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INTISARI

Penyebaran lamun di Bali terdapat di wilayah pesisir diantaranya di perairan Pantai Timur Nusa Dua, Pulau Serangan,
Pantai Sanur dan pantai-pantai di Nusa Lembongan. Di Bali dilaporkan delapan spesies lamun. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengidentifikasi lamun secara morfologi dan penyiapan material serta kondisi reaksi PCR yang tepat untuk metode
analisis molekuler. Penelitian ini merupakan penelitian tahap awal dalam analisis molekuler lamun. Pengambilan sampel
lamun di Pantai Lembongan (depan Ketut Losmen) di Nusa Lembongan, Kecamatan Nusa Penida, Propinsi Bali. Metode
ekstraksi DNA yang digunakan adalah metode Doyle dan Doyle dengan modifikasi. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
lima jenis lamun yang ditemukan di Pantai Lembongan, Nusa Lembongan yaitu Cymodocea rotundata, Enhalus acoroides,
Halodule pinifolia, Thalassodendron ciliatum dan Thalassia hemprichii. Hasil ekstraksi DNA menunjukkan pita DNA dengan
ukuran besar yang disertai smear DNA. Optimasi reaksi PCR ruas rbcL dilakukan pada konsentrasi DNA 30 ng dan 50 ng.
Hasil elektroforesis produk PCR menunjukkan hasil yang lebih jelas pada konsentrasi DNA template 50ng.
Kata Kunci: Ekstraksi DNA, Lamun, Morfologi, PCR rbcL

ABSTRACT

Seagrasses in Bali are distributed on coastal areas of south east Bali coastal waters of Nusa Dua, Serangan Island,
Sanur Beach and beaches in Nusa Lembongan. In Bali, it has been reported that there are eight species of seagrasses. This
research aimed to identify seagrass species on Lembongan Beach based on morphological characters and optimize PCR
condition for molecular analysis. This research is a preliminary research on molecular method for seagrass analysis. Seagrass
sampling was conducted in Lembongan Beach (in front of Ketut’s Losmen) in Nusa Lembongan, Nusa Penida Subdistrict,
Bali Province. DNA extraction method used was the method of Doyle and Doyle with modifications. Result showed that
there are five species found in Lembongan Beach, Nusa Lembongan. These seagrass are Cymodocea rotundata, Enhalus
acoroides, Halodule pinifolia, Thalassodendron ciliatum and Thalassia hemprichii. DNA extraction resulted in high size of
DNA and smear DNA. Optimation of PCR reaction of rbcL fragment was done at DNA concentration of 30 ng and 50 ng.
The electrophoresisof PCR products showed that DNA concentration of 50 ng had thicker band than concentration of 30 ng.
Keywords: DNA extraction, Morphology, PCR rbcL, Seagrass

PENDAHULUAN

Lamun merupakan tumbuhan angiospermae yang
memiliki bunga, daun, dan rhizoma (Nontji, 1987; Nasmia,
2012). Tumbuhan lamun merupakan tumbuhan yang
produktif di laut dangkal dan bersih, tumbuhan tersebut
juga dapat tumbuh pada substrat yang berpasir, berlumpur
ataupun yang berbatu (Mann, 2000; Short and Coles,
2003). Di Indonesia terdapat 12 spesies lamun yang
tersebar di Kalimantan, Sulawesi, Jawa, Sumatra, Bali,
Nusa Tenggara, Papua, Ambon, dan Maluku Utara
(Kiswara dan Hutomo, 1985; Kuriandewa, 2009). Di Bali
dilaporkan terdapat delapan spesies lamun (Yusup dan
Asy’ari, 2010).

Penelitian lamun lebih banyak dari segi ekologi
yang meliputi kerapatan, pemetaan dan biota laut yang
berasosiasi dengan lamun. Pada umumnya identifikasi
spesies lamun dilakukan berdasarkan ciri-ciri morfologi.
Pantai di Nusa Lembongan merupakan pantai yang
ditumbuhi lamun. Berdasarkan penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Alhanif (1996) di Nusa Lembongan
terdapat 6 spesies lamun yang ditemukan di daerah
Jungutbatu.

Penggunaan penanda DNA dalam genetika
molekuler telah mampu mendeteksi gen dan sifat-sifat
tertentu, evaluasi keanekaragaman dan evolusi pada tingkat
genetik (Hoon-Lim et al., 1999). Dalam penggunaan
penanda DNA diperlukan DNA dengan kualitas yang baik.

