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A B S T R A C T  

Chili pepper is an agricultural commodity having high economic value. The production and supply of chili pepper frequently did not match 
the increased demand; it caused the market price fluctuated. It is important to create new varieties of chili pepper with high production 
trait to overcome the scarcity. Therefore the plant breeding activities for chili pepper should be done intensively in both conventional and 
molecular-based to obtain varieties of chili pepper with expected qualities. In molecular breeding, DNA extraction is the crucial steps of the 
process. If extracted DNA has an excellent quality and quantity,  the next processes normally could be completed with the high-quality result. 
To date, most methods of DNA extraction used liquid nitrogen to destroy the tough carbohydrates of plant tissue. Liquid nitrogen is nitrogen 
gas in a fluid state which quite difficult to be distributed to the remote laboratory wit no available storage facility. This study aimed to obtain 
a modified DNA extraction method, in particular for chili pepper, which capable to produce DNA with high quality and quantity without 
using liquid nitrogen. The sample used consisted of eight F2 plants including their hybrid-parental of the Kencana and the 0207. This 
research applied modified Doyle and Doyle method for extraction. Modification of extraction buffer is done through the addition of the 1% 
(w/v) PVP (Polyvinylpyrrolidone) and 0.2% (v/v) β-mercaptoethanol. The results showed that the DNA extracted using this method has good 
quality and quantity, capable of being amplified by using SSR (Simple Sequence Repeat) primer and could be digested by restriction enzyme 
EcoRI. Besides, this method can reduce dependence on the use of liquid nitrogen, in particular for remote laboratories with no available 
storage facility. 
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P E N D A H U L U A N  

Cabai (Capsicum annuum L.) merupakan salah satu 
tanaman hortikultura yang memiliki nilai ekonomi 
tinggi. Meningkatnya angka permintaan cabai 
seringkali tidak diimbangi dengan ketersediaan 
produk, sehingga membuat harga cabai cenderung 
fluktuatif di pasaran (Irawan, 2007). Salah satu cara 
untuk meningkatkan produksi cabai adalah melalui 
perakitan varietas unggul baru (Syukur et al., 2010). 
Oleh karena itu kegiatan pemuliaan tanaman cabai 
perlu dilakukan secara intensif baik secara 
konvensional maupun berbasis molekuler untuk 
memperoleh varietas unggul cabai dengan sifat sesuai 
dengan yang diharapkan.  

Dalam kegiatan pemuliaan berbasis molekuler, 
ekstraksi DNA merupakan tahap yang sangat penting 
dan menentukan tahapan selanjutnya (Fulton et al., 
1995). Diperlukan DNA dengan kualitas dan kuantitas 
yang memadai untuk kegiatan berbasis molekuler 
seperti Polymerase Chain Reaction (PCR), Southern 
blotting, konstruksi pustaka genomik, hingga 
sekuensing (Ibrahim, 2010). Kehadiran senyawa 
kontaminan seperti polisakarida dan polifenolyang 
ikut terekstraksi seringkali menghambat kerja enzim 
tertentu sehingga harus dihindari (Hoarau et al., 2007). 
Oleh karena itu dibutuhkan metode ekstraksi yang 
mampu menghasilkan DNA dengan kuantitas dan 
kualitas yang baik. 

Cabai merupakan salah satu tanaman yang 
memiliki kandungan polisakarida pada daun cukup 
tinggi (Prince et al., 1997) dan lokasi penanamannya 

yang cukup jauh dari kota seringkali membuat sampel 
daun tanaman ini terdegradasi selama perjalanan 
(Ogunkanmi et al., 2008). Selama ini metode ekstraksi 
DNA yang dikembangkan umumnya menggunakan 
nitrogen cair untuk menghancurkan dinding sel 
tanaman dan menonaktifkan komponen kimiawi sel 
tertentu (Sharma et al., 2010). Kelemahan penggunaan 
nitrogen cair akan muncul bila lokasi penelitian jauh 
dari kota sehingga nitrogen cair sulit diperoleh 
(Dhakshanamoorthy and Selvaraj, 2009). Selain itu 
menurut Ahmed et al. (2009) nitrogen cair merupakan 
komponen yang tidak aman sehingga memerlukan 
penyimpanan khusus. Tujuan penelitian ini adalah 
untuk memperoleh metode ekstraksi DNA cabai yang 
memiliki kuantitas dan kualitas yang baik melalui 
modifikasi bufer ekstraksi tanpa menggunakan 
nitrogen cair.  

