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ABSTRAK

Selama beberapa dekade terakhir, teknik PCR memberikan manfaat yang begitu besar dalam kegiatan
penelitian di bidang biologi molekuler. Digital droplet PCR (ddPCR) merupakan salah satu teknologi
PCR terbaru yang diklaim memiliki keunggulan dibanding teknik gPCR. Prinsip kerja teknik ini yaitu
membagi sampel menjadi molekul-molekul kecil yang dipisahkan oleh emulsi minyak, air, dan
senyawa penstabil sehingga membentuk droplets. Teknik ini memiliki kelebihan mampu melakukan
kuantifikasi absolut maupun relatif pada DNA dengan konsentrasi sangat rendah, tidak memerlukan
kurva standar, serta tidak sensitif terhadap kehadiran senyawa inhibitor. Teknik ini telah diaplikasikan
pada kegiatan analisis molekuler tanaman di antaranya kegiatan pengukuran konsentrasi DNA dengan
sangat akurat, deteksi kehadiran patogen pada jaringan tanaman, dan estimasi jumlah salinan T-DNA
pada proses transformasi genetik.

Kata kunci: PCR; droplet digital PCR; DNA; biologi molekuler; alat deteksi

ABSTRACT

Over the past decades, PCR technique has provided enormous benefits in molecular biology research
activities. Digital droplet PCR (ddPCR) is one of the latest PCR technologies that is claimed to have
advantages over the gPCR technique. The working principle of this technique is to divide the sample
into small molecules, which separated by emulsions of oil, water, and stabilizing compounds to form
droplets. This technique has the advantage of being able to perform absolute and relative
quantification with very low DNA concentrations, does not require a standard curve, and less sensitive
to the presence of inhibitor compounds. This technique has been applied to a number of plant
molecular analysis, such as for measuring DNA concentrations very accurately, detecting the
presence of pathogens in plant tissue, and estimating the copy number of T-DNA in the genetic
transformation process.
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PENDAHULUAN yang bersifat termostabil untuk
Selama beberapa dekade terakhir, = mengamplifikasi molekul DNA secara in
teknologi  Polymerase Chain Reaction  vitro. Teknik ini mampu memperbanyak

(PCR) yang dikembangkan oleh Kary Mullis
pada tahun 1985 telah memegang peran
yang sangat penting dalam menunjang
kegiatan penelitian di bidang biologi
molekuler (Mullis 1986). Teknik ini
memanfaatkan kehadiran enzim Polymerase

segmen DNA tertentu yang telah ditandai
oleh primer, dalam jumlah ribuan hingga
jutaan copy dalam waktu beberapa jam saja
(Handoyo dan Rudiretna 2000).

Kehadiran  teknologi PCR telah
memberikan sumbangan besar bagi ilmu



pengetahuan di berbagai bidang. Di bidang

pertanian misalnya, teknik PCR
dimanfaatkan untuk menganalisis
keragaman genetik tanaman, pembuatan

sidik jari DNA tanaman, seleksi berbantu
marka molekuler, deteksi kehadiran patogen
tanaman, hingga rekayasa genetika tanaman
(Hidayatun et al. 2011, Meitayani et al.
2014, Efendi et al. 2015, Terryana et al.
2018, Pardal et al. 2020). Di bidang
peternakan, teknik PCR telah membantu
para pemulia ternak untuk menyeleksi
hewan-hewan ternak berdasarkan karakter
unggul serta mendeteksi adanya penyakit
yang berbahaya bagi ternak (Shiddieqy et al.
2014, Noor 2018). Di bidang kesehatan dan
forensik, teknik PCR sangat membantu
dalam mendeteksi patogen berbahaya bagi
manusia  seperti  deteksi  Plasmodium
falciparum dan P. vivax yang menjadi
penyebab penyakit malaria pada darah
manusia, deteksi virus Corona penyebab
penyakit Covid-19 yang saat ini sedang
mewabah di seluruh dunia, mengidentifikasi
korban tindak kriminal atau kecelakaan pada
kasus forensik, hingga penelusuran orang
tua biologis seorang anak (Kusuma dan
Wairocana 2013, Suryadi 2015, Koepfli et
al. 2016, Corman et al. 2020)

