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ABSTRACT 

DNA isolation and purification in the conventional Polymerase Chain Reaction (PCR) process require reagents 

that are toxic, more costly and time consuming, and poses a high contamination risk. Stelechocarpus burahol 

leaves contain phenolics, flavonoids, and terpenoids which can interfere with DNA isolation. The use of direct 

PCR kits was proposed to detect genes without DNA extraction. The objective of study was to determine the 

method of gene detection of S. burahol using direct PCR kit. Leaves sample were collected from trees planted in 

Garut, Purwodadi Botanical Garden, Kyai Langgeng Garden, Yogyakarta Palace, Turi Sleman, Wanagama, 

Karanganyar, and South Kalimantan. One leaf sample was collected from each location, except two leaves sample 

were collected from Bogor Botanical Garden. The primers used for the trials were ITS 1 and 4. The amplification 

product of 50 μl PCR reaction showed positive bands that were detected by electrophoresis. The PCR product 

was measured at ± 750 bp from ten samples. Direct PCR kits can be used for gene detection from  S. burahol leaf 

samples, although the further confirmation by DNA sequencing will be required. This methods only requires a 

small amount of tissue, and reduces contamination during DNA extraction process. Direct PCR kits can be 

proposed as an effective method that can be utilized to detect target genes for large populations. 

Keywords:  detect target genes, DNA amplification, PCR product, without DNA extraction  

ABSTRAK 

Tahap isolasi dan pemurnian DNA pada proses Polymerase Chain Reaction (PCR) konvensional memerlukan 

reagen yang mahal, toksik, proses lama, dan memiliki resiko kontaminasi tinggi. Daun Stelechocarpus burahol 

mengandung senyawa fenolik, flavonoid, dan terpenoid yang dapat mengganggu saat isolasi DNA. Penggunaan 

kit direct PCR diharapkan dapat mendeteksi gen pada tanaman tanpa ekstraksi DNA. Penelitian ini bertujuan 

untuk menguji metode deteksi gen pada S. burahol menggunakan kit direct PCR. Setiap lokasi diambil satu pohon 

sebagai sumber sampel daun S. burahol. Lokasi tersebut antara lain Garut, Kebun Raya Purwodadi, Taman Kyai 

Langgeng, Kraton Yogyakarta, Turi Sleman, Wanagama, Karanganyar, dan Kalimantan Selatan, kecuali Kebun 

Raya Bogor diambil dua pohon sebagai sampel. Primer yang digunakan untuk uji coba adalah primer ITS 1 dan 

primer ITS 4. Pada tahap amplifikasi DNA, sampel dari PCR dengan volume 50 μl  menunjukan adanya pita 

amplifikasi DNA dideteksi dengan elektroforesis. Produk DNA S. burahol berukuran ± 750 bp dari sepuluh 

sampel S. burahol. Kit direct PCR dapat digunakan untuk deteksi gen S. burahol, dengan efisiensi waktu dan 

tenaga, hanya memerlukan sedikit jaringan, dan mengurangi resiko kontaminasi selama proses ekstraksi DNA, 

meskipun pengujian lebih lanjut melalui sekuensing DNA tetap diperlukan. Direct PCR diharapkan dapat menjadi 

metode yang efektif yang dapat dimanfaatkan untuk mendeteksi gen target untuk populasi besar. 

Kata kunci: deteksi gen target, amplifikasi DNA, produk PCR, tanpa ekstraksi DNA 

I. PENDAHULUAN 

Polymerase chain reaction (PCR) 

digunakan pada penelitian biologi molekuler 

tumbuhan, thremmatology, dan ekologi untuk 

analisis   tipe    gen,    peta    gen,    isolasi   gen, 

penyisipan       gen       ke       transforman       dan 

 

pengembangan marker (Hwang et al., 2013). 

PCR   konvensional   memerlukan   isolasi   dan  

pemurnian DNA. Isolasi DNA dilakukan dengan 

penggerusan untuk mempermudah ekstraksi 

sehingga diperoleh DNA tanpa debris sel. 

Menurut Surzycki dan Surzycki (2000), 
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keberadaan DNAse, senyawa metabolit sekunder 

dan kontaminan polisakarida menjadi 

permasalahan pada saat isolasi DNA tumbuhan, 

sehingga diperlukan kit ekstraksi. Ekstraksi 

DNA bertujuan untuk memisahkan DNA di 

dalam inti sel dari komponen seluler lain, dengan 

cara lisis sel, pemisahan DNA dari komponen sel 

lain, dan presipitasi DNA menggunakan etanol 

absolut (isopropanol). Selama proses ekstraksi 

DNA memungkinkan terjadinya DNA yang 

patah, DNA terdegradasi oleh enzim nuklease, 

kontaminasi oleh polisakarida, dan metabolit 

sekunder. Langkah selanjutnya, menghilangkan 

zat kimia dan enzim sehingga menurunkan 

molekul DNA serta mengganggu PCR dalam 

pemurnian DNA (Young et al., 2007). Proses 

pemisahan dan pemurnian DNA memerlukan 

banyak tenaga, waktu, biaya dan proses yang 

rumit.  

