalam genom organisme eukariotik. 

SSR memiliki sifat kodominan, tingkat variasi yang tinggi, dan mudah 

digunakan dalam berbagai aplikasi (Prasetyono dan Tasliah, 2004; Shu dkk., 

2009; Nugroho dkk., 2017). Penanda SSR banyak digunakan untuk 

mempelajari keanekaragaman genetik tanaman, asal usul dan analisis 

hubungan plasma nutfah yang dibudidayakan. Selain itu, SSR juga 

digunakan untuk mengidentifikasi plasma nutfah keturunan hibrida dan 

melakukan studi stabilitas genetik (Zhu dkk., 2023; Oktaviana dkk., 2024). 

 

 

Klon-klon kopi lokal Tanggamus perlu di karakterisasi secara molekuler 

karena analisis berdasarkan DNA mampu mengetahui variasi genetik yang 

tidak dipengaruhi oleh faktor lingkungan dan fenotip, sehingga hasilnya 

lebih akurat dan informatif untuk mengetahui keragaman genetik antar klon. 

Pendekatan ini juga dapat mengidentifikasi hubungan kekerabatan, pola 

klaster genetik, dan tingkat polimorfisme antar klon yang sering kali tidak 

tampak hanya melalui morfologi, sehingga mendukung pemuliaan, 

konservasi plasma nutfah (Adepoju dkk., 2023). 
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1.2 Tujuan Penelitian 

 

Tujuan dari penelitian ini sebagai berikut : 

1. Mengetahui kualitas dan kuantitas DNA kopi Robusta (Coffea 

canephora) berdasarkan metode Kit dan CTAB. 

2. Mengetahui marka Simple Sequence Repeats (SSR) yang dapat 

mengamplifikasi DNA kopi Robusta (Coffea canephora). 

 

1.3 Kerangka Pikir 

 

Kopi merupakan salah satu komoditas perkebunan penting di dunia dan 

menjadi sumber devisa utama bagi banyak negara, termasuk Indonesia yang 

menempati posisi sebagai produsen kopi terbesar keempat di dunia. Jenis 

kopi yang banyak dibudidayakan di Indonesia adalah kopi robusta. Provinsi 

Lampung, khususnya Kabupaten Tanggamus, merupakan salah satu sentra 

produksi kopi robusta dengan luas areal dan tingkat produksi yang tinggi, 

serta didominasi oleh perkebunan rakyat. Keberadaan berbagai klon kopi 

lokal di daerah ini menunjukkan potensi sumber daya genetik yang besar 

untuk dikembangkan lebih lanjut. 

 

 

Karakterisasi tanaman kopi umumnya masih dilakukan berdasarkan karakter 

morfologi, yang memiliki keterbatasan karena sangat di pengaruhi oleh 

kondisi lingkungan dan sulit membedakan individu dengan hubungan 

kekerabatan yang dekat. Hal ini menyebabkan informasi mengenai 

keragaman genetik menjadi kurang akurat dan mendukung dalam upaya 

pemuliaan tanaman. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan yang lebih tepat 

dan akurat melalui analisis berbasis molekuler. Marka molekuler DNA 

menjadi salah satu alternatif yang efektif karena mampu mendeteksi variasi 

genetik secara langsung dan tidak dipengaruhi oleh faktor lingkungan. Salah 

satu jenis marka yang banyak digunakan adalah Simple Sequence Repeats 

(SSR) yang memiliki tingkat polimorfisme tinggi, bersifat kodominan, 
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serta mampu menghasilkan data yang konsisten dan dapat direproduksi. 

Penggunaan marka SSR dalam penelitian ini difokuskan untuk menyeleksi 

primer yang informatif dan spesifik dalam mengamplifikasi DNA kopi 

robusta lokal. Melalui pendekatan ini, diharapkan dapat diperoleh informasi 

mengenai tingkat keragaman genetik, hubungan kekerabatan, serta pola 

distribusi genetik antar klon kopi robusta lokal di Kabupaten Tanggamus. 

Informasi tersebut sangat penting dalam mendukung program pemuliaan 

tanaman, pengelolaan plasma nutfah, serta pengembangan varietas unggul 

kopi robusta yang berdaya saing tinggi. 
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II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

 

2.1 Tanaman Kopi (Coffea sp.) 

 

2.1.1 Asal Usul Tanaman Kopi di Dunia 

 

Kopi pertama kali ditemukan di Afrika pada abad ke-9, di negara Ethiopia 

dan Eritrea. Kopi sebagai minuman pertama kali dikenal luas oleh 

masyarakat Arab. Sejarah mencatat bahwa pedagang Arab mengendalikan 

perdagangan biji kopi. Monopoli kopi dilakukan dengan berdagang melalui 

pelabuhan Mocha di Yaman dan kemudian dikirim ke Eropa. Pada masa itu, 

Mocha adalah satu-satunya tempat di mana kopi diperdagangkan. Sampai 

sekarang, kita masih menggunakan istilah "kopi mocha" (Pendergrast, 2010). 

 

Pada abad ke-17, orang-orang Eropa mulai mengembangkan kebun kopi. 

Namun, karena cuaca tidak sesuai untuk tanaman kopi, orang-orang Eropa 

mencoba menanam tanaman kopi di daerah jajahan mereka. Belanda kala itu 

menanam kopi, terutama di Pulau Jawa yang kemudian dikenal sebagai 

disebut "Cup of Java" (Wintgens, 2009). 

 

2.1.2 Morfologi Tanaman Kopi 

 

Kopi merupakan tanaman perdu yang memiliki batang kokoh dan kuat 

dengan tinggi tanaman bisa mencapai 8 - 12 meter. Tanaman kopi memiliki 

sistem akar tunggang yang tidak mudah rebah. Akar utama hanya tumbuh 

kurang dari 1 meter ke dalam tanah. Akar lateral tumbuh di atas permukaan 

tanah dengan panjang hingga 3 - 4 meter. Batang tanaman kopi mempunyai 
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dua tipe percabangan (dimorfisme) yaitu cabang orthotrop dan plagiotrop. 