Begitu besarnya manfaat yang diberikan
membuat teknik PCR masih digunakan
hingga saat ini. Para peneliti terus
melakukan perbaikan dan pengembangan
terhadap teknik yang sudah ada. Pada
mulanya teknik PCR dikembangkan dari
mesin thermocycler sederhana yang suhunya
dapat diatur sedemikian rupa sehingga
mampu mengakomodasi tiga proses penting
yaitu denaturasi, annealing (penempelan
primer), dan ekstensi (pemanjangan)
(Budiarto 2015). Produk PCR dari teknik
tersebut  selanjutnya  harus  diseparasi
menggunakan gel kemudian diwarnai dan
divisualisasi di bawah sinar UV untuk
melihat pola pita DNA yang diihasilkan.
Pada teknik ini, kita tidak bisa mengetahui
berapa jumlah copy DNA yang dihasilkan
dari setiap siklus sehingga teknik ini dikenal
dengan sebutan PCR kualitatif.
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Para peneliti selanjutnya
mengembangkan teknologi Real-Time PCR
(RT-PCR) vyang tidak hanya mampu
mengamplifikasi DNA namun juga mampu
melakukan perhitungan berapa banyak
jumlah copy DNA vyang dihasilkan dari
setiap siklusnya secara cepat dan akurat
melalui pemanfaatan senyawa fluoresens
yang pendarannya dapat ditangkap oleh
kamera untuk selanjutnya divisualisasikan
langsung pada layar komputer. Oleh karena
itu teknik ini dikenal dengan sebutan PCR
kuantitatif ~ (quantitative PCR, gPCR).
Sayangnya teknik ini  masih  memiliki
beberapa kelemahan yaitu masih terdapatnya
tingkat kesalahan (error rate) dalam
pembacaan nilai ambang siklus (Cycle
Threshold, CT) yang dipengaruhi oleh
konsentrasi template yang digunakan,
kehadiran senyawa inhibitor, dan tidak
adanya kontrol endogen yang benar serta
standar prosedur yang baku (Manoj 2014).

Untuk mengatasi kekurangan yang
terdapat pada teknik gPCR, para peneliti
kemudian berusaha mengembangkan
teknologi yang disebut digital PCR (dPCR).
Konsep mengenai dPCR sendiri pertama kali
dikembangkan oleh Sykes bersama timnya
pada tahun 1992 dengan menggunakan
teknik PCR tersarang (Sykes 1992). Salah
satu teknik dPCR yang baru dikembangkan
beberapa tahun belakangan ini yaitu teknik
droplet digital PCR (ddPCR). Teknik ini
memanfaatkan  kelebihan  dari  PCR
konvensional dengan penghitungan secara
akurat menggunakan statistika Poisson.
Teknik ini diklaim mampu melakukan
penghitungan jumlah copy lebih akurat
dibanding gPCR tanpa memerlukan kurva
standar; mampu menoleransi kehadiran
senyawa inhibitor; dan mampu mendeteksi
kehadiran alel dengan frekuensi kurang dari
1% (Manoj 2014). Kehadiran teknologi
ddPCR  diharapkan  bisa  mengatasi
kekurangan yang selama ini  masih
ditemukan pada teknik gPCR sehingga
kegiatan analisis molekuler dapat
memberikan hasil yang lebih akurat dan
presisi.
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PRINSIP KERJA ddPCR

Teknik ddPCR  digunakan  untuk
mengkuantifikasi asam nukleat dengan cara
membagi sampel menjadi molekul-molekul
kecil (partitions atau reaction chamber),
dimana  beberapa  reaction  chamber
mengandung satu atau lebih copy DNA
target dan lainnya tidak mengandung copy
DNA target. Reaction chamber dipisahkan
oleh emulsi minyak, air, dan senyawa
penstabil sehingga membentuk droplets
(Manoj 2014, Nyaruaba et al. 2019). Setiap
sampel dapat terbagi menjadi 20.000
droplets bahkan lebih, tergantung kapabilitas

alat yang digunakan. Masing-masing droplet
mengandung fluorescence labeled probe
sebagai pendeteksi yang membedakan antara
droplet positif (droplet yang mengandung
sekuens DNA target) dengan droplet negatif.
Reaksi amplifikasi berjalan secara terpisah
pada setiap reaction chamber melalui
thermal cycling sehingga tidak ada
kompetisi yang terjadi antara molekul DNA
target dengan DNA background. Hal
tersebut yang menjadikan ddPCR lebih
akurat dibandingkan gPCR karena dapat
mendeteksi DNA target meski dalam jumlah
yang sedikit.
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Gambar 1. Prinsip dasar digital Polymerase Chain Reaction (dPCR) (Nyaruaba et al. 2019)