Teknologi direct PCR menggunakan 

jaringan hewan, mikroba atau tumbuhan secara 

langsung untuk PCR tanpa proses isolasi dan 

pemurnian DNA (Bellstedt et al., 2010; 

Berthomieu & Meyer, 1991; Klimyuk et al., 

1993). Direct PCR merupakan metode yang 

efisien, cepat, mudah, hemat biaya dan waktu 

dibanding PCR konvensional. Beberapa produk 

komersial (HelixAmp direct PCR (3G), 

Nanohelix Co. Korea dan Phire Direct PCR kit, 

Thermo Fisher Scientific Co., USA) digunakan 

untuk direct PCR pada hewan dan mikroba. 

Direct PCR juga dapat digunakan untuk 

pengembangan tanaman transgenik. Pada direct 

PCR, lisis sel tumbuhan menggunakan buffer 

lisis PEG Alkali untuk deteksi genotipe berbagai 

tanaman. Teknik direct PCR  digunakan untuk 

seleksi penanda filogenetik dan pengembangan 

modifikasi genetik tanaman padi (TPI 360bp), 

Arabidopsis (Actin 491bp), Tobacco (Actin 

524bp), Potato (Actin 320bp), Tomato (Actin 

247bp), Chrysanthemum (Actin 243bp), Rape 

(Actin 512bp) (Hwang et al., 2013). Direct PCR 

- jaringan merupakan metode yang cepat untuk 

mengidentifikasi gen target, eksplorasi 

komposisi dan keanekaragaman genetik (Li et 

al., 2010).  

Pohon Kepel atau Stelechocarpus burahol 

(Bl.) Hook.F & Th. mempunyai sinonim Uvaria 

burahol Bl. termasuk famili Annonaceae (Arora, 

2014). Penyebaran pohon tersebut di Asia 

Tenggara, Malaysia, dan Indonesia terutama di 

Pulau Jawa (Heyne, 1987). Buah kepel 

berkhasiat sebagai obat radang ginjal, 

meringankan penyakit asam urat, menyehatkan 

saluran kemih, mencegah peradangan, pencegah 

dehidrasi, antioksidan, meningkatkan daya tahan 

tubuh, sumber energi dan bermanfaat untuk diet 

(Amin et al., 2018). Pohon S. burahol termasuk 

daftar 40 jenis tanaman langka pada kategori LR 

atau Low Risk (Dodo, 2015). Daun S. burahol 

mengandung flavonoid. Identifikasi B4b 

menunjukkan 3,7,3',4'- tetrahidroksi-5-metil 

flavon (Sunarni et al., 2007). Kandungan fenolik 

tinggi dalam sampel tumbuhan dapat 

mengganggu proses PCR. DNA daun sulit 

diperoleh bila sampel daun sudah tua, 

mengandung senyawa pengganggu, dan hasil 

amplikasi panjang. Pada saat memulai 

penggunaan kit direct PCR perlu optimasi. Tahap 

optimasi berfungsi untuk mengatasi kesulitan 

bila hasil produk DNA rendah akibat perbedaan 

penggunaan bahan jaringan dan primer. Sebelum 

dilakukan PCR, sampel perlu dioptimasi supaya 

diperoleh komposisi dan kondisi PCR yang 

sesuai sehingga mendapatkan hasil PCR optimal. 

Optimasi PCR tersebut bermanfaat untuk 

mengetahui kondisi PCR yang tepat dalam 

mendeteksi gen pada S. burahol. Produk PCR 

yang dihasilkan kemudian dielektroforesis. 

Tujuan penelitian ini untuk menguji metode 

deteksi gen pada Stelechocarpus burahol 

menggunakan kit direct PCR. 