Cabang orthotrop merupakan cabang batang yang tumbuh tegak lurus, 

sedangkan cabang plagiotrop merupakan cabang batang yang tumbuh 

kesamping atau horizontal dan berfungsi sebagai tempat tumbuh bunga dan 

buah. Batang pokok memiliki ruas-ruas yang tampak jelas pada saat 

tanaman itu masih muda (Panggabean, 2011). 

 

 

Gambar 1. Daun kopi robusta (Coffea canephora) (Sumber : dokumen pribadi, 

2024) 

 

 

Tanaman kopi memiliki daun tunggal berbentuk memanjang (oblongus) 

dengan ukuran panjang berkisar antara 20 - 30 cm dan lebar antara 10 - 16 

cm. Ujung daun agak meruncing, tumbuh pada batang, cabang, dan ranting 

yang tersusun berdampingan pada ketiak Pangkal daun membulat atau 

berbentuk baji dengan ujung daun (Siahaan, 2008; Steenis, 2008). Setiap 

ruas memiliki sepasang daun yang tumbuh berhadapan. Tanaman kopi 

tumbuh lurus, bercabang, dan bisa mencapai tinggi 12 m jika dibiarkan 

tumbuh. Urat daun tenggelam di dalam, membuat permukaan daun 

berlekuk-lekuk dan memiliki pangkal daun yang bulat. Panjang tangkai daun 

1 cm, memiliki 10-12 pasang tulang samping. Pinggiran daun bergelombang 

dengan urat daun yang tenggelam (Panggabean, 2011). 

 

Umumnya tanaman kopi berbunga setelah berumur sekitar dua tahun. Ketika 

bunga sudah dewasa, terjadi penyerbukan dengan pembukaan kelopak dan 

mahkota yang akan berkembang menjadi buah. Biasanya bunga mekar pada  
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awal musim kemarau dan buahnya bisa dipetik di akhir musim kemarau. 

Bunga kopi kecil, putih dan harum. Kelopak bunga berwarna hijau, lalu 

menutupi bakal buah yang berisi dua biji. Bunga kopi biasanya akan mekar 

pada awal musim kemarau. Bunga berkembang menjadi buah dan siap 

dipetik pada akhir musim kemarau (Najiyati dan Danarti, 2004). 

 

 

Proses dari bunga menjadi buah matang biasanya memakan waktu sekitar 6-

11 bulan, tergantung pada jenis tanaman dan kondisi lingkungan. Kopi 

arabika butuh waktu 6-8 bulan, sementara kopi robusta butuh 8-11 bulan. 

Ukuran panjang buah kopi Arabika sekitar 12-18 mm, sedangkan kopi 

Robusta sekitar 8-16 mm. Buah kopi terdiri dari daging buah dan biji. Buah 

kopi yang masih muda berwarna hijau, sedangkan yang masak berwarna 

merah. Daging buah terdiri dari 3 bagian, yaitu lapisan kulit luar (eksokarp), 

lapisan daging (mesokarp), dan lapisan kulit tanduk (endokarp) yang tipis 

tetapi keras (Batra, 2016). Daging buah yang sudah masak akan berlendir 

dan rasanya agak manis. Biji terdiri dari kulit biji dan lembaga (endocarp) 

yang keras biasa disebut kulit tanduk (Najiyati dan Danarti, 2004).Warna 

bijinya putih dan sebagian besar berupa endosperma. Setiap buah umumnya 

memiliki dua biji. Buah yang hanya mengandung satu biji disebut dengan 

peaberry dan dipercaya memiliki rasa yang lebih baik. 

 

 

2.1.3 Kopi Robusta (Coffea canephora) 

 

 

Kopi robusta ditemukan pertama kali di Kongo pada tahun 1898 oleh ahli 

botani dari Belgia (Tshilenge, 2009). Robusta merupakan tanaman asli 

Afrika yang meliputi daerah Kongo, Sudan, Liberia, dan Uganda. Kopi 

robusta mulai dikembangkan secara besar-besaran di awal abad ke-20 oleh 

pemerintahan kolonial Belanda di Indonesia. Kopi robusta memiliki 

keunggulan lebih tahan terhadap serangan hama dan penyakit dibandingkan 

dengan jenis kopi arabika. Hingga saat ini perkebunan-perkebunan kopi di 
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Indonesia didominasi jenis robusta. Lebih dari 80% perkebunan kopi di 

Indonesia ditanami robusta, sekitar 17% ditanami arabika, sebagian kecil 

sisanya ditanami liberika (GAEKI, 2018).  

 

 

Kopi robusta umumnya dibudidayakan di daerah dataran rendah hingga 

menengah (0 - 700 m di atas permukaan laut/ dpl) (Risandewi, 2013) dengan 

kondisi hangat dan lembab serta lebih tahan terhadap penyakit dan hama. 

Kopi Robusta dapat tumbuh baik pada daerah dengan suhu tahunan rata-rata 

22-28°C (Niyibigira, 2019). 

