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ABSTRAK

Tanaman kelapa sawit memiliki kandungan polisakarida dan polifenol yang tinggi. Kontaminasi
polisakarida dan polifenol menyebabkan sulitnya proses isolasi RNA dari jaringan tanaman kelapa sawit.
Penelitian ini dilakukan untuk mengoptimasi beberapa protokol isolasi RNA tanaman kelapa sawit yang efektif
dan efisien. Penelitian dilaksanakan selama tiga bulan, pada bulan Oktober-Desember 2018 di Laboratorium
Biokimia dan Biologi Molekuler, Pusat Penelitian Bioteknologi dan Bioindustri Indonesia (PPBBI), Jalan Taman
Kencana No. 1 Bogor 16128. Penelitian dilakukan dengan melaksanakan teknik isolasi RNA menggunakan tiga
protokol, yaitu modifikasi Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB), kit isolasi RNA RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen), dan kit isolasi NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel). Sampel yang digunakan adalah daun dan akar
tanaman kelapa sawit berumur kurang dari tiga bulan dengan bobot 0,1 gram dan 2,5 gram yang disesuaikan untuk
tiap protokol. Variabel yang diamati adalah konsentrasi (ng/pl), kemurnian (rasio Azso/Azso dan Azeo/Azzo), dan
pita RNA pada elektroforesis gel agarosa. Hasil penelitian menunjukkan, RNA total hasil isolasi protokol
NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel) memiliki kualitas paling tinggi. Konsentrasi RNA total daun dan akar
kelapa sawit yang didapatkan melalui protokol NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel) sebesar 338 ng/ul dan
184,4 ng/ul dengan rasio Azso/Azs0 RNA total daun dan akar kelapa sawit sebesar 2,13 dan 2,18 serta rasio
Avsol Azzo sebesar 2,09 dan 2,20. Hasil elektroforesis gel agarosa menunjukkan integritas yang bagus dari RNA
total hasil isolasiRNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dan NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel), namun terdapat
kontaminasi dan smear pada RNA total hasilisolasi CTAB modifikasi 1 dan 2.

Kata kunci: kelapa sawit, isolasi RNA, spektrofotometer, elektroforesis gel agarosa

ABSTRACT

Oil palm contains high levels of polysaccharides and polyphenols. The isolation process of RNA from oil
palm tissues is challenging due to the polysaccharides and polyphenols contamination. The aim of this study was
to optimize the effective and efficient RNA isolation protocols from oil palm tissues. The research was conducted
using three protocols such as the modification of Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB), RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen) and NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel). Samples used the leaves and roots of oil palm which
are less than three months old with sample weights of 0,1 gram and 2,5 gram which was adjusted for each
protocols. The RNA integrity including concentration (ng/pl), purity (Azso/Azso and Ageo/Azzo ratio) and quality of
RNA by the electrophoresis gel agarose were observed. The result showed that total RNA yield from the
NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel) protocol have the highest quality. Concentration of leaves and roots of
oil palm total RNA were obtained from NucleoSpin RNAPlant (Macherey-Nagel) protocol was 338 ng/ul and
184,4 ng/pul with AgeolAzgo ratio of leaves and roots of oil palm total RNA was 2,13 and 2,1 also Azso/Azzo ratio was
2,09 and 2,20. The result of agarose electrophoresis indicated good integrity of leaves and roots of oil palm total
RNA from RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) and NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-Nagel) protocols, but the
agarose electrophoresis also indacate contamination and smear of the leaves and roots of oil palm total RNA from
CTAB modification 1 and 2 protocols.

Keywords: oil palm, RNA isolation, spectrofotometer, agarose electrophoresis
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PENDAHULUAN

Ribonucleic Acid (RNA) merupakan
bahan genetik yang berperan dalam
ekspresi gen. RNA dalam genetika
molekuler Dberfungsi sebagai perantara
antara informasi yang dibawa DNA dan
ekspresi fenotipe yang diwujudkan dalam
bentuk protein. Farrel (2005) menyebutkan,
molekul RNA ada dalam bentuk polimer
panjang tidak bercabang dari gugus
ribonukleotida monofosfat yang bergabung
dengan ikatan fosfodiester. Selain itu,
molekul RNA juga bersifat tidak stabil pada
suhu tinggi, keadaan basa, serta
terdegradasi apabila disimpan dalam waktu
lama tanpa penanganan yang tepat.

