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ABSTRACT

Obtaining high-quality RNA is very important at an early stage of molecular biology research.
To isolate RNA, high skill and caution are required in following laboratory procedures because
RNA is easily degraded, especially samples from plant tissue culture. One of the parameters
used to check the total RNA quality is RIN (RNA Integrity Number). The aim of this study was
to obtain RNA extraction methods on oil palm leaves, callus and somatic embryos that were
of good quality and high concentrations for transcriptomic analysis. RNA extraction was carried
out using Plant RNA PureLink (Ambion), Genezol RNA Extraction (Geneaid) and RibospinTM
Plant (Geneall) kit methods. The results showed that oil palm leaf, callus and somatic embryo
RNA were successfully extracted using the RibospinTM (Geneall) kit. Based on the total RNA
number of more than 4 ug and the RIN value of more than 7, the extracted RNA could be used
in RNA sequencing for transcriptomic analysis.
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ABSTRAK

Menghasilkan RNA berkualitas tinggi sangatlah penting pada tahap awal penelitian biologi
molekuler. Untuk mengisolasi RNA diperlukan keterampilan dan kehati-hatian tinggi dalam
mengikuti prosedur di laboratorium karena RNA lebih mudah terdegradasi, khususnya sampel
hasil kultur jaringan tanaman. Salah satu parameter yang digunakan pada pengecekan
kualitas RNA total adalah RIN (RNA Integrity Number). Penelitian bertujuan mendapatkan
metode ekstraksi RNA pada daun, kalus dan embrio somatik kelapa sawit yang berkualitas
baik dan memiliki konsentrasi tinggi untuk analisa transkriptomika. Ekstraksi RNA dilakukan
menggunakan metode kit Plant RNA PureLink (Ambion), Genezol RNA Extraction (Geneaid)
dan Ribospin™ Plant (Geneall). Hasil menunjukkan bahwa RNA daun, kalus dan embrio
somatik kelapa sawit telah berhasil diekstraksi dengan menggunakan kit Ribospin™ (Geneall).
RNA hasil ekstraksi tersebut dapat digunakan untuk sekuensing RNA dengan tujuan analisis
transkriptomika, dilihat dari jumlah total RNA yang lebih dari 4 ug dan nilai RIN lebih dari 7.
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PENDAHULUAN

Mendapatkan RNA yang berkualitas
tinggi merupakan langkah awal yang sangat
penting dan kritis dalam penelitian biologi
molekuler. RNA dengan kualitas dan
konsentrasi yang tinggi adalah tuntutan
utama pada penelitian dengan teknik
guantitative real-time RT PCR, konstruksi
cDNA library, mikro array, analisis Northern
blot, analisis transkriptomika menggunakan
NGS (Next Generation Sequencing) dan
lainnya (Fleige et al. 2006, Schroeder et al.
2006, Kiewi et al. 2009, Gayral et al. 2011,
Pereira et al. 2017).

Kajian sekuensing transkriptomika
tumbuhan menggunakan teknologi NGS
memiliki tantangan utama yaitu teknik
isolasi RNA agar menghasilkan RNA
dengan kualitas (RNA vyang tidak
terdegradasi, dan bebas dari pengotor) dan
kuantitas yang baik (konsentrasi = 50 ng-uL"
! atau kuantitas 22 pg dalam minimal
volume 20 pL). Degradasi RNA diakibatkan
oleh adanya aktivitas RNAse yang tersebar
di lingkungan maupun laboratorium yang
dapat dengan cepat mendegradasi RNA
(Sambrook dan Russell 2001). Metabolit
primer maupun sekunder (fenolik dan
polisakarida) pada tumbuhan dapat
mengganggu proses isolasi RNA
(Berenbaum dan Zangerl 2008, Bilgin et al.
2009, Macel et al. 2010, Agrawal 2011,
Walter et al. 2012). Menurut Daohong et al.
(2004), isolasi RNA tanaman sulit dilakukan
karena tingginya kandungan polisakarida,
pigmen, dan senyawa-senyawa lain yang
terdapat di dalam jaringan tanaman.
Jaringan tanaman kelapa sawit memiliki
kandungan polisakarida, polifenol dan
senyawa komplek lainnya yang mengendap
bersama RNA dan jumlahnya bervariasi
pada jaringan sehingga menjadi
permasalahan dalam memperoleh ekstrak
RNA yang berkualitas tinggi (Qadri et al.
2019).