II. BAHAN DAN METODE 

Penelitian dilaksanakan bulan April 2020 

sampai Agustus 2020. Penelitian dilakukan di 

Laboratorium Bioteknologi dan Pemuliaan, 

Fakultas Pertanian Universitas Tidar. Sepuluh  

pohon S. burahol yang digunakan berasal dari 

sembilan lokasi. Setiap lokasi diambil satu  

pohon sebagai sumber sampel daun, kecuali 
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Kebun Raya Bogor diambil dua pohon karena 

ada pohon S. burahol varietas longiflora yang 

perlu diteliti. Pada lokasi Garut, Kebun Raya 

Purwodadi, Taman Kyai Langgeng Magelang, 

Kraton Yogyakarta, Turi Sleman, Hutan 

Wanagama, Karanganyar, dan Kalimantan 

Selatan hanya diambil satu pohon setiap lokasi.  

Bahan penelitian terdiri atas sepuluh 

sampel daun kepel dengan label sesuai kode 

lokasi, Bioline MyTaqTM Plant-PCR Kit, DNA 

ladder 100 bp merk Vivantis, pewarna DNA 

(florosafe DNA stain dari 1st BASE), aquades 

steril, aluminium foil, TBE 1X, akuabides 

(ddH2O) steril, alkohol 70%, ice gel, SDS 

Solution, tisu, kertas label, primer ITS 1 forward, 

dan primer ITS 4 reverse. Alat yang digunakan 

terdiri atas cutter, gunting, inkubator, kotak es, 

autoklaf, freezer, timbangan analitik (Shimadzu 

corporation), tube 1,5 ml, tube 0,2 ml, tabung 

sentrifuge 15 ml, mikropipet (ukuran 10, 100, 

200 μl), yellow tip, white tip, rak tip, spidol 

marker, tisu, vortex, mesin PCR, microwave, UV 

transilluminator, horizontal agarose gel 

electrophoresis apparatus (MUPID 2-Plus), 

power supply, sisir pembentuk sumuran gel, 

geldoc, dan komputer. 

Prosedur PCR: optimasi produk DNA dari 

daun 0,1 mg diiris tipis kemudian dihancurkan 

dan dilarutkan dengan 1,25% larutan SDS 

sebanyak 50 ul yang disebut template DNA. 

Kemudian diinkubasi pada suhu  95oC selama 5 

menit dan divortex 2 detik. Komponen PCR: Kit 

PCR : 25 μl, Primer Forward 1 μl, Primer 

Reverse 1 μl, Plant Extraction 1 μl, dan ddH2O 

22 μl. Pelaksanaan PCR sebagai berikut. Pre-

denaturasi 95oC selama 7 menit, denaturasi 95oC 

selama 1 menit, penempelan 55oC selama 1 

menit, ekstensi 72oC selama 1 menit, tahap akhir 

ekstensi 72oC selama 1 menit dan 40 siklus 

(Bioscience, n.d.) yang dimodifikasi. 

Hasil elektroforesis dianalisis dengan 

membandingkan ketebalan band /pita 

amplifikasi secara visual. Pita yang optimal 

adalah pita yang sesuai target. Gen target ITS 

tersebut tunggal dan mempunyai ukuran 400-

1000 bp  (Ali et al., 2015). Konsentrasi dan suhu 

penempelan primer yang menghasilkan pita 

optimal digunakan untuk PCR pada sepuluh 

sampel penelitian dicatat. 

Tabel 1.  Gen target, primer, urutan nukleotida, suhu annealing pada sepuluh sampel daun S.burahol 

Gen 

target 
Primer Urutan nukleotida Referensi 

Suhu  

penempelan 

ITS 
ITS 1 

(forward) 
-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- (White et al., 1990)  

55oC 

 
ITS 4 

(reverse) 
-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-   

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pendekatan direct kit PCR memungkinkan 

amplifikasi PCR dari ukuran sampel sedikit, 

tanpa pemurnian, waktu efisien dan alur kerja 

sederhana untuk deteksi genotipe tumbuhan dan 

hewan (Chum et al., 2012). Amplifikasi 

menggunakan kit direct PCR dilakukan tanpa 

melalui proses isolasi DNA (Ben-Amar et al., 

2017). Pada penelitian ini hanya diperlukan 0,1 

mg daun, kemudian dilarutkan ke dalam 1,25% 

w/v larutan SDS (Sodium Dodecyl sulfate) atau 

NaDS  atau dikenal sebagai natrium lauril sulfat  

50 ul. Menurut Ben-Amar et al. (2017), pelarut 

proteinase K dengan adanya SDS dan atau NaOH 

berfungsi sebagai lisis alkali pada membran sel. 