 

 

Klasifikasi kopi robusta (Coffea canephora) menurut Cronquitst (1981) dan 

Froehner (1897) sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisio : Magnoliophyta 

Class : Magnoliopsida 

Ordo : Rubiales 

Family : Rubiaceae 

Genus : Coffea 

Species : Coffea canephora Pierre ex A. Froehner 

 

 

2.2 Varietas, Klon, dan Kultivar 

 

Varietas merupakan sekelompok tanaman yang sudah lulus berbagai uji 

penelitian sehingga bisa di sebar luaskan secara komersial. Klon merupakan 

sekelompok tanaman hasil pemuliaan tanaman yang masih dalam 

proses pengujian (Abror dkk., 2023). Istilah kultivar juga ada dalam Pasal 

10 Kode Internasional Tatanama Tanaman Budidaya tahun 1969. Pasal 

tersebut memberi batasan kultivar sebagai kumpulan atas unit tumbuh-

tumbuhan yang dibudidayakan dan dibedakan secara nyata oleh beberapa 

sifat, baik sifat morfologis, fisiologis, dan kimia. 
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2.3 Keragaman Genetik 

 

Keragaman genetik dapat memperbesar kemungkinan untuk mendapatkan 

genotip yang lebih baik melalui seleksi. Keragaman karakter dan  

keanekaragaman genotip berguna untuk mengetahui pola pengelompokan 

genotip pada populasi tertentu berdasarkan karakter yang diamati dan dapat 

dijadikan sebagai dasar kegiatan seleksi (Agustina dan Waluyo, 2017; 

Effendy dkk., 2018). Keanekaragaman genotip merujuk pada variasi susunan 

DNA antar individu dalam suatu populasi yang mencerminkan perbedaan 

genetik sebenarnya dan tidak dipengaruhi oleh kondisi lingkungan. Perbedaan 

antara keragaman fenotip dan genotip sering kali tidak berkorelasi kuat 

karena ekspresi fenotip dapat berubah akibat pengaruh lingkungan, sehingga 

analisis berbasis marka molekuler lebih akurat dalam menggambarkan variasi 

genetik yang sesungguhnya (Kamau dkk.,2020; Forsman, 2013). 

 

 

Analisis keragaman gentik dapat dilakukan dengan berbagai jenis marka 

DNA yang mampu mendeteksi variasi genetik pada tingkat genom, antara 

lain RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified 

Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism), dan SSR (Simple Sequence Repeat), 

dengan masing-masing marker memiliki karakteristik dan tingkat resolusi 

yang berbeda. Keragaman yang tinggi akan semakin menguntungkan karena 

memudahkan dalam proses seleksi pemilihan karakter unggul yang 

dikehendaki (Harsanti dan Yulidar, 2015; Widyapangesthi dkk., 2022). 

 

 

2.4 Simple Sequence Repeats (SSR) 

 

Teknik bioteknologi seperti pengujian secara biomolekuler (DNA, protein, 

enzim) tidak hanya dapat dimanfaatkan pada perbanyakan benih dan 

pemuliaan tanaman, tetapi juga dapat diterapkan untuk mengevaluasi  
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kemurnian genetik. Berbagai metode menggunakan marka molekuler telah 

banyak diterapkan untuk pengujian varietas, di antaranya marka mikrosatelit  

atau marka SSR (Simple Sequence Repeats) (Mulsanti dkk., 2013). Marka 

SSR sangat banyak dimanfaatkan dalam karakterisasi material genetik  

di bidang pertanian, analisis sidik jari, pemetaan genetik terkait karakter  

kuantitatif tertentu dan sebagai marker-assisted selection (MAS) pada 

program pemuliaan tanaman (Madesis dkk., 2013; Sulistiyorini dkk., 2021). 

Dengan menggunakan penanda SSR yang informatif, peluang kesesuaian 

antara dua individu acak bisa diminimalkan (Cmejlova dkk., 2021; Oktaviana 

dkk., 2024). 

 

 

SSR memiliki tingkat informasi polimorfik (PIC) yang tinggi, sehingga 

memiliki urutan genetik yang stabil dan dapat direproduksi dengan baik. SSR 

juga memiliki sifat multi alel yang bermanfaat dalam membuat peta fisik 

berbasis urutan untuk tanaman. Hal ini membantu pemula dan ahli genetika 

untuk menghubungkan variasi fenotipik dan genotipik dengan efisien 

(Sabreena dkk, 2021; Zhu dkk., 2023; Oktaviana dkk., 2024). Keunggulan 

marka SSR dibandingkan dengan marka molekuler lainnya, antara lain adalah 

bersifat kodominan, tingkat polimorfisme tinggi, dan berbasis PCR yang 

mudah diaplikasikan (Lightfoot dan Iqbal, 2013; Sulistiyorini dkk., 2021). 

 

 

Marka SSR diketahui dapat digunakan untuk mengidentifikasi Coffea arabica, 

Coffea canephora, dan spesies terkait (Combes dkk., 2000; Syafaddin dan 

Pabendon, 2017). Selain itu, marka SSR juga telah digunakan untuk 

mengetahui polimorfisme antara aksesi Coffea arabica liar dan yang 

dibudidayakan (Rovelli dkk., 2000; Anthony dkk., 2002; Baruah dkk., 2003; 

Moncada dan McCouch, 2004; Syafaddin dan Pabendon, 2017), serta untuk 

menganalisis introgresi DNA fragmen dari Coffea canephora dan Coffea  
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liberica (Lashermes dkk., 2000; Gichuru dkk., 2008; Prakash dkk., 2002; 

Syafaddin dan Pabendon, 2017). Dengan demikian, marka SSR merupakan 

marka molekuler terbaik untuk mempelajari keragaman genetik, struktur 

populasi, hubungan filogenetik, dan seleksi berbasis marka (Hendre da 

Aggarwal, 2014; Syafaddin dan Pabendon, 2017). 

 

 

2.5 Prinsip Isolasi DNA dan Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

 

Isolasi DNA merupakan proses pemisahan DNA dari komponen sel lain 

seperti protein, lemak, karbohidrat, dan RNA sehingga diperoleh DNA murni 

yang dapat digunakan untuk analisis molekuler, salah satunya PCR. Pada 

proses isolasi DNA, membran sel dan membran inti dihancurkan 

menggunakan deterjen atau enzim sehingga DNA dapat keluar dari sel, 

kemudian protein dipisahkan menggunakan garam berkonsentrasi tinggi, 

proteinase K, atau pelarut organik seperti fenol-kloroform, selanjutnya DNA 

diendapkan menggunakan alkohol dingin (etanol/isopropanol) karena DNA 

tidak larut dalam alkohol, lalu DNA dicuci menggunakan etanol untuk 

menghilangkan sisa kontaminan, dan akhirnya DNA murni dilarutkan 

kembali dalam buffer TE atau akuades steril (Syahputra dkk., 2016). 