Manoj (2014) dan Mao et al. (2019)
menjelaskan bahwa hasil PCR kemudian
dibaca oleh mesin yang fungsinya seperti
flow cytometry, yaitu menganalisis setiap
droplet dan mengecek apakah terjadi reaksi
atau tidak dengan cara menghitung jumlah
droplet positif dan droplet negatif. Reaksi
tanpa molekul target dihitung 0, sedangkan
reaksi dengan 1 molekul target dihitung 1.
Jumlah awal copy dan density DNA dihitung
dengan statistik Poisson dan jumlah reaksi
positif PCR. Dalam hal ini, jumlah bagian
atau droplets yang berwarna (merah) sama
dengan molekul DNA target (Gambar 1).
Jumlah molekul DNA target yang dihasilkan
dapat dikalkulasi berdasarkan jumlah fraksi
positif pada akhir reaksi berdasarkan

statistika Poisson dengan rumus sebagai
berikut (Hindson et al. 2011):
A=-In (1-p)
dengan A adalah rata-rata jumlah molekul
DNA target yang dihasilkan per reaksi
ulangan dan p adalah fraksi positif yang
dihasilkan pada akhir reaksi. Kuantifikasi
molekul DNA secara independen (tanpa
kurva standar) memberikan hasil yang lebih
akurat dibandingkan dengan gPCR, terutama
jika terdapat kontaminan pada sampel yang
dapat menghambat aktivitas Taq polymerase
dan/atau penempelan primer (Sean et al.
2017).
Alur  kerja dari teknik ddPCR
memerlukan beberapa tahapan yang harus
dilakukan secara teliti dan hati-hati seperti



yang dipaparkan oleh Hindson et al. (2011)
(Gambar 2). Pertama, sampel dan droplet
generator oil dimasukkan ke dalam droplet
generator cartridge yang terdiri atas delapan
kanal. Selanjutnya cartridge dimasukkan ke
dalam alat droplet generator. Di dalam alat
tersebut terdapat sebuah vakum yang akan
menarik sampel dan minyak untuk mengalir
melewati sebuah lubang (nozzle), di mana
setelah melewati lubang tersebut gabungan
sampel dengan minyak akan membentuk 1
nL droplet. Dalam waktu kurang dari dua
menit, delapan sampel berhasil diubah
menjadi delapan set yang terdiri atas 20.000
droplet. Droplet-droplet yang terbentuk
bersifat stabil kemudian dipindahkan ke 96
well plate dengan cara dipipet.

o Load samples and oil into disposable
droplet generator cartridge
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Gambar 2. Alur kerja teknik ddPCR (Hindson et
al. 2011).
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Sampel selanjutnya diamplifikasi dalam
mesin thermal cycler sebanyak 35-45 siklus.
Setelah proses amplifikasi selesai, PCR
plate selanjutnya dipindahkan ke dalam alat
droplet reader di mana setiap droplet akan
dilewatkan melalui suatu detektor yang
mampu  mendeteksi  perbedaan  warna
berdasarkan pendaran senyawa fluoresens
yang digunakan. Droplet yang melewati
detektor dapat dibaca sebagai fraksi positif
atau negatif menurut amplitudo dari
pendaran  fluorosens yang dihasilkan.
Droplet yang positif mengadung DNA
template akan memiliki pendaran warna
yang lebih kuat. Jumlah droplet postif dan
negatif pada setiap kanal digunakan untuk
menghitung konsentrasi DNA target dan
referensi berdasarkan persamaan Poisson.

KELEBIHAN DAN KEKURANGAN
ddPCR DIBANDING TEKNIK PCR
LAINNYA

Kelebihan ddPCR

Droplet digital polymerase chain
reaction (ddPCR) merupakan teknik biologi
molekuler baru yang dapat memberikan
kuantifikasi absolut maupun relatif pada
target asam nukleat tanpa memerlukan
kalibrator eksternal maupun kurva kaibrasi
seperti yang biasa digunakan dalam gqPCR
(Whale et al. 2012, Zhao et al. 2016). Kurva
kalibrasi eksternal untuk kuantifikasi absolut
pada gPCR biasanya diperolen dari
serangkaian  pengenceran yang telah
diketahui konsentrasinya, biayanya mahal
karena memerlukan bahan referensi standar
metrologi, sulit dan memakan waktu pada
saat preparasi sampel (Kim et al. 2013).
Selain itu masalah utama penggunaan gPCR
kuantitatif adalah terbatasnya ketersediaan
bahan referensi untuk menghasilkan kurva
dan batasan standar saat menggunakan
jumlah DNA cetakan dengan konsentrasi
yang lebih tinggi (Demeke et al. 2014).