Ekstraksi RNA dapat dilakukan
menggunakan metode konvensional
maupun kit komersial. Metode konvensional
menghasilkan RNA dalam jumlah banyak
dengan waktu lebih lama namun
kontaminasi DNA tinggi, sedangkan dengan
kit komersial menghasilkan RNA yang
cukup dengan kualitas yang baik serta
membutuhkan waktu singkat (Habib et al.
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2014). Pada umumnya metode ekstraksi
RNA berbasis fenol/kloroform dan spin
kolom. Metode ekstraksi RNA berbasis
fenol/kloroform menghasilkan RNA lebih
banyak dibanding metode spin kolom,
namun RNA yang berkualitas dihasilkan
dari metode spin kolom (Tesena et al.
2017). Xiao et al. (2012) mengembangkan
protokol isolasi RNA dari 16 spesies
tanaman Palmaceae, yaitu MRIP (Methods
for RNA Isolation from Palms) dan
membandingkannya  dengan protokol
isolasi RNA konvensional, seperti CTAB,
Tiangen RNA plant, Invitrogen TRIZOL.
Metode MRIP  yang menggunakan
kombinasi kit ammonium thiocyanate, GITC
(guanidine thiocyanate) dan acidic phenol
menghasilkan RNA dengan integritas yang
baik dan dapat digunakan untuk aplikasi
llumina RNA sequencing dan quantitative
real-time RT-PCR.

Kemampuan perolehan jumlah total
RNA dan kualitas yang baik menjadi dasar
dalam menentukan kit isolasi RNA yang akan
digunakan. Total RNA terdiri dari mRNA
(messenger/hasil ekspresi gen), tRNA
(transfer) dan rRNA (ribosomal). Jumlah
MRNA sekitar 1-3%, sedangkan rRNA sekitar
80% dari total RNA, yang mayoritas terdiri
dari 25S dan 18S. Sehingga untuk mengecek
kualitas RNA total digunakan parameter rasio
rRNA (25S:18S). Umumnya rRNA 25S lebih
labil dan lebih mudah terdegradasi dibanding
18S. Sehingga jika jumlah basa nukleotida
25S dalam rRNA menurun karena terjadinya
degradasi, maka angka rasio 25S:18S akan
menurun pula. Semakin rendah angka rasio
rRNA berarti akan semakin rendah kualitas
total RNA.

Tingkat kontaminasi sampel dievaluasi
dengan menentukan rasio absorbansi sampel
pada panjang gelombang 260 dan 280 nm
(A260:Azs80). Rasio kontaminasi asam nukleat
terukur pada 260 nm, sedangkan protein dan
kontaminan lain terukur pada 280 nm. Nilai
rasio total sampel RNA =1.8 dianggap baik
dan dapat dilanjutkan untuk langkah
berikutnya (Becker et al. 2010). Untuk studi
transkriptomik menggunakan teknologi NGS,
kualitas RNA diukur berdasarkan nilai RIN
(RNA integrity number) (Kiewi et al. 2009,
Qiao et al. 2017, Briones et al. 2018). Nilai
RIN menunjukkan tingkat fragmentasi RNA
(semakin besar nilai RIN maka RNA semakin
utuh). Perangkat lunak algoritma RIN
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memudahkan klasifikasi RNA total
berdasarkan sistem angka dari 1 hingga 10.
Angka 1 berarti semua RNA terdegradasi,
sedangkan angka 10 menunjukkan RNA
yang utuh sempurna. RNA dengan nilai RIN
27-8 dianggap optimal untuk sebagian besar
aplikasi molekuler lanjut (Schroeder et al.
2006, Opitz et al. 2010, Gayral et al. 2011,
Gallego Romero et al. 2014, Reiman et al.
2017).

Dengan diperolehnya data transkripsi
RNA pada tanaman kelapa sawit akan
menambah informasi yang berguna bagi
pengembangan kualitas kelapa sawit.
Analisis data  bioinformatika  melalui
sekuensing transkriptomika akan diperoleh
informasi penting dengan dampak hasil yang
bernilai ilmiah tinggi. Dengan demikian
mendapatkan RNA yang berkualitas baik
merupakan tahap yang penting sebelum
dilakukan analisa lebih lanjut.