 

 

 

 

Gambar 2. Tahap Isolasi DNA (Sumber : Richard dkk., 2010) 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

 

 

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan teknik biologi molekuler 

untuk memperbanyak fragmen DNA tertentu secara in vitro menggunakan 

enzim DNA polimerase. Prinsip PCR adalah teknik amplifikasi DNA secara 

in vitro yang digunakan untuk memperbanyak fragmen DNA tertentu melalui  

siklus suhu berulang yang meliputi tahap denaturasi, annealing, dan 

extension dengan bantuan enzim Taq DNA polymerase sehingga dihasilkan 

jutaan salinan DNA target dalam waktu singkat. 

 

 

Pada tahap denaturasi, DNA untai ganda dipisahkan menjadi dua untai 

tunggal pada suhu tinggi sekitar 94-95°C, kemudian pada tahap annealing 

suhu diturunkan sekitar 50-65°C agar primer dapat menempel secara spesifik 

pada DNA target, dan dilanjutkan dengan tahap extension pada suhu 72°C di 

mana enzim Taq DNA polymerase memperpanjang primer untuk membentuk 

untai DNA baru. Proses ini diulang sebanyak 25-40 siklus sehingga jumlah 

DNA meningkat secara eksponensial dan dapat digunakan untuk berbagai 

analisis molekul seperti diagnosis penyakit, identifikasi mikroorganisme, dan 

penelitian genetika (Handayani, 2022). 

 

 

Gambar 3. Tahap PCR (Sumber : Richard dkk., 2010) 
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III. METODE PENELITIAN 

 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Pengembangan Teknologi 

Industri Agro dan Biomedika (LAPTIAB), Badan Riset dan Inovasi Nasional 

(BRIN) Kawasan Sains Teknologi BJ Habibie, Serpong, Kota Tangerang 

Selatan, dan Laboratorium Balai Perakitan dan Pengujian Tanaman Industri 

dan Penyegar (BRMP TRI), Kabupaten Sukabumi mulai bulan Maret - 

September 2025. 

 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 

Alat-alat yang digunakan yaitu spidol, gunting, plastik, timbangan analitik, 

autoclave, incubator, shaker incubator, hotplate, Spektrofotometer UV-Vis, 

Laminar Air Flow, Elektroforesis gel agarose, PCR, Kit PCR, UV 

Transiluminnator, magnetic stirrer, mortar dan alu, mikroskop binokuler, 

vortex, jangka sorong, mikropipet (volume 200 – 1000 μl, 20-200 μl, dan 

10-100 μl), mikrotip (volume 1000 μl, 200 μl, dan 100 μl), tabung reaksi, 

tabung falkon, gelas ukur, erlenmeyer, cawan petri, beaker glass, pinset, 

microtube (volume 1.5 ml dan 2 ml), spatula, bunsen, waterbath, tube, 

sentrifuse, cover glass, object glass, dan komputer. 

 

Bahan-bahan yang digunakan yaitu sampel 26 klon daun muda tanaman 

lokal kopi robusta Kabupaten Tanggamus, Kit Wizard DNA Extraction 

Promega, TBE buffer, Rnase, TE buffer, kloroform isoamil alkohol (CIA), 
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alkohol 70%, PVP, RNAse, water free nuckelase, 28 primer SSR 

(CCESSR02, CCESSR03, CCESSR09, CCESSR12, CCESSR13, 

CCESSR14, CCESSR21, CCESSR44, CCRM16, CCRM19, CCRM34, 

CCRM38, CMA198, CMA199, CCES1, CCES21, CCES89, CCES5, 

CCES5, CCES18, CCES19, CCES43, CCES92, CCES13, CCES29, 

CCES85, CCES87, dan CCES50) (Devasia dkk., 2013) (Sulistiyorini dkk., 

2021), mix PCR, agarose, loading dye, mercapto etanol, isopropanol, 

NaOAC, etanol 95%, marker, gel red, primer forward dan reverse. 

 

 

3.3 Prosedur Kerja 

3.3.1 Materi Tanaman 

 

Materi tanaman yang digunakan untuk seleksi terdiri atas 26 klon lokal kopi 

robusta (Tabel 1) yang dikembangkan di wilayah Kabupaten Tanggamus, 

Lampung dan Parungkuda, Kabupaten Sukabumi. Sampel daun yang 

digunakan untuk isolasi DNA diambil dari daun muda dan sehat dari 26 klon 

lokal kopi. Sampel daun dimasukkan ke dalam kantong plastik dengan silica 

gel untuk menjaga kelembaban dan memperpanjang umur simpan daun. 

 

Tabel 1. Daftar klon yang digunakan pada penelitian 
 

 

No Nama 

Klon 

Asal Titik Koordinat 
 

Desa Kecamatan Kabupaten Lat Long 

 

1. Hermanto Ngarip Ulubelu Tanggamus 5.313653°S 104.549787°E 

2. Sarmo Penantian Ulubelu Tanggamus 5.277778°S 104.531895°E 

3. Syawal Penantian Ulubelu Tanggamus 5.277882°S 104.532017°E 

4. Wanto Penantian Ulubelu Tanggamus 5.280460°S 104.530988°E 

5. Sartono Sukamaju Ulubelu Tanggamus 5.328188°S 104.543712°E 

6. Arsat Sukamaju Ulubelu Tanggamus 5.328002°S 104.543738°E 

7. Jantuki Ngarip Ulubelu Tanggamus 5.320416°S 104.539816°E 

8. Glodok Lancip Ngarip Ulubelu Tanggamus 5 315680°S 104.542548°E 

9. Jalal Muaradua Ulubelu Tanggamus 5.333252°S, 104.563230°E 

10. Glodok Kuning Datarajan Ulubelu Tanggamus 5.349065°S 104.611038°E 

11. Berlin Muaradua Ulubelu Tanggamus 5.320179°S 104 563142°E 
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12. Linggapura Muaradua Ulubelu Tanggamus 5.320102°S 104.563142°E 