Pada teknik ddPCR, pengaruh senyawa
inhibitor yang selama ini terdapat dalam
gPCR, dapat dikurangi secara signifikan.
Hal ini disebabkan adanya pengumpulan
sinyal fluoresens pada titik-akhir (end point)
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dan penghitungan droplet positif atau negatif
secara binomial yang dikaitkan dengan
algoritma Poisson (Zhao et al. 2016). Dapat
dikatakan ddPCR memiliki toleransi yang
lebih besar terhadap inhibitor (Whale et al.
2012). Sementara itu, qPCR lebih sensitif
terhadap inhibitor PCR, vyang dapat
menurunkan  efisiensi  PCR  sehingga
menyebabkan pergeseran Cq ke nilai yang
lebih  besar dan terlalu rendahnya
konsentrasi (Gambar 3). Kehadiran inhibitor
memiliki  potensi untuk meningkatkan
kesalahan, mengurangi resolusi pengujian
dan hasil yang tidak sesuai, termasuk hasil
false negative dalam PCR kuantitatif
maupun kualitatif (Hugget et al. 2008).
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Gambar 3. Perbandingan nilai CV (Coefficient
of Variance) dan nilai ketelitian
pendeteksian target berkonsentrasi
rendah pada ddPCR dan @PCR
(Zhao et al. 2016).

Pengujian menggunakan teknik ddPCR
menunjukkan koefisien variasi yang lebih
rendah  dibandingkan dengan qPCR,
terutama pada target DNA dengan
konsentrasi rendah sehingga dapat dikatakan
bahwa  hasil ddPCR  menunjukkan
keberulangan (repeatability) yang lebih baik
pada target yang berkonsentrasi rendah
(Whale et al. 2012, Zhao et al. 2016, Gossen
et al. 2019). Penyimpanan dan penanganan
kalibrator eksternal atau bahan DNA
referensi pada gPCR dapat menyebabkan
terjadinya degradasi bahan tersebut sehingga
membuat hasil deteksi kuantitatif bervariasi
dari hari ke hari atau nilai repeatability nya
rendah (Hou et al. 2010). Reproduksibilitas
dari gqPCR dan ddPCR dapat dievaluasi

berdasarkan nilai koefisien variansnya (CV).
Pada Gambar 4 pengujian dengan ddPCR
menunjukkan adanya peningkatan
reproduktivitas (CV: 0,9 - 17,6%)
dibandingkan dengan gPCR (CV: 51 -
41%).
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Gambar 4. Perbandingan gqPCR dan ddPCR
pada semua komoditas pertanian.

Histogram menunjukkan jumlah
salinan relatif rata-rata di setiap
jaringan (skala kiri) dan garis
menunjukkan variasi atau CV%
(skala kanan) dari gPCR dan ddPCR
(Giraldo et al. 2019).

Penggunaan ddPCR menunjukkan nilai
presisi dan akurasi yang lebih tinggi pada
deteksi kuantitatif Xanthomonas. citri subsp.
citri (bakteri patogen penyebab penyakit
Citrus Bacterial Cancer pada tanaman
jeruk) dibandingkan dengan hasil uji gPCR
(Tabel 1). Hal ini disebabkan dalam sistem
ddpCR terdapat partisi-partisi berupa droplet
yang berisi fraksi positif atau negatif dari
asam nukleat yang akan diukur dengan
menghitungnya  berdasarkan  persamaan
Poisson. Hasil uji ddPCR memiliki rentang
dinamis yang lebih luas serta tingkat
sensitivitas pengukuran yang jauh lebih
tinggi dibandingkan dengan qPCR (Zhao et
al. 2016; Ristaino et al. 2020). Dalam
pengujiannya,  teknik  ddPCR  dapat
mendeteksi keberadaan DNA yang jumlah
salinannya rendah dalam satuan molekul per
mikroliter.



Tabel 1. Data perbandingan pengujian ddPCR
dan gPCR dalam mendeteksi Xcc pada
tanaman jeruk yang terinfeksi (Zhao et

al. 2016)

Sampel ddPCR gPCR

Jeruk Positif Negatif Positif | Negatif
Terinfeksi

Simptomatik 25 0 22 3
Asimptomatik 21 4 9 16
Kekurangan ddPCR

Teknik  ddPCR  diklaim  mampu

menoleransi kehadiran senyawa inhibitor
pada prosesnya dan tidak sensitif terhadap
inhibitor seperti pada teknik gPCR. Namun
kenyataannya, kehadiran beberapa senyawa
inhibitor  seperti etanol masih  dapat
mempengaruhi proses ddPCR. lwobi et al.
(2016) menyatakan bahwa kehadiran
senyawa tersebut dapat menghambat
stabilitas reaksi ddPCR, sehingga sangatlah
penting untuk memastikan bahwa DNA
yang digunakan memiliki kualitas dan
kemurnian yang baik sebelum digunakan
untuk pengujian ddPCR.