Penelitian ini bertujuan untuk
membandingkan tiga kit ekstraksi RNA
(berbasis fenol/kloroform: Genezol RNA
Extraction, serta berbasis spin kolom: Plant
RNA PureLink dan Ribospin™ Plant) pada
sampel daun, kalus dan embrio somatik
kelapa sawit sehingga diperoleh RNA yang
berkualitas baik dan konsentrasi tinggi untuk
keperluan analisis transkriptomika pada
kelapa sawit.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium  Teknologi  Gen, Balai
Bioteknologi Badan  Pengkajian  dan
Penerapan Teknologi (BPPT), Pusat
Penelitian llmu Pengetahuan dan Teknologi
(PUSPIPTEK) Setu, mulai dari bulan Februari
hingga Juli 2017.

Gambar 1. Bahan yang digunakan untuk isolasi RNA:
kalus kelapa sawit (A); embrio kelapa sawit
(tanda panah merah) (B)
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Bahan

Bahan yang digunakan adalah daun
kelapa sawit yang diambil dari tanaman
kelapa sawit (usia +5 tahun) yang ditanam di
Kebun Induk area PUSPIPTEK Setu,
Serpong, Banten. Sedangkan kalus dan
embrio somatik merupakan hasil regenerasi
daun kelapa sawit yang diperoleh dari
Laboratorium Kultur Jaringan Tanaman Balai
Bioteknologi BPPT (Gambar 1).

Metode

Isolasi RNA daun, kalus dan embrio
somatik kelapa sawit pada penelitian ini
dilakukan dengan menggunakan 3 jenis Kkit
komersial, yaitu Plant RNA PureLink (Ambion
2012), Genezol RNA Extraction (Geneaid
2015) dan Ribospin™ Plant (Geneall 2012)
sesuai protokol pabrikan masing-masing.
Deskripsi kit yang digunakan terkait
spesifikasi, waktu yang dibutuhkan untuk
isolasi RNA dan biaya yang dikeluarkan
setiap sampel dirangkum pada Tabel 1.
Secara umum, dilihat dari  waktu
pengerjaannya, ketiga metode isolasi RNA ini
menghabiskan waktu sekitar 25 menit.
Perkiraan biaya per sampel yang dibutuhkan,
dengan biaya terrendah yaitu Genezol RNA
Extraction (Geneaid) sebesar Rp.
30.800/sampel, Ribospin™ Plant (Geneall)
sebesar Rp. 86.400/sampel dan Plant RNA
PureLink (Ambion) sebesar Rp.
171.536/sampel. Tiga sampel dari setiap
jenis jaringan diekstraksi menggunakan tiga
kit tersebut sehingga diperoleh sembilan
satuan percobaan. Evaluasi kualitas dan
kuantitas RNA pada setiap sampel dilakukan
untuk setiap metode.

Kit Plant RNA PureLink

Sampel tanaman segar sebanyak 100
gram digerus menggunakan nitrogen cair
hingga menjadi bubuk. Sampel bubuk
dimasukkan ke dalam tabung bebas RNAse,
serta ditambahkan 0,5 mL Kit Plant RNA
PureLink (yang disimpan pada suhu 4°C).
Campuran sampel kemudian dikocok dengan
vortex hingga sampel tersuspensi sempurna.
Kemudian campuran diinkubasi selama 5
menit pada suhu ruang, dan tabung
diletakkan secara horizontal. Setelah itu
campuran disentrifus pada kecepatan 12.000
xg selama 2 menit pada suhu ruang.
Supernatan ditransfer ke dalam tabung baru,
lalu ditambahkan 5M NaCl sebanyak 0,1 mL
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Tabel 1. Deskripsi kit komersial yang digunakan pada penelitian

Nama kit Keterangan Spesifikasi Waktu Harga
(nomor katalog) umum kit persiapan? per sampel°
GeneAll® RibospinTM Plant Operasi secara manual, sampel: 100 mg 25 menit Rp. 86.400
(307-150) ektraksi berbasis

membran, tanpa phenol volume elusi RNA

dan kloroform, purifikasi minimal: 30 uL

dengan enzim
PureLink® RNA Mini Kit Operasi secara manual, sampel: 100 mg 25 menit Rp. 171.536
(12183018A) ektraksi berbasis