Metode PCR pada umumnya, DNA inti yang 

dibebaskan mengalami pemurnian dengan fenol-

kloroform, terjadi endapan etanol dan resuspensi 

pelet DNA. Prosedur tersebut, memerlukan 

tenaga dan waktu lama serta pelarut organik yang 

bersifat toksil, terutama bila pengerjaan sampel 

DNA dalam jumlah besar. Protokol tersebut 

memerlukan lisis alkali dan polimerase DNA 

Taq dengan aktivitas tinggi (AlShahni et al., 

2009; Cascella et al., 2015). 
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Spesimen diinkubasi pada suhu  95oC 

selama 5 menit. Menurut AlShahni et al. (2009); 

Ben Amar et al. (2012), pemanasan pada proses 

lisis dilakukan untuk memudahkan pelepasan 

DNA. Pada penelitian ini jumlah yang digunakan 

hanya sedikit dan durasi vortex hanya 2 detik, hal 

ini sesuai yang disampaikan oleh Sharma, 

Kumar, Mohapatra, Khandelwal, dan Vyas  

(2012) bahwa substrat yang mengandung 

inhibitor dapat dihindari dengan menggunakan 

sedikit sampel dan durasi pendek saat campuran 

sampel dihancurkan. Dalam penelitian ini 

digunakan kit direct PCR Bioline MyTaqTM 

Plant-PCR Kit dan primer ITS untuk pengikatan  

gen ITS pada tanaman S. burahol. Chum et al. 

(2012) menyatakan bahwa kit direct PCR 

Thermo Scientific Phusion dan Phire DNA 

Polymerases direkayasa khusus untuk 

pengikatan domain DNA beruntai ganda yang 

bersifat unik. Deteksi DNA target berbasis PCR 

mempunyai banyak aplikasi pada penelitian 

molekuler tumbuhan untuk analisis genotipe  dan 

verifikasi transgenik. 

Syarat pemurnian DNA tumbuhan pada 

PCR adalah lisis sel dilanjutkan isolasi DNA 

menggunakan berbagai komponen yang 

berpotensi mengganggu analisis PCR. Pada 

tumbuhan yang mengandung fenolik tinggi 

menjadi kendala, sehingga perlu  penambahan 

polivinilpirolidon untuk menghilangkan 

senyawa pengikat DNA setelah lisis sel (John, 

1992; Kim et al., 1996). Langkah tersebut rumit 

dan memakan waktu lama sehingga perlu 

dihindari dengan alternatif penggunaan kit direct 

PCR untuk mendeteksi DNA target. Tahap lisis 

sel dan isolasi DNA dapat dihilangkan 

menggunakan teknik direct PCR dari sampel 

daun pohon S. burahol. Menurut Ben-Amar et al. 

(2017), pendekatan berbasis direct PCR menjadi 

metode yang serbaguna, andal, dan 

terstandarisasi untuk deteksi genom DNA 

organisme eukariotik dan prokariotik walaupun 

dengan ukuran sampel sedikit. Teknik ini 

memberikan manfaat dalam hal kecepatan, 

ketahanan, dan efisiensi dibandingkan dengan 

PCR konvensional serta metode PCR lain. 

Amplifikasi DNA dilakukan dengan 

menggunakan primer universal dan kondisi 

siklus standar. Pada penelitian ini digunakan kit 

direct PCR Bioline MyTaqTM Plant-PCR Kit. 

Tahap ini merupakan metode sederhana karena 

sampel yang ada langsung dilakukan proses 

PCR. Menurut Ben-Amar et al. (2017), tahapan 

yang dihilangkan adalah  kultivasi, pemulihan sel 

atau ekstraksi DNA.  

Direct PCR dapat diterapkan pada 

penelitian diagnosis genetik penyakit tumbuhan, 

tanaman pertanian dan bioteknologi tanaman. 

Penggunaan primer khusus yang dirancang untuk 

menargetkan gen tertentu memungkinkan 

identifikasi langsung spesimen tanpa 

memerlukan ekstraksi DNA. Pada penelitian ini, 

tahap sequencing hanya memerlukan sampel 

produk PCR sebanyak 50 μl dan menunjukan 

hasil positif saat dideteksi dengan elektroforesis. 

Pada penelitian ini, keandalan metode 

direct PCR diuji pada daun dari sepuluh individu 

pohon S. burahol menggunakan primer ITS 1 dan 

primer ITS 4 yang merupakan penandan ITS 

universal (White et al., 1990) untuk deteksi gen 

pada jenis ini. Menurut Cao et al. (2009), 

jaringan daun dari semua spesies tanaman yang 

diuji memberikan hasil positif dan menunjukkan 

keberhasilan amplifikasi urutan DNA target 

tanpa menambahkan agen pengkelat seperti 

Chelex, EDTA atau DMSO yang digunakan 

dalam metode PCR konvensional yang sering 

mengalami kegagalan PCR. Protokol kit direct 

PCR tidak memerlukan perlakuan khusus untuk 

menghilangkan penghambat PCR termasuk 

polisakarida dan senyawa fenolik pada saat 

amplifikasi PCR. Beberapa data telah dilaporkan 

pada amplifikasi langsung tanpa isolasi DNA. 