M E T O D E  

Materi Genetik. Bahan tanaman yang digunakan terdiri atas 
sepuluh genotipe cabai yang terdiri atas delapan tanaman F2 
hasil persilangan antara varietas Kencana dengan galur 
0207, beserta kedua tetua tersebut yang ditanam di kebun 
percobaan Balitsa di Lembang, Jawa Barat. Bagian yang 
diambil berupa daun dari tanaman yang telah berumur 
sekitar 8 bulan. Sampel daun dipanen pada bulan Januari 
2016 dan telah mengalami penyimpanan di lemari pendingin 
bersuhu -50°C selama hampir enam bulan. 

Bufer Ekstraksi. Ekstraksi DNA dilakukan dengan 
menggunakan metode Doyle & Doyle (1990) yang 
dimodifikasi. Modifikasi dilakukan melalui penambahan 
senyawa PVP (Polyvinylpyrrolidone) dan β-merkaptoetanol. 
Bahan-bahan untuk pembuatan bufer ekstraksi terdiri atas 
2% (w/v) CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide), 100 
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mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, dan 1% 
(w/v) PVP. Senyawa PVP baru ditambahkan ke dalam bufer 
saat kegiatan ekstraksi akan dilakukan, sementara senyawa 
β-merkaptoetanol tidak dicampurkan ke dalam bufer 
ekstraksi secara langsung namun ditambahkan sendiri 
karena sifatnya yang berbahaya dan baunya yang menyengat. 
Bufer ekstraksi dipanaskan terlebih dahulu pada suhu 60°C 
sambil distirer untuk memudahkan homogenasi komponen, 
kemudian didinginkan di es selama 10 menit sebelum 
digunakan. 

Metode Ekstraksi. Sebanyak 200 mg daun cabai 
dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf 2 ml yang telah 
diautoklaf. Selanjutnya dilakukan penambahan bufer 
ekstraksi yang telah didinginkan sebanyak 200 µl lalu sampel 
digerus dengan alat blue pestle hingga lumat. Selanjutnya 
bufer ekstraksi ditambahkan kembali ke dalam sampel 
tersebut hingga volumenya tepat menjadi 1 ml. Sampel yang 
telah digerus lalu disimpan dalam es sambil menunggu 
sampel-sampel lainnya selesai digerus. Selanjutnya 
dilakukan penambahan RNAse A (10 mg/ml) sebanyak 5 µl 
pada tiap sampel. Sampel kemudian dibolak-balik hingga 
tercampur merata lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 
menit. Selanjutnya dilakukan penambahan β-merkaptoetanol 
sebanyak 2 µl/sampel, kemudian dibolak-balik hingga 
tercampur merata. 

Sampel kemudian diinkubasi pada suhu 65°C di dalam 
water bath (ThermoScientific, USA) selama 30 menit dan 
dihomogenkan dengan cara dibolak-balik setiap 10 menit. 
Setelah diinkubasi sampel didinginkan terlebih dahulu pada 
suhu ruang selama 3 menit, diikuti penambahan larutan fenol 
: kloroform (1 : 1) ke dalam tiap sampel sebanyak 1 kali 
volume buffer ekstraksi. Campuran lalu dihomogenkan 
dengan cara dibolak-balik selama 3 menit hingga merata. 
Setelah itu campuran disentrifugasi pada kecepatan 12.000 
rpm selama 10 menit pada suhu 25°C. Supernatan yang 
terbentuk lalu dipindahkan ke tabung Eppendorf baru. 
Selanjutnya dilakukan penambahan larutan kloroform 
sebanyak 1 kali volume supernatan. Campuran lalu 
disentrifugasi kembali pada kecepatan 12.000 rpm selama 10 
menit pada suhu 25°C. Supernatan yang terbentuk lalu 
dipindahkan ke tabung Eppendorf baru. Selanjutnya 
dilakukan penambahan natrium asetat 3M pH 5.2 sebanyak 
1/10 kali volume supernatan diikuti penambahan 
isopropanol sebanyak satu kali volume supernatan. 
Campuran kemudian dibolak-balik secara perlahan lalu 
didiamkan pada suhu ruang selama 15 menit.  