Ketersediaan RNA dengan kualitas
tinggi merupakan syarat penting untuk
kloning molekuler dan studi ekspresi gen
(Liu et al., 2005; Wang et al., 2008).
Namun, sangat sulit untuk mendapatkan
RNA total dengan kualitas tinggi terutama
dari jaringan tanaman yang banyak
mengandung komponen polisakarida dan
polifenol. Sampel yang terkontaminasi oleh
polisakarida  dan polifenol akan
menyebabkan RNA terdegradasi dan
menjadi masalah pada saat analisis sekuen
RNA. Schneiderbauer et al., (1991) dan
Graham (1993) menyebutkan bahwa
molekul RNA juga dapat terdegradasi
secara enzimatik oleh RNase, sehingga
menyebabkan kualitas dan kuantitas RNA

total menjadi berkurang.
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Isolasi RNA merupakan proses
penting dengan tahapan yang cukup
panjang dan rumit, serta menggunakan
bahan kimia berbahaya seperti fenol dan
Kloroform (Xiao et al., 2012). Menurut
Suehiro et al. (2005), tahapan yang panjang
dalam proses isolasi RNA dapat
menyebabkan adanya kontaminasi,
sehingga hasil RNA total yang diperoleh
tidak sesuai. Hal tersebut mendorong
banyak peneliti untuk mengembangkan
protokol baru untuk isolasi RNA dari
beberapa jaringan tanaman yang sulit,
seperti memiliki kandungan polisakarida
dan polifenol yang tinggi (Gasic et al., 2004;
landolino et al., 2004).

Penelitian ini  dilakukan untuk
mengoptimasi beberapa protokol isolasi
RNA tanaman kelapa sawit yang efektif dan
efisien, serta menghasilkan RNA yang
berkualitas tinggi dari segi kualitas maupun
kuantitas. Protokol isolasi RNA yang
diteliti seperti Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) (Chang et al., 1993) yang
dimodifikasi, kit isolasi RNA RNeasy Plant
Mini  Kit (Qiagen), dan kit isolasi
NucleoSpin RNAPlant (Macherey-Nagel)
digunakan dalam penelitian ini dengan
menggunakan sampel daun dan akar kelapa

sawit.
METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan selama

tiga bulan, pada bulan Oktober-Desember
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2018 di Laboratorium Biokimia dan Biologi
Molekuler, Pusat Penelitian Bioteknologi
dan Bioindustri Indonesia (PPBBI), Jalan
Taman Kencana No. 1 Bogor 16128.
Bahan tanaman yang digunakan
adalah bibit tanaman kelapa sawit berumur
kurang dari tiga bulan dari kebun Pusat
Penelitian Bioteknologi dan Bioindustri
Indonesia. Sampel yang digunakan adalah
daun dan akar. Bahan kimia yang
digunakan antara lain, nitrogen cair, buffer
ekstraksi CTAB yang terdiri atas CTAB 2%,
PVP 2%, Tris HCI 100 mM pH 8, EDTA 25
mM, NaCl 2 M, B-mercaptoethanol 2%,
Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1),
Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol
(25:24:1), LiCl 10 M, buffer SSTE yang
terdiri atas NaCl 1 M, SDS 0,5%, Tris HCI
10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, buffer
ekstraksi RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen),
buffer ekstraksi NucleoSpin RNAPIlant
(Macherey-Nagel) etanol absolut, etanol
70%, RNase-free water, agarosa 1%, peq
Green, loading buffer RNA dan Kkertas
parafilm. Alat yang digunakan antara lain,
timbangan analitik, mortar dan pestel,
erlenmeyer 100 ml, aluminium foil, pipet
kaca 5 dan 10 ml, filler, tabung 1,5 ml,
tabung 2 ml dan 30 ml, spin kolom, flow-
through, autoklaf, oven, waterbath, lemari
asam, microwave, sentrifus, mikrosentrifus,
freezer,

mikropipet,  tips, kulkas,

spektrofotometer Nanodrop 2000, cetakan
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dan sisir gel, tray elektoforesis gel dan UV
transluminator.