membran, tanpa phenol volume elusi RNA

dan kloroform, purifikasi minimal: 30 pL

dengan enzim
GENEzol™ Operasi secara manual, sampel: 50 mg 25 menit Rp. 30.800
(GZR100) ektraksi berbasis

membran, dengan phenol

dan tanpa kloroform,

purifikasi dengan enzim

volume elusi RNA
minimal: 50 yL

Keterangan : @Waktu persiapan berdasarkan prosedur yang tertera pada manual kit

b Berdasarkan harga kit pada tahun 2017

dan larutan dicampur dengan cara diinversi 3-
5 kali. Kemudian ditambah 0,3 mL kloroform
dan larutan diinversi 3-5 kali. Campuran
sampel disentrifus pada 12.000 xg selama 10
menit pada suhu 4°C. Fase aqueous (fase
atas) ditransfer ke tabung baru, dilanjutkan
dengan penambahan isopropanol dengan
volume yang setara. Sampel diinkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang, kemudian
disentrifus pada 12.000 xg selama 10 menit
pada suhu 4°C. Supernatan dibuang dengan
menjaga agar pelet tidak terbuang, dan
ditambahkan 1 mL etanol 75%. Setelah itu
dilakukan sentrifus kedua pada kecepatan
12.000 xg selama 1 menit pada suhu ruang.
Akhirnya supernatan dipipet dan dipindahkan
ke tabung baru secara hati-hati agar pelet
tidak ikut terambil. Air bebas RNAse
ditambahkan sebanyak 10-30 pL dan stok
RNA disimpan pada suhu —70°C.

Kit Genezol RNA Extraction

Sampel tanaman segar sebanyak 50-
100 gram digerus menggunakan nitrogen cair
hingga menjadi bubuk dan dimasukkan ke
dalam tabung bebas RNAse, lalu
ditambahkan Kit genezol 1 mL (yang
disimpan pada suhu 4°C). Campuran sampel
kemudian dikocok dengan Vortex selama 10
detik hingga sampel tersuspensi sempurna,
dan biarkan sampel selama 5 menit pada
suhu ruang. Setelah itu ditambahkan
kloroform sebanyak 200 pL, dan dikocok

kembali dengan vortex hingga sampel
tersuspensi sempurna. Campuran
selanjutnya disentrifus pada kecepatan
12.000 xg selama 15 menit pada suhu 4°C.
Fase aqueous (fase atas) ditransfer ke dalam
tabung baru, dan isopropanol ditambahkan
dengan volume yang setara, kemudian
diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang.
Sampel lalu disentrifus pada 12.000 xg
selama 10 menit pada suhu 4°C. Setelah
supernatan dibuang, etanol 70%
ditambahkan ke dalam tabung sebanyak 1
mL. Berikutnya sampel disentrifus pada
kecepatan 12.000 xg selama 5 menit pada
suhu 4°C. Supernatan kemudian diambil
secara hati-hati agar pelet tidak terikut, dan
dipindahkan ke dalam tabung baru. Setelah
dikering-anginkan selama 5-10 menit pada
suhu ruang, air bebas RNAse ditambahkan
sebanyak 20-50 pL. Akhirnya RNA yang
diperoleh diinkubasi pada 55-60°C selama
10-15 menit, dan disimpan pada suhu —70°C.