Campuran lalu disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 
rpm selama 10 menit pada suhu 25°C. Supernatan kemudian 
dibuang dan pelet DNA yang terbentuk lalu dicuci dengan 
larutan 70% etanol sebanyak 500 µl. Selanjutnya dilakukan 
sentrifugasi selama 5 menit pada kecepatan 12.000 rpm suhu 
25°C. Supernatan kemudian dibuang dan pelet yang 
terbentuk kemudian dikeringanginkan untuk 
menghilangkan sisa-sisa etanol. Pelet yang telah kering lalu 
dilarutkan dalam 100 µl larutan TE (10 mM Tris pH 8.0 dan 1 
mM EDTA) dan larutan DNA stok kemudian disimpan pada 
suhu -20°C hingga siap digunakan. 

Uji Kuantitatif dan Kualitatif DNA Cabai. Larutan DNA 
stok cabai yang diperoleh dari hasil ekstraksi lalu diuji secara 
kuantitatif dan kualitatif. Uji kuantitatif dilakukan 
menggunakan alat berupa NanoDrop Spektrofotometer 
(ThermoScientific, USA) sedangkan uji kualitatif dilakukan 
dengan teknik elektroforesis pada gel agarose 1% pada 
tangki berisi buffer 1x TAE (Tris-Acetate-EDTA), dengan 
tegangan 90 volt selama 30 menit. Hasil elektroforesis 
kemudian diamati di dalam alat UV TransIlluminator (UVP, 
UK). 

Amplifikasi DNA. Tiap sampel diamplifikasi dalam total 
reaksi 10 µl mengandung 10 ng DNA template sebanyak 1 µl; 
KAPA 2G FastReadyMix (KapaBiosystems, USA) sebanyak 5 
µl; primer Forward dan Reverse dengan konsentrasi 10 µM 
masing-masing sebanyak 0.5 µl, dan ddH2O steril. Amplifikasi 
dilakukan dengan menggunakan dua pasang primer SSR 
yaitu CaSSRBio 6.2 dan CaSSRBio 10.2 yang didisain berbasis 
genom cabai. Urutan sikuen forward primer CaSSRBio 6.2 
adalah 5’-TGAGAGGTTGAAGAGAAATTGA-3’ urutan sikuen 
reverse adalah 5’-CTTCTTCTCCTTTTTCGTCTT-3’. Sedangkan 
urutan sikuen forward primer CaSSRBio 10.2 adalah 5’-
ACGAACAAGAAAAACACGATA-3’ sedangkan urutan sikuen 
reverse adalah 5’-CATTATACTCGCCTGTCACTT-3’. 

Reaksi PCR dilakukan dalam mesin PCR T1 Thermocycler 
(Biometra, Germany) dengan profil PCR sebagai berikut: 
denaturasi awal dilakukan pada suhu 95°C selama 3 menit, 
diikuti oleh sebanyak 35 siklus proses denaturasi pada suhu 
95°C selama 15 detik, annealing (tahap penempelan primer) 
pada suhu 55°C selama 15 detik, dan elongation (tahap 
perpanjangan basa) pada suhu 72°C selama 15 detik. Reaksi 
PCR diakhiri dengan siklus final extension (tahap akhir 
perpanjangan basa) pada suhu 72°C selama 1 menit. Hasil 
PCR kemudian dielektroforesis pada gel agarose 1% pada 
tangki berisi buffer 1x TAE, dengan tegangan 90 volt selama 
35 menit. 

Pemotongan DNA dengan Enzim Restriksi. Kemampuan 
DNA cabai hasil ekstraksi untuk digunakan dalam teknik 
hibridisasi diuji dengan menggunakan enzim restriksi. 
Reaksi pemotongan dilakukan dengan mereaksikan 1 µg DNA 
dengan 2 µl 10x buffer enzim restriksi (NEB, UK) dan 1 µl 
enzim EcoRI (20.000 U/ml)(NEB, UK) dengan total reaksi 20 
µl. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 6,5 
jam. Hasil pemotongan kemudian dielektroforesis pada gel 
agarose 1%. 