Penelitian dilakukan dengan
melaksanakan  teknik  isolasi RNA
menggunakan tiga protokol dan dua macam
sampel. Protokol yang digunakan adalah
protokol Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) (Chang et al., 1993) yang
dimodifikasi (Martiansyah et al., 2018), kit
isolasi RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), dan
RNAPIant

(Macherey-Nagel). Sampel yang diisolasi,

kit isolasi  NucleoSpin
yaitu sampel daun dan akar kelapa sawit
dengan bobot sampel 0,1 gram dan 2,5 gram
yang disesuaikan untuk tiap
protokol.Variabel yang diamati adalah
konsentrasi (ng/pl), kemurnian (Azso/Azgo
dan A2e0/A20), dan pita RNA pada
elektroforesis gel agarosa. Analisis data
dilakukan dengan analisis hasil
spektrofotometer dan analisis elektroforesis
gel agarosa dari RNA total daun dan akar
kelapa sawit yang diperoleh. Jumlah RNA
total yang di-running dihitung dengan
250 ng

rumus : Rumus tersebut
konsentrasi ng/ul

digunakan karena rata-rata konsentrasi

RNA total daun dan akar kelapa sawit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji Kuantitas dan Kualitas RNA dengan
Spektrofotometer

Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA
total protokol CTAB modifikasi 1 disajikan
pada Tabel 1. Isolasi RNA total tanaman



kelapa sawit menggunakan protokol CTAB
modifikasi 1 menghasilkan 9 tabung berisi
RNA total dari sampel daun kelapa sawit
dan 8 tabung berisi RNA total dari sampel
akar kelapa sawit. Hasil pengujian RNA
total protokol CTAB modifikasi 1
menunjukkan bahwa, konsentrasi RNA
total daun kelapa sawit yang didapatkan
berkisar 35,2-225,4 ng/pl dengan rasio
AzeolAzg0 berkisar 1,52-1,80 dan rasio
Aze0/A230 berkisar 0,71-1,13. RNA total
akar kelapa sawit yang didapatkan memiliki
konsentrasi  berkisar 71,7-485,9 ng/ul
dengan rasio Azeo/Azso berkisar 1,87-1,95
dan rasio Azeo/A230 berkisar 1,32-1,99.
Berdasarkan hasil tersebut diketahui bahwa

RNA total daun kelapa sawit dengan
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kualitas terbaik memiliki konsentrasi
sebesar 55,3 ng/pl dengan rasio Aazeo/Azso
berkisar 1,80 dan rasio Azeo/A230 berkisar
1,13 sedangkan RNA total akar kelapa
sawit dengan kualitas terbaik memiliki
konsentrasi sebesar 345,1 ng/pl dengan
rasio Aoeo/Azeo berkisar 1,95 dan rasio
Aos0/A23o berkisar 1,99.

Isolasi RNA total tanaman kelapa
sawit menggunakan protokol CTAB
modifikasi 2 menghasilkan 8 tabung berisi
RNA total dari sampel daun kelapa sawit
dan 7 tabung berisi RNA total dari sampel
akar kelapa sawit. Hasil uji kuantitas dan
kualitas RNA total protokol CTAB
modifikasi 2 disajikan pada Tabel 2.

Tabel 1. Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA total protokol CTAB modifikasi 1

Sampel Konsentrasi (ng/ul) Aoe0/ A2so Ao60/A230
Daun 1 55,30 1,80 1,13
Daun 2 101,80 1,69 0,87
Daun 3 163,20 1,58 0,85
Daun 4 71,20 1,52 0,81
Daun 5 71,30 1,66 0,82
Daun 6 166,70 1,63 0,69
Daun 7 225,40 1,70 0,89
Daun 8 202,60 1,67 0,81
Daun 9 35,20 1,64 0,71
Akar 1 140,70 1,91 1,75
Akar 2 112,40 1,92 1,79
Akar 3 71,70 1,92 1,65
Akar 4 345,10 1,95 1,99
Akar 5 485,90 1,87 2,02
Akar 6 83,60 1,93 1,32
Akar 7 217,10 1,94 1,87
Akar 8 344,40 1,91 1,99
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Tabel 2. Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA total protokol CTAB modifikasi 2