Selain etanol, masih terdapat senyawa
lain yang dapat menghambat kerja reagen
yang digunakan pada teknik ddPCR. Dingle
et al. (2013) melakukan pengujian
menggunakan beberapa senyawa inhibitor
yang umum dijumpai pada reaksi PCR
seperti SDS (Sodium Dodecyl Sulfate),
EDTA (Ethylendiamine tetraaceate), dan
heparin baik pada reaksi ddPCR maupun
gPCR. Hasilnya menunjukkan bahwa
ddPCR memiliki kemampuan yang baik
dalam menoleransi kehadiran senyawa SDS
dan heparin. Sementara itu baik teknik
ddPCR maupun gPCR, tidak mampu
menoleransi kehadiran senyawa EDTA pada
reaksinya. Hal ini disebabkan karena sifat
dari EDTA yang cenderung mengikat kation
bivalen seperti Mg** vyang dibutuhkan
sebagai kofaktor enzim Taq Polymerase.

Selain masalah kehadiran senyawa
inhibitor, tingkat akurasi dalam kuantifikasi
absolut juga menjadi salah satu isu penting
dalam metode ini. Tingkat akurasi sangat
bergantung pada volume partisi berupa
volume tetesan yang digunakan. Jika volume
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tetesan bervariasi antara reaksi dan droplet
generator, maka dapat terjadi underestimate
atau overestimate dari jumlah salinan. Pada
penggunaan ddPCR, terjadi ketidakserasian
antara volume droplets yang ditentukan oleh
pabrikan dengan volume partisi yang
dihitung secara manual. Kosir et al. (2017)
melaporkan bahwa pada penggunaan mesin
BlO-rad QX100 Droplet Digital Generator
DG8 dengan perangkat lunak QuantaSoft
1.3.2.0 pengaturan  volume  droplet
menujukkan angka 0,91 nL, akan tetapi
setelah dilakukan pengukuran volume pada
tetesan generator, volume tetesan yang
ditunjukkan lebih kecil dari yang diyakini
sebelumnya vyaitu 0,89 nL. Selain itu,
volume droplet juga dipengaruhi oleh jenis
supermix (probe atau EVAGreen) dan
generator droplets yang digunakan.
Pengukuran volume yang tidak tepat
dapat menjadi masalah terutama dalam
aplikasi di bidang kesehatan. Pengukuran
volume yang tidak tepat akan mempengaruhi
pengambilan keputusan diagnostik dan
klinis dalam pelabelan salah satu produk
atau kesalahan dalam pengobatan. Dengan
demikian salah satu hal yang perlu
diperhatikan dalam penentuan kuantifikasi
jumlah salinan secara akurat adalah ukuran
volume droplet yang diukur dengan
mengantisipasi semua kemungkinan
penurunan volume, serta penggunaan jenis
generator droplet. Selain itu jenis supermix
yang digunakan juga menjadi salah satu
faktor yang harus dipertimbangkan.
Kekurangan lain dari teknik ddPCR
yaitu perlunya dilakukan beberapa optimasi
konsentrasi primer dan probe yang
berpotensi meningkatkan kinerja pengujian
secara  keseluruhan. Tingkat  ketelitian
evaluasi dan verifikasi sangat penting,
terutama untuk pengujian yang dilakukan
dalam format ddPCR multipleks. Hasil
perhitungan efesiensi biaya menunjukkan
bahwa untuk pengujian simplex, teknik
gPCR menunjukkan efisiensi yang lebih
baik, namun untuk pengujian multiplex
ddPCR mampu menggeser qPCR dalam
efesiensi harga dan waktu yang diperlukan.
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Pada penelitian yang dilakukan Yang et
al. (2014) dilakukan perbandingan antara
waktu dan biaya yang dibutuhkan untuk
melakukan analisis menggunakan ddPCR
dan gPCR. Hasilnya menunjukkan bahwa
untuk melakukan analisis satu sampel
menggunakan ddPCR, diperlukan waktu
sekitar 2.7 jam sedangkan pada gPCR
dibutuhkan  waktu sekitar 2.2 jam.
Sementara itu, untuk melakukan analisis
menggunakan ddPCR dibutuhkan biaya
sekitar AUD 61.00 per sampelnya
sedangkan untuk analisis menggunakan
gPCR menghabiskan biaya sebanyak AUD
50.00.

PEMANFAATAN ddPCR PADA
TANAMAN
1) Pengukuran konsentrasi DNA

tanaman secara akurat

Salah satu bentuk pemanfaatan teknik
ddPCR dalam kegiatan analisis molekuler
pada tanaman vyaitu pada pengukuran
konsentrasi DNA hasil ekstraksi seperti yang
yang dilakukan oleh Scollo et al. (2016).
Pada penelitian tersebut, Scollo et al. (2016)
mencoba membandingkan beberapa metode
ekstraksi DNA pada tanaman zaitun, yang
merupakan salah satu tanaman pertanian
penting yang dimanfaatkan minyaknya.
Selama ini telah banyak metode ekstraksi
DNA yang dikembangkan pada tanaman
tersebut namun metode untuk pengukuran
kualitas maupun kuantitas DNA masih
belum memuaskan.