H A S I L  D A N  P E M B A H A S A N  

Prinsip dasar ekstraksi DNA adalah menghancurkan 
dinding dan membran sel tanaman lalu mengeluarkan 
DNA yang terdapat dalam nukleus tanpa menyebabkan 
kerusakan pada DNA tersebut (Sharma et al. 2010). 
Sementara menurut Chi et al. (2009), secara umum 
proses ekstraksi DNA dibagi menjadi beberapa tahap 
yaitu persiapan materi yang akan digunakan, proses 
penghancuran sel, penghilangan senyawa kontaminan, 
dan pengumpulan DNA. Menurut Ogunkanmi et al. 
(2011) DNA yang diekstrak harus terbebas dari 
senyawa kontaminan seperti polisakarida, polifenol, 
dan tanin yang seringkali ikut terbawa dan dapat 
menghambat kerja beberapa enzim dalam kegiatan 
molekuler. 

Pada penelitian ini terdapat beberapa modifikasi 
dari metode CTAB yang dikembangkan oleh Doyle & 
Doyle (1990). Modifikasi tersebut antara lain berupa 
penambahan senyawa PVP dan β-merkaptoetanol 
pada bufer ekstraksi. Menurut Bintang (2010) CTAB 
merupakan detejen kationik yang bersifat 
menghancurkan sel, mengurai protein, dan 
memisahkan karbohidrat dari asam nukleat. Menurut 
Li et al. (2011) selama proses penghancuran jaringan, 
senyawa polifenol yang berasal dari vakuola akan 
teroksidasi dan berikatan secara kovalen dengan 
protein dan asam nukleat, menghasilkan warna coklat 
pada larutan DNA yang diekstraksi. Oleh karena itu 
senyawa antioksidan seperti PVP, β-merkaptoetanol, 
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Bovine Serum Albumin, dan sodium azida sering 
ditambahkan untuk menghambat proses oksidasi dan 
mengurangi timbulnya warna coklat pada DNA (Zidani 
et al., 2005). 

Menurut Križman et al. (2006) senyawa PVP akan 
berikatan dengan polifenol dan mencegahnya 
berikatan dengan DNA. Sementara itu senyawa β-
merkaptoetanol selain berperan sebagai antioksidan 
juga berperan dalam mendegradasi protein (Varma et 
al. 2007). Senyawa tersebut akan membantu mengurai 
ikatan sulfat pada struktur protein sehingga protein 
dapat dieliminasi dengan mudah (Mornkham et al. 
2012). Efektivitas penggunaan senyawa PVP dan β-
merkaptoetanol telah dilaporkan antara lain pada 
proses ekstraksi DNA kunyit dan jahe (Syamkumar et 
al. 2003); suweg, singkong, ubi jalar, dan talas (Sharma 
et al. 2008), serta pisang (Shankar et al. 2011). 

Selain menggunakan β-merkaptoetanol proses 
eliminasi protein juga dilakukan melalui penambahan 
pelarut organik fenol atau kloroform (Zidani et al., 
2015). Menurut Bintang (2010), pelarut tersebut 
berfungsi menggumpalkan protein yang setelah 
disentrifugasi akan akan mengendap di fase antara, 
sementara DNA berada pada fase air di lapisan atas. 
Selanjutnya DNA yang berada di fase air (supernatan) 
dan telah terbebas dari protein lalu dipindahkan pada 
tabung baru dan diberi garam natrium asetat. Menurut 
Varma et al. (2007) penambahan garam dengan 
konsentrasi tinggi akan meningkatan kelarutan 
senyawa polisakarida pada alkohol sehingga 
polisakarida tidak akan mengendap bersama DNA saat 
disentrifugasi. Selain natrium asetat, garam lain yang 
biasa digunakan pada proses ekstraksi DNA adalah 
NaCl (Fang et al. 1992; Lodhi et al. 1994) dan 
ammonium asetat (Mӧller et al. 1992; Singh & Kumar 
2012). 