13. Parabola Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.367870°S 104.710074°E 

14. Rosiah Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.367898°S 104.710161°E 

15. Bodong Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.368247°S 104.710218°E 

16. Bali Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.368247°S 104.710218°E 

17. Lengkong Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.368247°S 104.710218°E 

18. Tugu Kuning Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.419009°S 104.704833°E 

19. Tugino Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.419020°S 104.704905°E 

20. Komari Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.419038°S 104.704822°E 

21. Mariah Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.419126°S 104.704822°E 

22. Bagio Wonoharjo Sumberjo Tanggamus 5.419032°S 104.704721°E 

23.. K2 Langensari Parungkuda Sukabumi -6.831045°S 106.743128°E 

24. Komarudin 1 Langensari Parungkuda Sukabumi -6.834058°S 106.740271°E 

25. Kopi Putih Langensari Parungkuda Sukabumi -6.834561°S 106.740229°E 

26. Kopi Kriting Langensari Parungkuda Sukabumi -6.834561°S 106.740229°E 

 

3.3.2 Pembuatan Stok 

 

a. Pembuatan Larutan 1 M Tris-HCl pH 8 

Sebanyak 53 g Trizma base dan 88,8 g Trizma HCl ditimbang 

menggunakan neraca analitik, kemudian dilarutkan dalam 700 mL akuades 

steril. Larutan dihomogenkan hingga seluruh bahan terlarut sempurna, 

selanjutnya volume ditera dengan akuades hingga mencapai 1 liter. Derajat 

keasaman (pH) larutan kemudian diukur menggunakan pH meter dan 

disesuaikan hingga mencapai pH 8. 

b. Pembuatan Larutan 5 M NaCl 

Sebanyak 292,2 g NaCl ditimbang, kemudian dilarutkan dalam akuades 

hingga volume akhir mencapai 1 liter. Larutan dihomogenkan hingga 

seluruh kristal NaCl larut sempurna. 

c. Pembuatan Buffer Ekstraksi (Stok 1000 mL) 

Sebanyak 100 mL larutan 1 M Tris-HCl pH 8, 280 mL larutan 5 M NaCl, 

dan 40 mL larutan EDTA pH 8 dicampurkan dalam gelas beker. Selanjutnya 

ditambahkan 20 g CTAB dan campuran dihomogenkan hingga larut  
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sempurna. Setelah seluruh komponen tercampur, volume larutan 

ditambahkan dengan akuades hingga mencapai 1 liter, kemudian 

dihomogenkan kembali sebelum digunakan. 

d. Pembuatan Larutan 3 M NaOAc 

Sebanyak 408,24 g NaOAc ditimbang dan dilarutkan dalam 700 mL 

akuades. Larutan diaduk hingga homogen, kemudian volume ditera dengan 

akuades hingga mencapai 1 liter. 

e. Pembuatan TE Buffer 10X 

Sebanyak 10 mL larutan 1 M Tris pH 8 dan 2 mL larutan 0,5 M EDTA 

dicampurkan dalam wadah yang sesuai. Selanjutnya ditambahkan akuades 

hingga volume akhir mencapai 1 liter dan dihomogenkan. 

f. Pembuatan TE Buffer 1X 

TE buffer 1X dibuat dengan cara mengencerkan larutan stok TE buffer 10X. 

Sebanyak 5 mL TE buffer 10X dipipet dan dimasukkan ke dalam labu ukur 

50 mL, kemudian ditambahkan akuades hingga tanda batas (ditambahkan 

±45 mL akuades) dan dihomogenkan. 

g. Pembuatan Larutan Kloroform Isoamil Alkohol (CIA) 

Larutan CIA dibuat dengan perbandingan kloroform dan isoamil alkohol 

sebesar 24:1. Untuk pembuatan 500 mL larutan, sebanyak 480 mL 

kloroform dicampurkan dengan 20 mL isoamil alkohol, kemudian 

dihomogenkan dan disimpan dalam botol berwarna gelap pada suhu ruang. 

 

 

3.3.3 Isolasi DNA Metode Modern Kit Wizard DNA Extraction Promega 

 

Daun kopi terlebih dahulu ditimbang sebanyak 0,200 gram, kemudian 

dipotong menjadi bagian-bagian kecil. Potongan daun tersebut dimasukkan 

ke dalam mortar yang sudah steril dan ditambahkan nitrogen cair untuk 

membekukannya. Setelah daun menjadi halus, material tanaman tersebut 

dihancurkan dengan cepat hingga berbentuk bubuk halus. Sampel yang telah 

halus kemudian dipindahkan ke dalam tube 10 ml dan diberi label untuk 

proses analisis selanjutnya ditambahkan 600 gel nucleic lysis solution ke  
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dalam tube yang sudah berisi sampel, kemudian dihomogenkan 

menggunakan vortex. Setelah tercampur, sampel diinkubasi pada suhu 65°C 

selama 15 menit. Selanjutnya, ditambahkan 3 ul RNase solution, kemudian 

mikrotube dibolak-balik secara perlahan agar larutan tercampur merata, lalu 

diinkubasi kembali pada suhu 37°C selama 15 menit. 