Kegiatan ekstraksi DNA dilakukan dari
minyak zaitun langsung menggunakan tiga

varietas yaitu ‘‘Biancolilla”, ‘‘Nocellara
Etnea”, dan ‘“‘“Tonda Iblea”. DNA
diekstraksi menggunakan empat macam

metode vyaitu: 1) CTAB dengan kolom
purifikasi dan reagen DNeasy Plant Maxi
Kit (Qiagen, Germany);, 2) metode CTAB
dengan purifikasi menggunakan chloroform;
3) kit NucleoSpin Plant 1l Maxi (Macherey-
Nagel, Germany); dan 4) kit NucleoSpin
Plant Il Maxi dengan sedikit modifikasi.
Sebagai pembanding, DNA juga diekstraksi
dari bagian daun yang berasal dari varietas

“Picual” menggunakan metode CTAB. DNA
hasil ekstraksi selanjutnya diamplifikasi
menggunakan sepasang primer yang didisain
dari lokus 11C kloroplas untuk melihat hasil
(yield) dan kemurniannya.  Amplifikasi
dilakukan menggunakan ddPCR maupun
gPCR untuk membandingkan manakah di
antara kedua alat tersebut yang lebih akurat
untuk digunakan.

Hasil analisis menunjukkan bahwa
ddPCR memberikan resolusi yang lebih
baik, dengan kemampuan melakukan
amplifikasi sampel pada nilai pengenceran
yang lebih kecil. Penggunaan ¢PCR
menunjukkan bahwa konsentrasi DNA
terendah yang secara statistik masih
memungkinkan untuk diamplifikasi yaitu
sebesar 10 ng/ul sedangkan pada ddPCR
nilai pengenceran terendah yaitu pada
konsentrasi 10° ng/ul (Gambar 5 dan 6)
(Scollo et al. 2016). Hal ini menunjukkan
bahwa ddPCR memiliki kemampuan
mendeteksi DNA pada konsentrasi yang
lebih rendah dibanding qPCR.

Nilai regresi linear ddPCR sebesar
0,9972 menunjukkan perbedaan yang tidak
terlalu besar dengan nilai regresi linear
gPCR  (0,9965), meskipun  demikian
perbedaan kecil tersebut bermakna sangat
signifikan pada tingkat sensitifitas kedua alat
tersebut. Sayangnya meskipun tingkat
sensitifitas ddPCR lebih tinggi, namun di
sisi lain ddPCR memerlukan sebuah sistem
PCR khusus, yang memerlukan biaya yang
lebih mahal dibanding teknik fluorometri
atau spektrofotometri.

2) Deteksi  kehadiran
tanaman

Infeksi patogen pada tanaman pertanian,
seringkali menyebabkan kerugian berupa
penurunan hasil panen hingga kematian
tanaman. Kehadiran patogen pada jaringan
tanaman seringkali sulit dideteksi sejak dini
karena ukurannya yang sangat kecil dalam
bentuk spora atau miselium. Saat ini
kehadiran patogen dapat dideteksi sejak dini,
melalui pemanfaatan teknik ddPCR seperti
pada penelitian yang dilakukan oleh Ristaino
et al. (2020). Pada penelitian tersebut,

patogen pada



mereka melakukan deteksi  kehadiran
cendawan Phytophthora infestans pada umbi
kentang dengan membandingkan
penggunaan teknik Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP), Real-
Time LAMP (RT LAMP), dan ddPCR.
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LAMP merupakan metode amplifikasi DNA
sederhana yang hanya menggunakan satu
temperatur. Oleh karena itu amplifikasi tidak
harus dilakukan menggunakan  mesin
thermocycler  tetapi dapat  dilakukan
menggunakan heat block atau waterbath.

] 100 10 102 10°  10%,
100 1 = 10 ng/ul Picual
95 1 = 10"!ng/ul Picual
90 1 =102 ng/ul Picual
85 1 """ 10" ng/ul Picual
20 - ——— 10~ ng/ul Picual
75 = Negative Control
70 4 s Picuda Qil Nucleo Spin Mini 1:10
© 65 1 === Picuda Oil Nucleo Spin Maxi
g 60 1 s Picuda CTAB+Qiagen Column 1:10
E 55 ] ———— Picuda CTAB- Cloroform 1:10
g 56 Tonda Iblea Oil Nucleo Spin Mini 1:10
= s - = Tonda Iblea Oil Nucleo Spin Maxi
42) A =" Tonda Iblea CTAB+Qiagen Column 1;10
35 “ Nocellara Etnea Oil Nucleo Spin Mini 1:10
30 1 = Nocellara Etnea Oil Nucleo Spin Maxi 1:10
ol Nocellara Emea Oil CTAB+Qiagen 1:10
201
15 1
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Gambar 5. Hasil amplifikasi DNA zaitun menggunakan qPCR (Scollo et al. 2016).
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45 Standard Dilution
— " * Negative Control
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Gambar 6. Hasil amplifikasi DNA zaitun menggunakan ddPCR (Scollo et al. 2016).