Tabel 1. Hasil Uji Kuantitatif DNA Cabai dengan Alat 
NanoDrop Spektrofotometer 

No. Sampel Konsentrasi DNA (ng/µl) A260/A280 
1. Kencana 669,6 2,4 
2. 0207 1.336,9 2,2 
3. F2 No. 19 498,7 2,2 
4. F2 No. 30 378,7 2,4 
5. F2 No. 44 531,4 2,2 
6. F2 No. 53 227,0 2,2 
7. F2 No. 71 529,3 2,3 
8. F2 No. 83 751,3 2,2 
9. F2 No. 131 231,0 2,7 

10. F2 No. 135 293,7 2,1 

Hasil uji kuantitatif dengan alat Nanodrop 
Spektrofotometer menunjukkan bahwa DNA cabai 
yang diekstraksi pada penelitian ini memiliki kisaran 
konsentrasi dari 227 ng/µlpada sampel F2 No. 53 
hingga 1.336,9 ng/µl pada sampel 0207 (Tabel 1). 
Secara umum konsentrasi DNA yang diperoleh pada 
metode ini telah mencukupi untuk digunakan dalam 
kegiatan PCR. Menurut rekomendasi KapaBiosystems 
(2014) konsentrasi DNA templateyang dibutuhkan 
untuk kegiatan PCR berkisar antara 10–100 ng/µl.  

Hasil pengukuran Nanodrop menunjukkan bahwa 
nilai perbandingan A260/A280 sampel cabai pada 
penelitian ini berkisar dari 2.1 hingga 2.7 (Tabel 1). 
Menurut Healey et al. (2014) untuk kegiatan molekuler 
berbasis NGS (Next Generation Sequencing) dibutuhkan 
DNA dengan perbandingan A260/A280antara 1,8–2,0. 
DNA yang memiliki nilai perbandingan A260/A280 
kurang dari 1.8 menunjukkan adanya kontaminan 
fenol atau senyawa lain yang ikut terbawa selama 
proses ekstraksi berlangsung sedangkan DNA yang 
memiliki nilai perbandinganlebih 2.0 tidak 
menunjukkan adanya kontaminan yang terbawa 
(ThermoScientific, 2011). 

 

Gambar 1. (A). Hasil Ekstraksi DNA Genomik Cabai pada gel 
Agarose 1%, (B). Hasil pemotongan DNA cabai dengan 

enzim EcoRI pada gel Agarose 1% . Urutan sampel seperti 
tercantum pada Tabel 1. 

 

Gambar 2. Hasil Amplifikasi DNA Cabai dengan Primer 
CaSSRbio 6.2 dan CaSSRBio 10.2 pada Gel Agarose 1% . 

Keterangan: M: DNA Ladder 100bp. Urutan sampel seperti 
tercantum pada Tabel 1. 
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Sementara itu hasil uji kualitatif dengan 
menggunakan gel agarose 1% menunjukkan bahwa 
kualitas DNA yang diekstraksi dengan metode ini 
cukup baik. Pita DNA dapat terlihat dengan jelas tanpa 
adanya degradasi (smear) (Gambar 1). Selain itu DNA 
cabai yang diekstraksi dengan metode ini juga mampu 
terpotong dengan baik oleh enzim EcoRI (Gambar 1) 
dan dapat teramplifikasi dengan baik menggunakan 
primer SSR (Gambar 2). Tingginya kualitas DNA yang 
dihasilkan tidak terlepas dari penggunaan bufer 
ekstraksi yang didinginkan terlebih dahulu sebelum 
digunakan. Menurut Sahu et al. (2012) semakin rendah 
suhu yang digunakan pada proses penghancuran 
jaringan tanaman akan memperkecil peluang 
terjadinya degradasi DNA. Hasil serupa juga 
dilaporkan oleh Yingand Zaman (2006) pada 
penelitian mengenai metode ekstraksi DNA kelapa 
sawit dari daun yang sudah dewasa di mana 
penggunaan bufer ekstraksi yang didinginkan terlebih 
dahulu mampu menghasilkan DNA dengan kualitas 
yang baik. 

K E S I M P U L A N  

Modifikasi bufer ekstraksi pada penelitian ini mampu 
menghasilkan DNA cabai dengan kuantitas dan 
kualitas yang baik. DNA yang dihasilkan memiliki 
kuantitas yang cukup untuk digunakan dalam kegiatan 
berbasis molekuler seperti PCR. DNA yang dihasilkan 
juga memiliki pita yang dapat tervisualisasi dengan 
jelas, mampu terpotong dengan enzim EcoRI dan dapat 
teramplifikasi dengan baik menggunakan primer SSR. 
Selain itu metode ini dapat mengurangi 
ketergantungan pada nitrogen cair yang sulit diperoleh 
laboratorium yang jaraknya jauh dari kota. 
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