Ekstraksi DNA dengan menggunakan metode
Doyle dan Doyle (1990) merupakan metode yang paling
umum digunakan pada tumbuhan. Modifikasi metode
banyak dilakukan untuk mendapatkan metode yang sesuai
untuk dapat mengurangi degradasi DNA. Modifikasi dari

metode yang telah ada tersebut misalnya dengan
meningkatkan konsentrasi EDTA untuk mengurangi smear
(Tenriulo dkk., 2001; Pharmawati, 2009).

Alves (2001) menyatakan ekstraksi DNA dapat
dilakukan dari bahan segar seperti daun yang masih muda
dan dapat juga dari bagian lainnya seperti bunga, akar dan
batang. Selain dari sampel yang segar ekstraksi DNA juga
dapat dilakukan dari bahan yang telah diawetkan atau yang
dikeringkan seperti misalnya dikeringkan dengan
menggunakan silika gel atau dari herbarium.

Ruas rbcL merupakan ruas pada kloroplas yang
banyak digunakan untuk identifikasi pada tumbuhan
(Moreira et al., 2000). Ruas ini diamplifikasi menggunakan
primer spesifik dengan teknik PCR. Dalam reaksi PCR,
penggunaan konsentrasi DNA yang tepat diperlukan untuk
mendapatkan hasil PCR yang jelas.

Penelitian ini Dbertujuan untuk mengetahui jenis
lamun yang terdapat di Pantai Lembongan (di depan Ketut
Losmen) Nusa Lembongan, Kecamatan Nusa Penida, Bali
dan mempelajari kondisi PCR ruas rbcL pada lamun.

MATERI DAN METODE
Pengambilan sampel dan identifikasi lamun

Sampel lamun diambil di Pantai Lembongan (di
depan Ketut Losmen) Nusa Lembongan dengan koordinat
S 8°40,1639° dan E 115°26,8788’ menggunakan metode
jelajah dan mengambil setiap spesies lamun yang berbeda
yang ditemui di lokasi.

Identifikasi spesies lamun dilakukan berdasarkan
morfologi dengan cara melihat karakteristik akar, batang
atau rhizoma, ujung daun dan bentuk daun berdasarkan
Lanyon (1985).
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Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA menggunakan metode Doyle dan
Doyle (1990) dengan modifikasi yaitu menggunakan 50
mM EDTA pada buffer ekstraksi. Daun lamun yang telah
halus dimasukkan ke dalam tabung mikro, kemudian
ditambahkan 1 ml buffer ekstraksi CTAB (100 mM
Tris/HCL, pH 8, 1.4 M NaCl, 50 mM EDTA, pH 8, 1%
Polyvinylpyrrolidone (PVP), 3% mercaptoethanol). Tabung
diinkubasi pada suhu 65°C selama 30 menit dalam
penangas air. Kemudian tabung disentrifuge pada 8.000
rom selama 10 menit, supernatan yang terbentuk
dipindahkan ke tabung mikro yang baru.

Selanjutnya ditambahkan kloroform isoamilalkohol
(CIA) dengan perbandingan 24:1 sebanyak volume
supernatan yang diambil. Kemudian di vortex selama 1
menit agar homogen, lalu disentrifuge pada 8.000 rpm
selama 10 menit. Selanjutnya lapisan atas supernatan
dipindahkan ke tabung mikro yang baru, lalu ditambahkan
isopropanol dingin sejumlah volume supernatan yang
diambil, dan diinkubasi pada suhu -20°C selama 2,5 jam.
Selanjutnya tabung disentrifuge pada 8.000 rpm selama 5
menit dan supernatan dibuang. Endapan di dasar tabung
dicuci dengan menggunakan etanol 70% dan disentrifuge
selama 5 menit. Selanjutnya endapan dikering anginkan dan
ditambahkan 50 pl air steril.

Visualisasi DNA

Visualisasi DNA dilakukan dengan elektroforesis
pada 1% gel agarosa. Pewarnaan dilakukan dengan
menambahkan etidium bromide. Sebagai pembanding
digunakan lambda DNA 50 ng dan 100 ng. Masing-masing
sampel sebanyak 3 ul selanjutnya dimasukkan ke dalam
masing—masing sumur gel, dan dielektroforesis pada
tegangan 100 volt selama 30 menit. Setelah elektroforesis
selesai, gel diangkat dan diamati pada UV transiluminator
(Bio-Rad).

PCR (Polymerase Chain Reaction)

PCR dilakukan menggunakan primer rbcL P609
dengan urutan basa 5’°GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3’
dan P610 dengan urutan basa
5’ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3' Lucas et
al. (2012). Reaksi PCR rbcL terdiri dari H,O sebanyak 39
pl, buffer PCR 1x, MgCl; 2,5 mM, dNTP 0,2 mM, Taq 1
Ul, primer P 609 0,75 mM dan primer P 610 0,75 mM.
DNA template sebanyak 30 ng dan 50 ng

Siklus termal PCR vyaitu denaturasi awal pada suhu
95°C selama 5 menit sebanyak 1x, denaturasi pada suhu
94°C selama 1 menit, annealing pada suhu 57°C selama 2
menit, pemanjangan 72°C selama 2 menit, yang diulang
35%, diikuti pemanjangan akhir 72°C selama 7 menit
sebanyak 1x dan disimpan pada suhu penyimpanan pada
suhu 4°C. Hasil PCR diamati dengan cara elektroforesis
menggunakan gel agarosa 1%.