Kit Ribospin™ Plant

Sampel tanaman segar sebanyak 100
gram digerus dalam cawan menggunakan
nitrogen cair hingga menjadi bubuk. Sampel
bubuk kemudian dimasukkan ke dalam
tabung bebas RNAse dan ditambahkan 350
pL buffer RPL, terus dikocok dengan vortek
hingga sampel tersuspensi sempurna.
Kemudian campuran didiamkan selama 3
menit pada suhu ruang. Pindahkan lisat pada
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filter EzPure (kolom spin berwarna kuning).
Setelah itu campuran disentrifus pada
kecepatan 10.000 xg selama 30 detik pada
suhu ruang. Supernatan selanjutnya
dipindahkan ke tabung baru, ditambahkan
etanol 70% sebanyak 1 volume (biasanya
350 pL), dan campuran dikocok dengan cara
inversi. Sebelum disentrifus pada kecepatan
10.000 xg selama 30 detik pada suhu ruang,
campuran sampel dimasukkan ke dalam
kolom mini spin (tipe W, lingkaran biru). Buffer
RBW  sebanyak 500 puL kemudian
ditambahkan pada kolom mini spin, dan
disentrifus kembali pada kecepatan 10.000
xg selama 30 detik pada suhu ruang.
Campuran Dnase | sebanyak 70 pL (yang
terdiri dari: 2 uL Dnase | dan 70 pL DRB) terus
ditambahkan ke dalam area tengah kolom
mini spin, yang dilanjutkan dengan inkubasi
selama 10 menit pada suhu ruang. Buffer
RBW 500 pL sekali lagi ditambahkan pada
kolom mini spin dan didiamkan selama 2
menit, lalu disentrifus pada 10.000 xg selama
30 detik pada suhu ruang. Kemudian buffer
RNW 500 pL ditambahkan pada kolom mini
spin, terus disentrifus pada kecepatan 10.000
xg selama 30 detik pada suhu ruang. Tahap
berikutnya adalah mengulangi langkah:
penambahan 500 pL buffer RNW ke dalam
kolom mini spin, dilanjutkan dengan sentrifus
pada 10.000 xg selama 30 detik pada suhu
ruang. Untuk menghilangkan sisa buffer,
larutan disentrifus pada kecepatan 10.000 xg
selama 1 menit pada suhu ruang, yang diikuti
dengan pemindahan kolom mini spin ke
dalam tabung baru. Setelah penambahkan 50
pL air bebas RNAse pada area tengah kolom
mini spin, dilakukan sentrifus pada 10.000 xg
selama 1 menit pada suhu ruang. Kolom mini
diambil dan stok RNA disimpan pada suhu
—70°C.

Pengukuran sampel RNA

Analisa RNA secara kualitatif pada
sampel daun, kalus dan embrio somatik
kelapa sawit dilakukan dengan menggunakan
elektroforesis gel agarosa dan divisualisasi
menggunakan uv transilluminator.
Sedangkan pengukuran secara kuantitatif
dilakukan dengan menggunakan
Spektrofometer  Nanodrop ND 1000
(NanoDrop Technologies, USA). Analisa RIN
menggunakan Bioanalyzer 2100 (Agilent,
USA) berdasarkan metode Schroeder (2006).
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Hanya RNA dengan kuantitas minimal 4 ug
dan nilai RIN minimal 7 vyang dapat
dilanjutkan untuk dilakukan sekuensing.

Analisis data

Analisis dilakukan terhadap kuantitas
(jumlah total RNA dalam ng-uL?t) dan kualitas
(Rasio A260:A280 dan nilai RIN) RNA setiap
jenis sampel yang diperoleh dari masing-
masing kit menggunakan uji ANOVA satu
arah dan dilanjutkan dengan uji Tukey pada
taraf nyata 5%. Jika homogenitas varian tidak
terpenuhi maka perbandingan presisi kit
dievaluasi  secara  statistik  deskripsi
menggunakan uji Levene (Jeffries et al. 2014)
melalui perhitungan koefisien variasi (% CV)
dengan taraf nyata 5%. Analisis statistik
untuk data kuantitas dan kualitas RNA
dilakukan menggunakan program Minitab®
16.2.4 (http://www.minitab.com/en-us/Press-
Releases/Minitab-16-s-“Assistant”--A-
Powerful-Weapon-in-the-Statistics-Battle/.)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kajian perbandingan kit komersial Plant
RNA PureLink, Genezol RNA Extraction dan
Ribospin™ Plant dilakukan terhadap eksplan
daun, kalus dan embrio somatik tanaman
kelapa sawit dengan ulangan masing-masing
tiga per sampel. Tahap awal optimasi metode
digunakan sampel daun muda kelapa sawit.
Setelah diperoleh hasil optimasi yang terbaik,
metode tersebut digunakan untuk isolasi RNA
dari sampel kalus dan embrio somatik kelapa
sawit.

Pengukuran konsentrasi dan
kemurnian RNA pada sampel penelitian ini
diukur  menggunakan  spektrofotometer
nanodrop dan elektroforesis gel agarose 1%
yang divisualisasi dibawah uv
transilluminator, kemudian analisa RIN
dideteksi menggunakan Agilent Bioanalyzer
2100. Perbedaan kemampuan setiap kit diuji
secara statistik. Hasil pengukuran
konsentrasi RNA kelapa sawit menggunakan
metode tersebut diatas tertera pada Tabel 2.