Sebanyak delapan isolat P. infestans
yang berasal dari Amerika Serikat dan satu
isolat yang berasal dari Eropa dan Afrika
Timur digunakan pada penelitian ini. DNA
diekstraksi secara manual menggunakan
metode CTAB. Terdapat tiga pasang primer
yang  digunakan  untuk  amplifikasi

menggunakan metode LAMP yaitu primer
forward dan reverse standar (F3/B3),
FIP/BIP primer, dan dua primer Loop untuk
mempercepat reaksi yaitu LoopF/LoopB.
Ketiga pasang primer tersebut didisain pada
daerah ITS.

35
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Tabel 2. Konsentrasi  pengenceran DNA

minimum yang dapat diamplifikasi 3%00r :111”%}&

pada beberapa metode PCR 3000 - —— 110 pg/ul

(Ristaino et al. 2020) 2500 |- :111%9;}3'

——NTC
Konsentrasi PCR LAMP RT ddPCR 20001 gaseline,
LAMP 1500 |-

10 ng/ul + + + + 1000 -
1 ng/ul + + + + i
100 pg/ul + + + + A
10 pg/ul + + + + 10 20 30 40 50
1 pg/ul - + + + Time (minutes)
100 fg/ul - - +

Gambar 8. Hasil amplifikasi sampel kentang
menggunakan metode RT LAMP
(Ristaino et al. 2020).

11 ng/pl 1.1 ng/pl

101 pg/pl 11 pa/pl

Gambar 7. Hasil amplifikasi sampel kentang ' '
menggunakan metode LAMP A NTG
konvensional. Adanya perubahan
warna menunjukkan bahwa sampel 3 "
positif terinfeksi cendawan (Ristaino ' ' ' '
et al. 2020).

Gambar 9. Perubahan warna pada sampel yang
diamplifikasi menggunakan RT

Hasil analisis menggunakan metode LAMP (Ristaino et al. 2020).

LAMP menunjukkan bahwa metode tersebut
mampu mengamplifikasi DNA P. infestans
hingga pengenceran terendah sebesar 1,1
pg/ul (Tabel 2). Hal ini terlihat dari adanya
perubahan warna SYBR Green pada
campuran dari semula berwarna hijau
menjadi berwarna kuning, yang tidak terjadi
pada kontrol negatif (Gambar 7). Sementara
itu pada hasil analisis menggunakan RT
LAMP, terlihat bahwa  konsentrasi
pengenceran  minimum  yang  dapat
diamplifikasi yaitu sebesar 1,1 pg/ul sama
seperti pada metode LAMP konvensional
(Tabel 2, Gambar 8). Perubahan warna juga
terjadi pada senyawa HNB yang terdapat
pada campuran dari semula berwarna biru
tua menjadi berwarna biru cerah, yang tidak
terjadi pada kontrol negatif (Gambar 9).

Hasil analisis menggunakan ddPCR
menunjukkan bahwa metode ini mampu
mengamplifikasi sampel pada konsentrasi
pengenceran yang lebih rendah yaitu sebesar
100 fg/ul (Tabel 2). Selain itu, metode
ddPCR mampu membedakan antara umbi
yang sehat dengan umbi yang terinfeksi dari
sebaran titik-titik pada koordinat (Gambar
10). Pada koordinat A terlihat bahwa hanya
terdapat satu warna pada titik-titik yang
tersebar yaitu warna hitam dengan nilai
amplitudo di bawah 3000. Hal ini
menunjukkan bahwa sampel yang dianalisis
berasal dari umbi yang sehat dan tidak
terinfeksi. Sementara pada koordinat B
terlihat bahwa terdapat dua warna pada titik-
titik yang tersebar yaitu warna hitam dengan
nilai amplitudo di bawah 3000 dan warna



biru dengan nilai amplitudo lebih dari 3000
yang menunjukkan bahwa sampel yang
dianalisis berasal dari umbi yang terinfeksi
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dan selama terjadi reaksi amplifikasi
ddPCR, sampel tersebut dipartisi menjadi
fraksi positif dan fraksi negatif.

Ch -HO3 Pes O Neg 13678

1000 4000 6000 2000 10000 13000
Evert Number

°

Ch1 - G03 Pos 6706 Neg 7832

0 2000 4300 4030 200D 10000 12000 14020
Event Number

Gambar 10. Hasil amplifikasi menggunakan sampel

kentang menggunakan metode ddPCR (Ristaino

et al. 2020).
e
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Gambar 11. Plot amplifikasi pada singleplex ddPCR pada kondisi teroptimasi (Wu et al. 2017).