 

 

Setelah inkubasi, ditambahkan 200 ul protein precipitation solution, 

kemudian sampel divorteks dengan kecepatan tinggi yaitu 16.000 rpm 

selama 20 detik. Sampel kemudian disentrifugasi pada 16.000 xg selama 3 

menit sehingga protein mengendap menjadi pellet. Supernatan yang 

terbentuk diambil dengan hati-hati dan dipindahkan ke mikrotube baru yang 

telah berisi 600 ul isopropanol dingin, lalu tabung digoyangkan perlahan 

untuk melihat terbentuknya benang-benang DNA. Selanjutnya, sampel 

kembali disentrifugasi pada 16.000 xg selama 1 menit, kemudian supernatan 

dibuang. Pellet yang tersisa dicuci dengan menambahkan 600 ul etanol 70%, 

lalu sampel disentrifugasi lagi pada 16.000 xg selama 1 menit. Setelah 

supernatan dibuang, pellet dikeringkan dengan cara dibiarkan terbuka 

selama 15 menit hingga sisa alkohol menguap. Pellet yang telah kering 

kemudian ditambahkan 100 ul DNA dehydration solution dan diinkubasi 

pada 65°C selama 60 menit untuk proses rehidrasi DNA. Terakhir, semua 

sampel disimpan pada suhu 4°C agar kualitas DNA tetap terjaga. 

 

 

3.3.4 Isolasi DNA Metode Konvensional Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 

(CTAB) 

 

Metode yang dipakai untuk ekstraksi DNA dalam penelitian ini mengikuti 

metode CTAB (Allen dkk., 2006; Sulistiyorini dkk., 2021). Isolasi DNA 

dilakukan menggunakan sampel daun muda kopi yang masih segar untuk 

memperoleh kualitas DNA yang optimal, karena jaringan muda umumnya 

memiliki kandungan metabolit sekunder lebih rendah dibanding daun tua.  
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Seluruh alat yang digunakan, seperti mortar dan alu, dicuci hingga bersih, 

dikeringkan, kemudian disterilisasi dengan menyemprotkan alkohol 70% 

dan dibiarkan hingga benar-benar kering guna mencegah kontaminasi DNA. 

Sebanyak 0,300 gram daun muda ditimbang menggunakan neraca analitik, 

kemudian dipotong kecil-kecil untuk memperluas permukaan kontak dengan 

buffer ekstraksi. Sampel dimasukkan ke dalam mortar, lalu ditambahkan 2 

mL buffer isolasi CTAB, 0,05 gram PVP, dan 5 µL β-mercaptoethanol. 

Buffer CTAB berfungsi melisis dinding dan membran sel serta mengikat 

polisakarida, PVP berperan mengikat senyawa fenolik yang dapat 

mengganggu kemurnian DNA, sedangkan β-mercaptoethanol berfungsi 

mereduksi oksidasi senyawa fenolik agar tidak merusak DNA. Campuran 

kemudian digerus hingga benar-benar halus untuk memastikan sel pecah 

secara maksimal. 

 

 

Hasil gerusan sampel dimasukkan ke dalam tabung 2 mL dan diinkubasi 

pada suhu 65°C selama 60 menit dengan pembalikan tabung setiap 15 menit 

untuk menjaga homogenitas dan meningkatkan lisis sel. Selanjutnya, sampel 

disentrifugasi pada kecepatan 13.500 rpm selama 15 menit pada suhu ruang 

untuk memisahkan supernatan yang mengandung DNA dari debris sel. 

Sebanyak 800 µL supernatan dipindahkan ke tabung baru, kemudian 

ditambahkan larutan CIA (chloroform isoamyl alcohol) dengan 

perbandingan 24:1 atau setara 1:1. Campuran dihomogenkan secara 

perlahan selama 10-15 menit, lalu disentrifugasi kembali hingga terbentuk 

dua fase, yaitu fase atas yang mengandung DNA dan fase bawah yang berisi 

protein serta kontaminan lainnya. 

 

 

Supernatan sebanyak 800 µL dipindahkan ke dalam tube 1,5 mL, kemudian 

ditambahkan 8 µL NaOAc (1/100 volume supernatan) dan 400 µL 

isopropanol (1/2 volume supernatan) untuk mengendapkan DNA. Campuran 

dibolak-balik perlahan hingga terlihat benang-benang DNA dan diinkubasi  
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pada suhu ruang selama 10 menit. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada 

kecepatan 13.500 rpm selama 10 menit hingga terbentuk pelet DNA di dasar 

tabung. Supernatan dibuang secara hati-hati, kemudian pelet DNA 

ditambahkan RNAse sebanyak ±2,5 µL (1/100 dari volume TE buffer yang 

digunakan) untuk menghilangkan kontaminasi RNA. Setelah itu 

ditambahkan 250 µL TE buffer dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 

menit agar RNA terdegradasi sempurna. 

 

 

Tahap presipitasi ulang dilakukan dengan menambahkan NaOAc sebanyak 

1/10 dari volume larutan DNA (25 µL) dan 600 µL etanol 95% dingin. 

Campuran dihomogenkan secara perlahan dan diinkubasi pada suhu -20°C 

selama semalam untuk meningkatkan efisiensi pengendapan DNA. Setelah 

inkubasi, sampel disentrifugasi kembali pada kecepatan 13.500 rpm selama 

10 menit. Supernatan dibuang dan pelet dicuci menggunakan 500 µL etanol 

70% dingin untuk menghilangkan sisa garam dan kontaminan, kemudian 

disentrifugasi kembali selama 10 menit pada kecepatan yang sama. 

Supernatan dibuang dan pelet DNA dikeringkan pada suhu ruang selama 

semalam hingga sisa etanol menguap sempurna. DNA kering kemudian 

dilarutkan dalam 200 µL TE buffer dan dibiarkan pada suhu ruang semalam 

hingga larut sempurna. DNA hasil isolasi selanjutnya disimpan pada freezer 

suhu -20°C untuk menjaga stabilitas hingga tahap analisis berikutnya. 

 

3.3.5 Uji Kualitas dan Kuantitas Isolasi DNA 

 

Uji kualitas dan kuantitas DNA hasil isolasi dilakukan menggunakan 

metode spektrofotometri dan elektroforesis gel agarosa. Pengukuran 

kuantitas dan kemurnian DNA dilakukan dengan spektrofotometer seperti 

NanoDrop Spectrophotometer pada panjang gelombang 260 nm dan 280 nm. 

Konsentrasi DNA ditentukan berdasarkan nilai absorbansi pada 260 nm 

(A260), sedangkan tingkat kemurnian DNA dilihat dari rasio A260/A280. 