Kuantitas dan kualitas RNA berdasarkan kit

RNA yang baik memiliki konsentrasi
minimal 5-500 ng-uL* (Aranda et al. 2009)
dan rasio A260/A230 sebesar 2,0-2,4 (Farrell
2010). Berdasarkan Tabel 2, konsentrasi
rata-rata RNA hasil isolasi menggunakan
Plant RNA Purelink dan Genezol memiliki



nilai yang sangat tinggi, yaitu lebih dari 300
ng-uL? namun kemurniannya lebih rendah
daripada Ribospin. Hal ini dimungkinkan
karena RNA vyang diperoleh sudah
terdegradasi. RNA daun, kalus maupun
embrio somatik menggunakan Ribospin
memiliki kualitas yang baik. Konsentrasi RNA
yang yang diperoleh juga cukup tinggi, yaitu
lebih dari 100 ng-uL?, dengan kemurnian
RNA berkisar antara 1,99-2,19. Hasil ini
sesuai dengan deskripsi pabrikan (1,8-2,2).
Hasil elektroforesis pada Gambar 2
menunjukkan RNA hasil isolasi
menggunakan Plant RNA Purelink dan
Ribospin™ Plant menghasilkan dua pita
yang menunjukkan posisi 28S rRNA dan
18S rRNA. Sedangkan hasil isolasi RNA
menggunakan Genezol, tidak tampak kedua
pita khas RNA tersebut. Pada metode Plant
RNA Purelink terlihat smear pada jalur
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elektroforesisnya. Smear dapat
menunjukkan komponen RNA seperti mRNA
dan tRNA (Farrell 2010). Komponen mRNA
tampak sebagai smear karena sedikithnya
jumlah mRNA (1-4% dari total RNA) dan
heterogenitas ukuran mRNA yang tinggi.
Komponen tRNA dan rRNA termasuk RNA
dengan berat molekul yang rendah sehingga
terlihat sebagai smear tipis di bawah pita
18S rRNA hingga mendekati bagian akhir
gel. Smear di sepanjang jalur migrasi RNA
juga dapat menunjukkan adanya degradasi
sampel akibat kontaminasi RNase selama
proses isolasi (Bryant dan Manning 1998).
Evaluasi kemampuan setiap kit dalam
mengekstraksi tiga jenis sampel jaringan
kelapa sawit dilakukan secara statistik. Tiga
kit yang digunakan menghasilkan jumlah
konsentrasi RNA minimum (100 ng-pL™?)
yang dibutuhkan untuk analisis lebih lanjut.

Tabel 2. Kualitas dan kuantitas hasil isolasi RNA kelapa sawit yang diukur dengan Nanodrop.

Ribospin Purelink Genezol
Feplen iangen K?ﬂgiT.rl?Si 260/280 K((’:s,eﬂl‘;‘g 260/280 K‘(’:gsilt.rf‘)wi 260/280
Kalus 1 1193 2,13 4213 172 726.3 1,56
2 103,1 2,19 559,7 1,34 1598 2,14
3 2130 2,13 623,7 1,32 1063 2,17
Embrio 1 1845 2,18 1215,1 1,63 738,2 1,62
2 1044 2,16 910,8 2,17 827,9 1,56
3 120,9 2,19 7605 2,35 7355 16
Daun 1 69,5 2,13 822,2 2,09 6454 1,42
2 19,1 1,99 775,2 2,04 999,2 1,47
3 735 2,15 3153 2,12 572,3 17
285 rRNA 28S rRNA
185 rRNA 185 rRNA