Tabel 3. Estimasi zigositas pada tanaman T1 menggunakan duplex ddPCR (Wu et al. 2017)

Tanaman Target Deteksi Droplet Statistik Poisson (salinan) Rasio Zigositas
T Accepted Positif Negatif Maksimum Minimum Salinan (exofendo)
per ul

2-1 HPT 10938 3891 7047 534 501 517 0,50 Homo
CruA 10938 6417 4521 1066 1013 1039

2-2 HPT 13089 1714 11375 173 157 165 0,25 Hemi
CruA 13089 5598 7491 674 639 657

3) Estimasi jumlah salinan DNA pada  Jumlah salinan DNA vyang berhasil

proses transformasi genetik dinsersikan akan mempengaruhi tingkat

Saat proses transformasi genetik pada
tanaman, DNA yang membawa karakter
yang diinginkan dapat disisipkan ke dalam

genom tanaman melalui  perantaraan
Agrobacterium tumefaciens atau
menggunakan  particle  bombardment.

ekspresi gen dan stabilitas genetik dari
tanaman transgenik yang dihasilkan. Oleh
karena itu estimasi penghitungan jumlah
salinan T-DNA vyang berhasil disisipkan
menjadi sangat penting untuk dilakukan.
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Selama ini teknik Southern blot banyak
digunakan untuk kegiatan analisis tersebut,
akan tetapi teknik ini memiliki kelemahan
yaitu membutuhkan waktu yang lama,
keterampilan yang tinggi, serta memerlukan
probe radioaktif dengan jumlah material
tanaman yang dibutuhkan cukup banyak.
Biasanya setelah mengidentifikasi single-
copy pada tanaman TO, benih T1 yang
diperoleh dari selfing tanaman TO dapat
dibedakan menjadi 3 genotipe yaitu
homozigot, hemizigot, dan tidak membawa
transgen. Penentuan zigositas dilakukan
berdasarkan analisis segregasi pada T2
menggunakan metode PCR atau marka
selektif antibiotik. Kehadiran teknik ddPCR
dapat mengatasi permasalahan  yang
ditemukan pada teknik Southern karena
kemampuan ddPCR untuk melakukan
penghitungan  jumlah  molekul DNA
walaupun dalam jumlah yang sangat kecil
seperti yang ditunjukkan pada penelitian
yang dilakukan oleh Wu et al. (2017) pada
kegiatan transformasi genetik tanaman
kanola.

Hasil amplifikasi pada penelitian ini
menunjukkan separasi antara droplet positif
(warna biru) dan negatif (warna hitam) yang
terlihat jelas (Gambar 11). Estimasi jumlah
salinan pada tanaman hasil transformasi juga
dapat dilakukan dengan baik. Jumlah droplet
positif ~dan  negatif dapat dihitung
menggunakan perangkat lunak dari ddPCR.
Hanya sampel dengan jumlah lebih dari
10.000 droplet yang digunakan dalam
analisis. Selain itu zigositas pada tanaman
generasi T1 yang juga dapat diestimasi.
Zigositas pada tanaman T1 yang berasal dari
selfing tanaman TO tediri atas tiga genotipe
yang perbandingannya mengikuti nisbah
Mendel, yaitu homozigot, hemizigot, dan
bukan transgenik. Hasil analisis
menunjukkan bahwa ada beberapa tanaman
yang memiliki nilai rasio antara gen eksogen
dengan gen endogen sebesar 0,5 yang berarti
bahwa tanaman tersebut bergenotipe
hemizigot dan ada pula yang rasionya
sebesar 0,25 yang berarti bahwa tanaman
tersebut bergenotipe homozigot (Tabel 3).

KESIMPULAN

Teknologi ddPCR menawarkan sejumlah
keunggulan dibanding teknik gPCR di
antaranya mampu melakukan kuantifikasi
absolut maupun relatif pada DNA dengan
konsentrasi sangat rendah, tidak
memerlukan kurva standar, serta tidak
sensitif  terhadap  kehadiran  senyawa
inhibitor. Pada kegiatan analisis molekuler
tanaman, teknologi ini dapat dimanfaatkan
untuk melakukan pengukuran konsentrasi
DNA tanaman secara akurat, deteksi
kehadiran patogen pada jaringan tanaman,
serta mengestimasi jumlah salinan DNA
pada  kegiatan  transformasi  genetik.
Teknologi ini memiliki potensi sebagai
powerful tool untuk membantu memecahkan
berbagai masalah dan tantangan dalam
bidang biologi molekuler dan diagnostik
pada masa mendatang.
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