DNA yang memiliki rasio kemurnian sekitar 1.8-2.0 menunjukkan tingkat 

kemurnian yang baik, sedangkan nilai yang lebih rendah dapat  
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mengindikasikan adanya kontaminasi protein atau senyawa lain. Selain itu, 

kualitas DNA diuji secara visual menggunakan metode elektroforesis gel 

agarosa untuk melihat integritas DNA berdasarkan pola pita yang terbentuk 

pada gel. Pita DNA yang jelas dan tidak mengalami smear menunjukkan 

bahwa DNA yang diisolasi memiliki kualitas yang baik dan masih utuh 

sehingga dapat digunakan untuk analisis molekuler selanjutnya, seperti 

amplifikasi PCR (Sambrook dan Russell, 2001; Green dan Sambrook, 2012). 

 

3.3.6 Seleksi Primer 

 

Penelitian ini menggunakan primer SSR yang dipilih berdasarkan tingkat 

variasi polimorfisnya. Beberapa dari primer ini juga telah dipetakan pada 

peta keterpautan genetik kopi robusta (Hendre dan Aggarwal, 2014; 

Sulistiyorini dkk., 2021). Seleksi primer SSR yang digunakan pada tabel 2 

di bawah ini: 

Tabel 2. Rincian Penanda SSR Gen yang digunakan (Devasia dkk., 2013) 

(Sulistiyorini dkk., 2021). 

 
 

No. Primer 

Name 

SSR Repeat Primer Sequence 

 
Forward Reverse 

 
1 CCESSR02 (AT)11 AAGATATGTTTTAGECCAAGTAGTGAC ATTGGTTGGTACTGITTAGCTGTTCAT 

2 CCESSR03 (TC)10 CAGECGTATCAGCACCAGCAT TTCCCAACCEGTCAAAGTCCT 

3 CCESSR09 (TTC)8 CCCCCACCCACTTCCTIG ACAACAAACGAACGCTCTCTGATAA 

4 CCESSR12 (CCA)6 CCGCCATCCCTTTTGCCTTTC ACGGCAGCAGAAGTGGAGGTGTT 

5 CCESSR13 (TTA)6-tt- 

(TTC)6 

GCGGGGTAGTTITGGGAATATGG TTTGGGGTCCTTTITCCACACAT 

6 CCESSR14 (CT)10 CTTGCCCCCTTCCCTCCACTC TTCGGCTCCTTGTGTTTGGGTA 

7 CCESSR21 (AG)17 CGAGCTAGTGAGACAGATTGAGAT GTCCTTGGGAAATCCCTCAG 

8 CCESSR44 (CTT)7 AGGAATAATGGAGGAGACGTTGTTG GCACAAATECCAGTACTICCTCATAGA 

9 CCRM16 (TC)26 TCCTATAGCAGAAACACAAAATGACACAG GGTITTTGGGTTCTTTTTAGCATATАСА 

10 CCRM19 (GA)26 GTTITITTITTCTTITTTCTTTTTGAGCT AAGGCAATGTTGGTCAGCAGTGG 

11 CCRM34 (GA)10 CCCCAGAACGAAAGGCAATCAT TTGGGACTATTTATACTGGGGAAGAA 

12 CCRM38 (CA)10 TGAGAATTAAAGCAGCAGGGGTATG GCAAAAAAAGGEAAAAGCATTACATC 

13 CMA198 (TG)9(AG)18 AGCAACTCCAGTCCTCAGGT TGGAAGCCCGCATATAGTTT 

14 CMA199 (CT)11 CATCCATCATCAATTCCAT TAGCTAGCTGGATCAGTACCC 

15 KR 1 (CTC)8 AGTCAGGTATTGCCATTG AGGCAGCTAAATCAGCCAAG 

16 KR 3 (CT)12 TCGGCTCCCAAATATTCATC TTCTCAATGGTTTCCATG 

17 KR 4 (AGGA)8 CTTCTGAGTGAAAGCTTC CCAATCGGACACTCAC 

18 KR 5 (TTTA)5 TTTGTGCCAAAGGGAAGAG GACCGGAGAAGTCATTGG 

19 KR 6 (GA)10 GCAGGCTTCACEGGTTTG ACTGGGATGATGTCTGGCTC 

20 KR 7 (CA)8 ACCCAAAACTGCCTCC TGTAGAAGCACCCGGAGAG 

21 KR 8 (AGA)10 AAACAGCAGGGAAAGCTG AACCAAGGTCCATAAACCCC 

22 KR 9 (TG)9 CAGCAACCAAACCTGCTG GGGCATACATGAAAAAGCC 

23 KR 10 (CTT)6 AAGGTTCGAGCCAGGAAG ATCCTTTGCCTTGGTTGATG 

24 KR 11 (A)19 AGCCAAGGATCTTCCC GGCCTAGATAGCAGAATCGC 

25 KR 12 (AC)8 TTATTGACGAATCCCATG TCCAGGCGTCTGTCTG 

26 KR 13 (TTC)6 GGCACGAGGCTTTCTCTC TGCCTATGGCACAAGTTTC 

27 KR 14 (TCGT)7 AGGAGCAATTCGTTCATTCG GTAGGTTGGTGGAGACTGGC 

28 KR 15 (TCA)6 GGCTCTTGGAGAGCTCAGG CCCATCTGCTGACTCTGG 
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Amplifikasi DNA dilakukan dengan volume total 15 μl yang terdiri atas: 

primer sebanyak 0,3 μl, DNA sebanyak 4 μl, nuclease free water sebanyak 

3,2 μl, dan PCR Mix sebanyak 7,5 μl (Tabel 2). 