Gambar 2. Hasil visualisasi elektroforesis RNA daun kelapa sawit. (1) Marker 1 kb; (2 dan 3) RNA metode Plant
RNA Purelink; (4 dan 5) RNA metode Genezol; dan (6 dan 7) RNA metode Ribospin™
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Ribospin  menghasilkan kuantitas yang
berbeda dengan dua kit lainnya berdasarkan
uji ANOVA p<0.00 yang ditampilkan dalam
bentuk diagram boxplot, sedangkan antara
purelink dengan Genezol tidak berbeda
(Gambar 3A). Sedangkan secara kualitas,
Ribospin hanya berbeda nyata dengan
Genezol dan Purelink tidak berbeda nyata
baik dengan Ribospin maupun Genezol
(Gambar 3B). Berdasarkan analisis uiji
Levene melalui perhitungan koefisien variasi
(% CV) dengan taraf nyata 5% terdapat
perbedaan yang signifikan baik kuantitas
maupun kualitas RNA dari hasil Ribospin
dibandingkan kit lainnya (Gambar 3C dan
3D). Ribospin menghasilkan kuantitas RNA
dengan rataan 111,92 ng-uL*? atau sekitar
enam kali lebih rendah dari kedua kit
lainnya. Konsentrasi RNA yang diperoleh
dengan Ribospin lebih sedikit namun
memiliki kualitas kemurnian yang lebih baik
dibanding kit lainnya (Gambar 3B). Ribospin
menghasilkan rataan kemurnian pada rasio
A260:A280 sebesar 2,14 dan terdapat
pencilan sebesar 1,99. Berbeda dengan kit
lainnya menghasilkan rataan kemurnian
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lebih rendah dengan rentang yang cukup
luas dari 1,50 sampai 2,00.

Kemampuan kit berdasarkan sampel
Kemampuan kit dalam ekstraksi
sampel daun, kalus, dan embrio somatik
pada penelitian ini beragam baik dari segi
kuantitas maupun kualitasnya. Untuk
sampel kalus semua kit mampu
mengekstrasi dengan kuantitas yang
tidak berbeda (Gambar 4A) dan cukup
untuk analisis hilir. Namun dari segi
kualitas (A260:A280) perbedaan nyata
dihasilkan antara Ribospin dengan
Purelink sedangkan Genezol tidak
berbeda nyata (Gambar 4B). Ribospin
dan Genezol memberikan nilai kualitas
yang memenuhi standar untuk analisis
hilir masing-masing yaitu 2,15 dan 1,96.
Pada sampel embrio, Ribospin memiliki
kemampuan ekstraksi yang paling
rendah dan berbeda nyata dengan Kit
lainnya (Gambar 4A). Sedangkan secara
kualitas Ribospin tidak berbeda nyata
dengan Purelink namun berbeda nyata
dengan Genezol (Gambar 4B). Hal yang
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Gambar 3. Hasil analisis boxplot (A dan B) dan uji Levene (C dan D) kuantitas dan kualitas RNA kelapa sawit. ("Nilai
dengan abjad yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan pasca uji Tukey’s (p>0,05))
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sama diperoleh pada sampel daun,
secara kualitas Ribospin dan Purelink
tidak berbeda nyata namun berbeda
nyata dengan Genezol sedangkan
secara kuantitas Purelink dan Genzol
tidak berbeda nyata namun berbeda
nyata dengan Ribospin (Gambar 4A dan
4B). Secara umum Genezol
menghasilkan RNA dengan kualitas
paling rendah untuk sampel embrio dan
daun namun tidak pada sampel kalus.
Sedangkan Ribospin menghasilkan RNA
dengan kuantitas terendah untuk semua
sampel.

m Genezol

330,82
534,92
767,22

145,12

962,12
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Perbandingan integritas RNA (RIN)
Integritas RNA dapat dinilai secara

kualitatif dengan gel atau secara
kuantitatifmenggunakan  sistem  seperti
Agilent Bioanalyzer 2100, yang
menggunakan mikrofluida untuk

memisahkan ukuran dan mengukur RNA.
Alat ini mengukur jumlah ribosom 28S dan
18S RNA; RNA integritas tinggi memiliki
rasio 28S:18S ~ 2.0. Alat ini juga mampu
menghitung RNA Integrity Number (RIN)
dengan  mempertimbangkan  distribusi
ukuran penuh RNA, bukan hanya 28S dan
18S rRNA, dan dianggap lebih akurat

® Purelink = Ribospin

7392
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E)
<
Te]

Kalus p<0.155

2,152
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Kalus p<0.030
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B
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Gambar 4. Pengaruh kemampuan kit dalam menghasilkan kuantitas (A) dan kualitas (B) RNA dari sampel kalus,
embrio dan daun kelapa sawit. (‘Nilai dengan abjad yang sama menunjukkan perbedaan yang tidak

signifikan pasca uji Tukey’s (p>0,05))
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(Schroeder et al. 2006, Mueller et al. 2016).
Nilai RIN berkolerasi dengan hasil
eksperimen hilir sehingga manjadi standar
baku sebelum analisis hilir dilanjutkan, hal ini
penting karena terkait dengan biaya dan