HASIL
Identifikasi lamun

Lamun vyang ditemukan adalah lima jenis yaitu
Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata, Thalassia
hemprichii, Halodule pinifolia, dan Thalassodendron
ciliatum (Gambar 1).
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Gambar 1. Jenis-jenis lamun A. Enhalus acoroides, B. Cymodocea
rotundata, C. Thalassia hemprichii, D. Halodule
pinifolia, dan E. Thalassodendron ciliatum.

Ekstraksi DNA lamun

Ekstraksi DNA yang dilakukan menggunakan
metode Doyle dan Doyle (1990) dengan modifikasi
(Pharmawati, 2009) menghasilkan pita DNA dengan
konsentrasi DNA berkisar antara 20 ng — 300 ng. DNA
hasil ekstraksi masih terlihat smear (Gambar 2).

|
Gambar 2. Hasil elektroforesis DNA lamun A1 dan A2 DNA 50 ng dan
100 ng
Keterangan:
Cr: Cymodocea rotundata Td: Thalassodendron ciliatum

Ea: Enhalus acoroides
Hp: Halodule pinifolia
Ksg : Kosong

f : Menunjukkan DNA

Th: Thalassia hemprichii

PCR ruas rbcL

PCR menggunakan primer P609 dan P610
menggunakan konsentrasi DNA template 30 ng
menghasilkan produk PCR pada sampel Enhalus
acoroides, Halodule pinifolia, Thalassodendron ciliatum
dan Thalassia hemprichii. PCR yang dihasilkan berukuran
600 bp. Pada sampel Cymodocea rotundata tidak
dihasilkan produk PCR. Konsentrasi DNA template
kemudian dinaikkan menjadi 50 ng dan produk PCR
terlihat lebih tebal, tetapi produk PCR tetap tidak
dihasilkan pada sampel Cymodocea rotundata (Gambar 3).
Gambar A (kiri) PCR menggunakan DNA template 30 ng
dan Gambar B (kanan) menggunakan DNA template
50 ng.
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Gambar 3. Hasil elektroforesis DNA dari PCR dengan menggunakan
primer P609 dan P610 A). DNA template 30 ng, B).

DNA template 50 ng.
Keterangan:
Th2: Thalassia hemprichii Ea2: Enhalus acoroides
Td2: Thalassodendron ciliatum Cr Cymodocea
rotundata

Hp2: Halodule pinifolia

PEMBAHASAN
Identifikasi lamun secara morfologi

Terdapat lima jenis lamun yang ditemukan di
Pantai Lembongan, Nusa Lembongan, Kecamatan Nusa
Penida, Bali berdasarkan ciri morfologi. Jenis-jenis lamun
tersebut adalah Enhalus acoroides, Cymodocea rotundata,
Thalassia ~ hemprichii,  Halodule pinifolia, dan
Thalassodendron ciliatum.

Ciri morfologi dari Enhalus acoroides adalah
daunnya sangat panjang berbentuk seperti pita, tepi daun
berbentuk seperti lidi yang keras. Rhizoma tebal dan
panjang, tanpa sisik, tetapi ditutupi seperti bulu hitam
panjang (helai serat) (Lanyon, 1985). Daun mempunyai
tulang daun, terdapat dalam pasangan pelepah bonggol,
akarnya dapat menjulur ke bawah berwarna putih dan kaku
(Azkab, 1988).

Ciri morfologi dari Cymodocea rotundata adalah
memiliki rhizoma yang menjalar, memiliki sisik antar
rhizoma yang berjauhan, memiliki akar tidak bercabang
dan tidak memiliki rambut akar, tiap nodus hanya ada satu
tegakan (Mckenzie, 2008). Ujung daun berbentuk bulat
atau tumpul (Lanyon, 1985).

Ciri morfologi dari Thalassia hemprichii adalah
rhizomanya berbuku-buku, memiliki sisik rhizoma yang
berdekatan, dipermukaan akar tidak ditutupi oleh jaringan
hitam, batangnya tertutupi oleh serat-serat halus berwarna
coklat, ujung daun bulat dan kadang-kadang sedikit
bergerigi (Lanyon, 1985; Kannan et al., 1999). Jenis ini
paling banyak ditemukan, biasanya berasosiasi dengan
jenis lain dan tumbuh baik sampai kedalaman 25 meter,
pada umumnya tumbuh pada substrat yang berpasir
(Anggraini, 2008).