Sampel Konsentrasi (ng/ul) Az60/A2g0 Aze0/A230
Daun 1 127,70 1,86 1,68
Daun 2 323,60 1,94 2,04
Daun 3 43,20 1,82 1,56
Daun 4 112,00 1,88 1,98
Daun 5 30,90 1,79 1,62
Daun 6 34,60 1,74 1,26
Daun 7 23,80 1,67 1,08
Daun 8 50,00 1,87 1,75
Akar 1 121,10 1,83 1,85
Akar 2 2650,10 1,90 2,13
Akar 3 26,00 2,02 151
Akar 4 76,50 1,80 1,54
Akar 5 177,20 1,82 1,83
Akar 6 204,10 1,86 1,64
Akar 7 185,70 1,81 1,93

Hasil pengujian RNA total protokol
CTAB modifikasi 2 menunjukkan bahwa,
konsentrasi RNA total daun kelapa sawit
yang didapatkan berkisar 23,8-323,6 ng/ul
dengan rasio Azeo/Azso0 berkisar 1,67-1,94
dan rasio Azeo/Az20 berkisar 1,08-2,04.
RNA total akar kelapa sawit yang
didapatkan memiliki konsentrasi berkisar
26-2650,1 ng/ul dengan rasio Aazeo/Azso
berkisar 1,80-2,02 dan rasio Azso/A230
berkisar 1,26-2,13.
tersebut diketahui bahwa RNA total daun

Berdasarkan hasil

kelapa sawit dengan kualitas terbaik
memiliki konsentrasi sebesar 323,6 ng/ul
dengan rasio Azeo/Azso berkisar 1,94 dan
rasio Azeo/A230 berkisar 2,04 sedangkan
RNA total akar kelapa sawit dengan
kualitas terbaik memiliki konsentrasi

sebesar 2650,1 ng/ul dengan rasio Azso/ Azso
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berkisar 1,90 dan rasio Azeo/A230 berkisar
2,13.

Nilai rasio Azso/A2s0 RNA total daun
dan akar kelapa sawit hasil isolasi protokol
CTAB modifikasi 1 dan 2 yang kurang dari
1,80 menunjukkan adanya kontaminasi
protein. Gallagher (1989) menyatakan
bahwa, nilai rasio Azeo/A2s0 yang kurang
dari 1,80 untuk RNA mengindikasikan
adanya kontaminan protein dan fenol yang
diserap kuat pada panjang gelombang 280
nm, serta DNA yang diserap kuat pada
panjang gelombang 260 nm. Nilai rasio
Aze0/A230 RNA total daun dan akar kelapa
CTAB
modifikasi 1 dan 2 yang kurang dari 1,80

sawit hasil isolasi protokol

menunjukkan adanya kontaminasi
polisakarida dan residu organik lain.
Menurut Rapley dan Heptinstall (1998)

polisakarida terserap kuat pada panjang



gelombang 230 nm, sedangkan menurut
Teare et al. (1997) absorbansi tinggi pada
panjang gelombang 230 nm
mengindikasikan adanya garam buffer,
pelarut dan kontaminan lain.

Rendahnya kemurnian RNA total
hasil isolasi tersebut dikarenakan protokol
CTAB modifikasi 1 dan 2 merupakan
protokol isolasi RNA manual. Menurut
Sambrook et al. (1989), protokol manual
tidak cukup sensitif dan tidak spesifik untuk
untai  tunggal RNA, serta rentan
terpengaruh oleh adanya kontaminan pada
sampel.

Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA
total dari sampel daun dan akar kelapa sawit
protokol RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
disajikan pada Tabel 3. Hasil pengujian
RNA total protokol RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) menunjukkan bahwa, konsentrasi
RNA total daun kelapa sawit yang
didapatkan sebesar 85,4 ng/pl dengan rasio
Az60/A2g0 Sebesar 2,11 dan rasio Azeo/A230
sebesar 1,69. RNA total akar kelapa sawit
yang didapatkan memiliki konsentrasi
sebesar 67,8 ng/pl dengan rasio Azeso/Azso
sebesar 2,19 dan rasio Azeo/Azs0 Sebesar
1,34.