diperoleh dari masing-masing kit perlu
menjadi perhatian. Hampir semua kit
mampu memperoleh jumlah RNA =1 ug
(kecuali Genezol untuk sampel embrio)
sehingga cukup memadai untuk analisis hilir

sumber daya vyang telah dikeluarkan gPCR maupun NGS (Tabel 3 dan 4). Namun
(Schroeder et al. 2006). kenyataannya tidak semua kit mampu
Secara umum dari hasil yang menghasilkan RNA dengan rasio

diperoleh kemampuan kit dalam isolasi RNA

A260:A280 21,8 hanya Ribospin yang

tergantung pada jenis sampel, tetapi memenuhi rasio tersebut untuk semua
kuantitas dan kualitas yang mampu sampel. Purelink hanya untuk sampel
[nt] Ribospin Purelink Genezol
4000 —
2000 — omm—
1000 —
200 —
8,6 9,5 Ll 6,8 7,4 8,4 6,5 7,4
25 — LB & =B /&0 & _______§N I __F s ]
M Kalus Embrio Daun | Kalus Embrio Daun | Kalus Embrio Daun

Gambar 5. Gambar gel yang dihasilkan untuk pemeriksaan kualitas RNA yang dilakukan melalui Bioanalyzer 2100

Tabel 4. Kualitas dan kuantitas hasil isolasi RNA kelapa sawit yang diukur dengan Bioanalyzer

Kit Sampel 260/280 Rasio RIN K‘(’:;irl'_t_rf)‘g VC(’L“LTe J“mzig)mta'
Ribospin Kalus 2,15+0,03 1,7 8,6 226 22 4,97
Embrio 2,18+0,01 2,4 9,5 352 16 5,63
Daun 2,09+0,08 1,4 7,7 61 110 6,71
Purelink Kalus 1,46+0,22 1,2 6,8 19 280 5,32
Embrio 2,05+0,37 1,7 7,4 13 150 1,95
Daun 2,08+0,04 0,8 8,4 174 25 4,35
Genezol Kalus 1,96+0,34 0,9 6,5 73 60 4,38
Embrio 1,59+0,03 1,1 7,4 25 33 0,83
Daun 1,53+0,15 0,3 2,2 209 12 2,51

126



embrio dan daun sedangkan Genezol hanya
untuk sampel kalus (Tabel 4). Hal ini
menunjukkan  perbedaan  kemampuan
setiap kit dalam menghapus kontaminan dari
RNA.

Kemampuan setiap kit dalam
memperoleh RNA utuh yang diukur melalui
nilai RIN berbeda. Ribospin dan Purelink
mampu menghasilkan RNA utuh (RIN 27)
untuk setiap sampel namun tidak dengan
Genezol (Tabel 4). RNA yang diisolasi dari
sampel kalus (RIN=6,5) dan daun
(RIN=2,2) dengan Genezol mengalami
degradasi tetapi tidak untuk sampel
embrio. Jika dilihat pada Gambar 5 maka
kemampuan kit dalam memperoleh RNA
utuh untuk semua sampel dapat diurutkan
mulai dari Ribospin, Purelink lalu Genezol.
Hasil ini menunjukkan perbedaan
kemampuan masing-masing kit dalam
memperoleh RNA utuh tanpa terdegradasi
sehingga bisa menjadi pertimbangan
dalam menentukan kit untuk tujuan aplikasi
hilir yang dibutuhkan.

KESIMPULAN

Isolasi RNA pada sampel daun, kalus
dan embrio somatik kelapa sawit berhasil
dilakukan dengan menggunakan tiga kit
ekstraksi RNA yaitu Plant RNA PurelLink
(Ambion), Genezol RNA Extraction
(Geneaid) dan Ribospin™ Plant (Geneall).
Hasil menunjukkan bahwa isolasi RNA
daun, kalus dan embrio somatik kelapa
sawit menggunakan Ribospin™ lebih baik
dibandingkan menggunakan Plant RNA
PureLink  (Ambion),  Genezol RNA
Extraction (Geneaid) dilihat dari
konsentrasi RNA total lebih dari 4 ug dan
nilai RIN lebih dari 7. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa isolasi RNA berbagai
sampel kelapa sawit ~menggunakan
Ribospin™ Plant  (Geneall) dapat
digunakan untuk sekuensing RNA dengan
tujuan analisis transkriptomika.
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