Ciri-ciri morfologi dari Halodule pinifolia adalah
memiliki rhizoma yang kecil, akar merayap, memiliki
banyak nodus, pada tiap nodusnya berakar tunggal dan
tidak bercabang, masing-masing nodus terdiri dari satu
tegakan, ujung daun membulat, satu tangkai daun memiliki
1 sampai 2 helai daun (Lanyon, 1985).

Thalassodendron ciliatum umumnya mendominasi
pada zona subtidal dan berasosiasi dengan terumbu karang.
Memiliki akar memanjang sering bercabang, memiliki
batang yang keras seperti kayu, rhizoma memiliki tebal
hingga 5 mm, daun berbentuk seperti sabit (pita) dan ujung
daun seperti gigi (Lanyon, 1985).

700 bp

ISSN: 2337-7224
Semtember 2015

Ekstraksi DNA, elektroforesis DNA dan elektroforesis
hasil PCR

Pada penelitian ini ekstraksi DNA dilakukan
menggunakan metode Doyle dan Doyle (1990) dengan
modifikasi. Modifikasi yang digunakan ialah memodifikasi
EDTA menjadi 50 mM. Surzycki (2000) menyatakan
bahwa dengan meningkatnya konsentrasi EDTA menjadi
50 mM berfungsi untuk melindungi DNA dari aktivitas
DNAse dengan mengikat kalsium dan magnesium sebagai
kofaktor DNAse.

Hasil ekstraksi Cymodocea rotundata tidak
menunjukkan pita DNA. Hal ini dapat terjadi karena
kurangnya bahan yang diekstraksi atau kurang
sempurnanya proses penggerusan. Dalam ekstraksi DNA,
jika digunakan sampel yang kering seperti sampel dari
herbarium atau sampel yang dikeringkan menggunakan
silika gel, maka diperlukan jumlah sampel yang lebih
banyak agar pita DNA dapat terlihat (Hidayat dan Ana,
2009)

Pada sampel lainnya, hasil ekstraksi menunjukkan
pita DNA yang cukup jelas, namun terdapat smear. Smear
dapat terjadi karena pada proses penggerusan daun tidak
menggunakan nitrogen cair sehingga enzim DNase bekerja
mendegradasi DNA (Utami dkk., 2012). Penambahan
konsentrasi EDTA untuk mencegah terjadinya fragmentasi
DNA oleh DNAse sehingga mencegah terjadinya degradasi
DNA dengan cara mengikat ion magnesium yang
merupakan kofaktor DNAse sehingga smear pada DNA
hasil ekstraksi akan berkurang sehingga pita DNA akan
terlihat jelas (Porebski et al., 1997; Surzycki 2000).

PCR ruas rbcL menghasilkan produk pada sampel
Thalassia hemprichii, Thalassodendron ciliatum, Halodule
pinifolia dan Enhalus acoroides. Sedangkan pada sampel
Cymodocea rotundata tidak menghasilkan produk PCR.
Tidak adanya produk PCR dikarenakan konsentrasi DNA
yang kurang pada reaksi PCR. Untuk memperbanyak
produk PCR, konsentrasi DNA template ditingkatkan
menjadi 50 ng. Produk PCR menggunakan DNA template
50 ng menunjukkan pita-pita DNA yang lebih tebal.

Produk PCR ruas rbcLmenghasilkan pita DNA
dengan ukuran 600 bp pada sample Thalassodendron
ciliatum, Thalassia hemprichii, Halodule pinifolia dan
Enhalus acoroides. Hal ini menunjukkan bahwa tidak
terdapat length polymorphism pada ruas rbcL. Untuk
mengamati polimorfisme, maka diperlukan proses lebih
lanjut seperti pemotongan dengan enzim restriksi (PCR-
RFLP) atau sequencing.

SIMPULAN

Jenis lamun yang ditemukan di Nusa Lembongan
dengan menggunakan metode jelajah adalah Enhalus
acoroides, Cymodocea rotundata, Halodule pinifolia,
Thalassodendron ciliatum dan Thalassia hemprichii.
Ekstraksi dengan menggunakan metode Doyle dan Doyle
(1990) dengan modifikasi dengan  meningkatkan
konsentrasi EDTA menjadi 50 mM menghasilkan pita
DNA yang cukup jelas, namun masih terdapat smear.
Reaksi PCR ruas rbcL dengan menggunakan konsentrasi
DNA template yang lebih tinggi menghasilkan produk
DNA yang terlihat lebih tebal.
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