Nilai rasio Azso/A2s0 RNA total daun

dan akar kelapa sawit hasil isolasi protokol
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RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) yang lebih
dari 2,0 menunjukkan RNA total yang
murni, sedangkan nilai rasio Azso/A230 RNA
total daun dan akar kelapa sawit yang
kurang dari 1,80 menunjukkan adanya
kontaminasi  polisakarida. Nilai rasio
Azs0/A2g0 RNA total daun dan akar kelapa
sawit yang lebih dari 2,0 menunjukkan
bahwa RNA total tersebut murni dan tidak
terkontaminasi oleh protein, fenol, maupun
DNA genom. Hal tersebut dikarenakan
protokol RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
menggunakan buffer RLT yang
mengandung guanidin thiosianat. Farrel
(2005) menyebutkan bahwa, guanidin
thiosianat mampu mendenaturasi protein
dan merubah struktur tersier molekul
RNase sehingga menghambat daya rusak
protein terhadap RNA. Selain itu menurut
Qiagen (2006), guanidin thiosianat yang
terkandung dalam buffer RLT berfungsi
untuk  menonaktifkan enzim  RNase
sehingga menghasilkan isolat RNA utuh
(tidak  terdegradasi) dan mampu
menghancurkan serta melarutkan  sel
dengan cepat sehingga membuat RNA larut.
Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA
total dari sampel daun dan akar kelapa sawit
protokol NucleoSpin RNAPIant (Macherey-
Nagel) disajikan pada Tabel 4.

Tabel 3. Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA total protokol RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

Sampel Konsentrasi (ng/ul) Az60/A2go Az60/A230
Daun 85,40 2,11 1,69
Akar 67,80 2,19 1,34
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Tabel 4. Hasil uji kuantitas dan kualitas RNA total protokol NucleoSpin RNAPlant (Macherey-

Nagel)

Sampel Konsentrasi (ng/ul) Aze0/ A2go Az60/A230
Daun 338,00 2,13 2,09
Akar 184,40 2,18 2,20

Hasil pengujian RNA total protokol
RNAPIlant(Macherey-Nagel)

menunjukkan bahwa, konsentrasi RNA

NucleoSpin

total daun kelapa sawit yang didapatkan
sebesar 338 ng/ul dengan rasio Azeso/Azso
sebesar 2,13 dan rasio Azeo/A230 sebesar
2,09. RNA total akar kelapa sawit yang
didapatkan memiliki konsentrasi sebesar
184,4 ng/ul dengan rasio Azso/Azeo sebesar
2,18 dan rasio Azeo/A230 sebesar 2,20.

Nilai rasio Azso/Azs0 RNA total daun
dan akar kelapa sawit yang lebih dari 2,0
menunjukkan bahwa RNA total tersebut
murni dan tidak terkontaminasi oleh protein,
fenol, maupun DNA genom sedangkan nilai
rasio Azeo/A230 RNA total daun dan akar
kelapa sawit yang lebih dari 2,0
menunjukkan bahwa RNA total tersebut
murni dan tidak terkontaminasi oleh
polisakarida. RNA total tersebut didapatkan
menggunakan buffer RAP yang
mengandung guanidin hidroklodia dari
NucleoSpin RNAPlant (Macherey-Nagel).
Qiagen (2006) menjelaskan, guanidin
hidroklorida
denaturasi dan homogenisasi sel yang lebih

memiliki kemampuan

rendah dibandingkan dengan guanidin

thiosianat. Namun, hasil yang didapat dari

penelitian ini menunjukkan bahwa guanidin
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hidroklorida yang terkandung dalam buffer
RAP menghasilkan RNA total berkualitas
tinggi. Hal tersebut dikarenakan menurut
Macherey-Nagel  (2006),
RNAPlant kit didesain khusus untuk