 

Tabel 3. Komponen Master Mix PCR 
 

Komponen Volume 

Primer SSR (forward dan reverse 

dengan konsentrasi 0,2 μM) 

0,3 μL 

DNA template 4 μL 

Nuclease Free Water 3.2 μL 

PCR mix 7.5 μL 

Total Volume 15 μL 
 

 

 

Proses amplifikasi dilakukan menggunakan metode Polymerase Chain 

Reaction (PCR) dengan alat thermal cycle melalui tiga tahapan utama yaitu 

denaturation pada suhu 95°C selama 15 detik, annealing pada suhu 52°C 

selama 15 detik dan extension pada suhu 72°C selama 15 detik. Seluruh 

tahapan dalam proses amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus. 

 

 

Tabel 4. Proses Amplifikasi 
 

Tahapan Profil 
 

Predenaturation 95°C selama 3 menit 

Denaturation 95°C selama 15 detik 

Annealing 52°C selama 15 detik 

Extention 72°C selama 15 detik 

Final Extention 72°C selama 10 menit 
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Gel agarosa 1% dibuat dengan menimbang serbuk agarosa sebanyak 1 gram 

kemudian dilarutkan dalam larutan TBE 0,5×. Magnetic stirrer dimasukkan 

ke dalam campuran untuk membantu proses homogenisasi. Larutan 

dipanaskan menggunakan microwave selama ±4 menit hingga agarosa larut 

sempurna dan larutan menjadi jernih. Setelah pemanasan, suhu larutan 

diturunkan dengan meletakkannya di atas hot plate tanpa pemanasan (hanya 

menggunakan putaran/motion 1) hingga suhu menjadi hangat. Setelah suhu 

cukup hangat, ditambahkan gelred 10× sebanyak 5 µL untuk setiap 100 mL 

gel agarosa 1%. Apabila volume gel agarosa ditingkatkan, maka volume 

gelred yang ditambahkan disesuaikan dengan perbandingan yang sama. 

Campuran kemudian dihomogenkan kembali dan dibiarkan teraduk selama 

beberapa saat. 

 

 

Larutan gel dituangkan ke dalam tray cetakan gel yang telah dibersihkan 

dan dikeringkan menggunakan alkohol 70%. Selama proses penuangan, 

dihindari terbentuknya gelembung udara atau masuknya partikel asing ke 

dalam gel. Sisir dipasang pada cetakan untuk membentuk sumur, kemudian 

gel dibiarkan hingga mengeras pada suhu ruang selama ±20-30 menit. 

Setelah gel mengeras, silikon penunjang cetakan dilepaskan dan gel 

dipindahkan ke dalam tangki elektroforesis yang telah diisi larutan TBE 

0,5× hingga gel terendam sempurna. Posisi gel diatur sehingga sumur 

berada di dekat elektroda negatif (katoda berwarna hitam), sedangkan 

bagian bawah gel berada di dekat elektroda positif (anoda berwarna merah). 

Sisir pencetak sumur kemudian dilepaskan secara hati-hati. 

 

 

Sampel DNA hasil PCR yang telah dicampur dengan loading dye 

dimasukkan ke dalam sumur gel menggunakan mikropipet. Marker DNA 

(DNA leadder) juga dimasukkan ke salah satu sumur sebagai pembanding 

ukuran fragmen. Perangkat elektroforesis kemudian dihubungkan dengan 

power supply dan dijalankan pada tegangan 100 volt selama ±30-45 menit 
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atau hingga pewarna migrasi (tracking dye) mencapai sekitar ¾ panjang gel. 

Setelah proses elektroforesis selesai dan ditandai dengan bunyi buzzer, 

perangkat dimatikan dan gel diangkat secara hati-hati dari tangki. Gel 

selanjutnya divisualisasikan menggunakan alat dokumentasi gel (gel 

documentation system) di bawah sinar UV atau blue light untuk mengamati 

pola pita DNA serta mengevaluasi ukuran dan kualitas fragmen DNA yang 

diperoleh.



34 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang diperoleh dari penelitian ini sebagai berikut. 

 

1. Isolasi DNA kopi robusta metode konvensional (CTAB) menghasilkan 

kuantitas dan kualitas yang lebih tinggi daripada menggunakan metode 

modern (Kit). 

2. Terdapat 12 primer yang dapat mengamplifikasi gen target dari 28 primer 

yang diuji. 

 

 

5.2 Saran 

Dari hasil penelitian yang ada, disarankan untuk: 

 

1. Metode isolasi DNA konvensional direkomendasikan untuk penelitian 

genetik tanaman berkandungan fenolik tinggi seperti kopi, untuk 

memperoleh DNA murni dan hasil PCR yang optimal. 

2. Melanjutkan analisis selanjutnya untuk mendapatkan pita-pita DNA yang 

presisi membedakan alel yang didapat dari masing-masing klon. 

3. Dapat menjadi acuan dasar dalam pengelolaan dan konservasi plasma 

nutfah kopi robusta di tingkat lokal maupun nasional, terutama untuk 

mendukung pengembangan kopi unggul khas Indonesia. 
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Lampiran 1. Dokumentasi Pengambilan Sampel di Tanggamus 
 

 

Klon Parabola Klon Wanto Klon Bodong Lancip 

 

Klon Rosiah Klon Berlin Klon Bodong 

 

Klon Sartono Klon Tugu Kuning Klon Tugino 
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Klon Hermanto Klon Bali Klon Linggapura 
 

Klon Glodok Kuning Klon Lengkong Klon Sarmo 
 

Klon Komari Klon Jalal Klon Arsat 
 

Klon Jantuki Klon Syawal 
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Lampiran 2. Dokumentasi Proses Isolasi DNA dengan Kit 

 

Daun muda kopi robusta Daun di gerus dengan nitrogen cair 

 

Diinkubasi dengan waterbath Sampel disentrifugasi 

 

Terbentuk pellet Sampel di nanodrop 

 

Lampiran 3. Dokumentasi Proses Isolasi DNA dengan CTAB 

 

Daun di gerus dengan Terbentuk pellet DNA Terbentuk benang-benang DNA 

senyawa CTAB 