NucleoSpin

mendapatkan RNA berkualitas tinggi dan
efektif untuk menghilangkan kontaminasi
DNA selama proses purifikasi pada sampel
tanaman dan jamur. NucleoSpin RNAPIlant
kit memiliki spin column yang mengandung
DNase sehingga sangat sensitif untuk
mendeteksi  dan
kontaminan DNA

mereduksi  adanya

Berdasarkan hasil uji kuantitas RNA
total dari keempat metode tersebut
diketahui bahwa, RNA total hasil isolasi
RNAPlant kit
memberikan hasil RNA total dengan

protokol  NucleoSpin
kuantitas tinggi serta nilai rasio Azeo/Azso
dan  Azeo/A2z0 yang paling baik
dibandingkan dengan RNA total hasil
isolasi protokol Cetyl Trimethyl Ammonium
Bromide (CTAB) (Chang et al., 1993)
modifikasi 1 dan 2 maupun Kit isolasi
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Uji Kuantitas dan Kualitas RNA dengan
Elektroforesis Gel Agarosa

Protokol isolasi RNA yang berhasil
dapat dinilai berdasarkan kualitas RNA

yang diketahui melalui elektroforesis gel



agarosa. Hasil elektroforesis RNA total
melalui  elektroforesis gel  agarosa
menunjukkan dua buah pita (Gambar 1 dan

Gambar 2). Rapley dan Heptinstall (1998)

DNA

Polisakarida
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menjelaskan dua pita tersebut merupakan
RNA ribosomal (rRNA), yaitu 18S rRNA
dan 28S rRNA yang merupakan komponen
terbanyak dalam RNA total.

»28S fRNA
»18S fRNA

Gambar 1. Hasil elektroforeis RNA total daun kelapa sawit (a) protokol CTAB modifikasi 1;
(b) protokol CTAB modifikasi 2; (c) protokol RNeasy Plant Mini Kit; (d) protokol

NucleoSpin RNAPIant.

Polisakarida «

»28S rRNA
»18S rRNA

Gambar 2. Hasil elektroforeis RNA total akar kelapa sawit (a) protokol CTAB modifikasi 1;
(b) protokol CTAB modifikasi 2; (c) protokol RNeasy Plant Mini Kit; (d) protokol

NucleoSpin RNAPIant.

Kosentrasi RNA total akar kelapa
sawit (Gambar 2) lajur a adalah 485,9 ng/pl,
lajur b adalah 177,2 ng/ul, lajur ¢ adalah
67,8 ng/ul dan lajur d adalah 184,4 ng/ul.
RNA total akar kelapa sawit yang di-
running pada lajur a sebanyak 1 pl, lajur b
sebanyak 1,4 ul, lajur c sebanyak 3,6 pl dan
lajur d sebanyak 1,3 pl.

Hasil uji kualitas RNA dengan
elektroforesis gel agarosa menunjukkan
adanya perbedaan intensitas fluoresensi pita
RNA total yang diperoleh dari tiap protokol

isolasi yang digunakan. Menurut Amanda
dan Imam (2015), perbedaan intensitas
fluoresensi pita RNA total pada gel
elektroforesis disebabkan oleh adanya
perbedaan jumlah RNA total yang
dimasukkan ke dalam gel. Selain itu, hasil
elektroforesis juga menunjukkan
fluoresensi pita yang tidak terlalu jelas. Hal
ini kemungkinan disebabkan oleh terlalu
sedikitnya volume RNA total yang di-
running, karena jumlah RNA total yang

dapat dimasukkan ke dalam gel menurut
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Farrell (2005) sebanyak 15.000-20.000 ng.
Namun, pada penelitian Amanda dan Imam
(2015) jumlah RNA total sebanyak 620-
2.620 ng vyang diperoleh telah dapat
memberikan visualisasi hasil yang jelas.
Hasil elektroforesis gel agarosa 1%
menunjukkan bahwa, RNA total daun
kelapa sawit masih terdapat kontaminasi
protein atau DNA dan polisakarida pada
lajur a dan b yang merupakan RNA total
hasil isolasi protokol CTAB modifikasi 1
dan 2, namun tidak dijumpai kontaminasi
protein/DNA dan polisakarida pada lajur ¢
dan d yang merupakan RNA total hasil
isolasi protokol RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) dan
RNAPIlant(Macherey-Nagel) (Gambar 1).
Hasil elektroforesis RNA total akar kelapa

protokol  NucleoSpin

sawit menunjukkan bahwa, masih terdapat
kontaminasi polisakarida pada lajur b yang
merupakan RNA total hasil isolasi protokol
CTAB modifikasi 2, namun tidak dijumpai
kontaminasi protein/DNA dan polisakarida
pada lajur a, ¢ dan d yang merupakan RNA
protokol CTAB
modifikasi 1, RNeasy Plant Mini Kit

total hasil isolasi

(Qiagen) dan
RNAPIlant(Macherey-Nagel) (Gambar 2).
Kontaminasi yang terjadi pada RNA

protokol  NucleoSpin

total daun dan akar kelapa sawit hasil isolasi
protokol CTAB modifikasi 1 dan 2
dikarenakan menurut Sambrook et al. (1989)
protokol CTAB merupakan protokol isolasi

RNA manual yang tidak cukup sensitif dan
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tidak spesifik untuk untai tunggal RNA,
sehingga memungkinkan  terdapatnya
kontaminan pada sampel selama proses
isolasi. RNA total tanpa kontaminasi pada
hasil elektroforesis protokol RNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) dan protokol NucleoSpin
RNAPIlant(Macherey-Nagel) dikarenakan
oleh penggunaan buffer guanidin thiosianat
dan buffer guanidin hidroklorida yang
mampu mendenaturasi protein sehingga
mencegah adanya kontaminan.

Hasil elektroforesis RNA total daun
dan akar kelapa sawit yang diperoleh dari
protokol CTAB modifikasi 1 dan 2
menunjukkan adanya smear. Menurut Xiao
et al. (2012) protokol CTAB merupakan
protokol isolasi RNA yang prosesnya
membutuhkan waktu lama sehingga RNA
dapat mengalami degradasi selama proses
isolasi. Xiao et al. (2012) dan Tattersall et
al. (2005) juga menyebutkan bahwa,
protokol isolasi RNA seperti CTAB, kit
Tiangen RNAplant dan kit Invitrogen
TRIZOL tidak cocok digunakan untuk
mengisolasi RNA dari jaringan tanaman
berfamili Palmaceae karena tingginya
kandungan polisakarida dan polifenolik
pada bagian membran sel, sehingga
menyebabkan terjadinya degradasi RNA
dan kontaminasi DNA.

Smear tipis RNA total akar hasil
isolasi protokol CTAB modifikasi 1 dan 2
juga menunjukkan adanya komponen RNA

yang lain seperti, mMRNA dan tRNA. Farrell



(2005) menjelaskan, komponen mRNA dan
tRNA ada dalam jumlah yang sangat sedikit
sehingga terlihat sebagai smear tipis di
bawah pita 18S rRNA sampai mendekati
bagian akhir gel. Menurut Bryant &
Manning (1998), smear yang terjadi
sepanjang jalur migrasi RNA tersebut juga
menunjukkan degradasi akibat kontaminasi
RNase selama proses isolasi.

Berdasarkan hasil  elektroforesis
tersebut diketahui bahwa, pita RNA total
hasil isolasi protokol RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) dan NucleoSpin  RNAPIlant
(Macherey-Nagel) memiliki integritas yang
baik. Integritas dari pita RNA tersebut
menunjukkan keutuhan RNA total yang
tidak terdegradasi dan terkontaminasi
protein dan polisakarida. Oleh karena itu,
RNA total daun dan akar kelapa sawit yang
didapat dari protokol RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) dan NucleoSpin  RNAPIlant
(Macherey-Nagel) memiliki kualitas yang
paling baik dibandingkan dengan RNA total
hasil isolasi protokol Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB) (Chang et al.,
1993) modifikasi 1 dan 2.

KESIMPULAN

RNA total hasil isolasi protokol
NucleoSpin RNAPlant (Macherey-Nagel)
memiliki kuantitas dan kualitas yang paling
tinggi dibandingkan RNA total hasil isolasi
protokol CTAB modifikasi 1 dan 2 serta
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).
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Konsentrasi RNA total daun dan akar
kelapa sawit yang didapatkan melalui
protokol NucleoSpin RNAPIlant (Macherey-
Nagel) sebesar 338 ng/ul dan 184,4 ng/ul
dengan rasio Azeo/A2s0 RNA total daun dan
akar kelapa sawit sebesar 2,13 dan 2,18

serta rasio Azso/A230 sebesar 2,09 dan 2,20.
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