Metode ini telah diterapkan pada koloni bakteri  

(Eszik et al., 2016), khamir dan jamur (AlShahni 

et al., 2009; Ben Amar et al., 2012), spesies alga 

(Sharma et al., 2012), jaringan hewan (Shokralla 

et al., 2010; Werblow et al., 2016), dan darah  

manusia (Cascella et al., 2015). 

Penggunaan ITS sebagai DNA barcode 

region telah dilakukan pada 78 suku tanaman 

Angiospermae dengan 281 spesies (S. Chen et 
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al., 2010). Beberapa diantaranya adalah tanaman 

dari suku Potamogetonaceae (Yang et al., 2017), 

Araliaceae (X. Chen et al., 2013), Hypericacea 

(Costa et al., 2016), Malvaceae (Santhosh Kumar 

et al., 2015), Rosaceae (Chin et al., 2014), dan 

Lauraceae (Doh et al., 2017). Pada penelitian ini 

gen target, primer, urutan nukleotida serta suhu 

penempelan yang diperlukan 55oC (Tabel 1) 

dapat menghasilkan pola pita yang optimal 

berukuran ± 750 bp (Gambar 1). Keuntungan 

direct PCR diantaranya adanya indikasi gen 

target pada S. burahol tanpa ekstraksi DNA, 

meskipun amplikon DNA ITS tersebut masih 

memerlukan pengujian lebih lanjut apakah 

merupakan amplifikasi dari DNA tanaman atau 

DNA dari mikroorganisme endofit yang hidup 

pada daun  S. burahol. Pengujian melalui tahapan 

sekuensing DNA terhadap amplikon tersebut 

akan dapat memberikan kepastian bahwa DNA 

ITS yang teramplifikasi menggunakan metode 

direct PCR merupakan DNA dari S. burahol. 

Teknologi direct PCR diharapkan dapat 

diterapkan untuk deteksi genotipe berbagai 

tanaman sehingga menghemat waktu, tenaga dan 

biaya. Prosedur tersebut dapat disederhanakan 

lebih efisien dan berhasil memperkuat fragmen 

DNA dari template secara langsung sehingga 

mengurangi biaya tambahan kit dan reagen  

pemurnian  DNA. Metode  direct PCR dapat 

diterapkan untuk mendeteksi tanaman buah dan 

biji transgenik sebagai alat untuk aplikasi 

keamanan hayati serta seleksi secara cepat pada 

skala besar. Metode ini menjadi efektif, cukup 

mudah dan relatif cepat terutama untuk sampel 

skala besar. 

Pada elektroforesis hasil PCR, pita yang 

optimal adalah pita yang tebal, bersih dan sesuai 

ukuran (target) yang ditunjuk oleh primr ITS 

yang digunakan. Gambar 1 menunjukkan 

konsentrasi primer yaitu 20 μMol didapatkan 

gambar pita yang jelas dan sesuai target, pada 

ladder dengan ukuran 750 bp. Menurut 

Padmalatha dan Prasad, (2006), konsentrasi 

primer yang terlalu rendah atau terlalu tinggi 

dapat menyebabkan tidak terjadi amplifikasi. 

Selain itu, semakin tinggi konsentrasi primer 

dapat menyebabkan pita yang tebal tetapi kadang 

diikuti pita yang tidak spesifik (unspecific band). 

Pada semua sampel suhu penempelan 55oC 

menghasilkan gambar pita yang jelas sehingga 

hasil implifikasi kurang jelas (Rychlik et al., 

1990). Sedangkan pada suhu penempelan yang 

terlalu rendah, pita tidak spesifik akan 

teramplifikasi yang menyebabkan pita multipel 

pada hasil elektroforesis. Hasil optimasi 

sebaiknya dicoba untuk beberapa sampel 

penelitian dahulu, tidak langsung pada seluruh 

sampel penelitian, karena konsentrasi DNA yang 

dioptimasi dapat berbeda dengan konsentrasi 

produk DNA pada seluruh sampel penelitian. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1.  Hasil amplifikasi DNA barcodes 

region ITS berukuran  ± 750 bp pada 

sepuluh sampel S. burahol. 

Keterangan: 1). Sampel dari Kebun Raya Bogor, 2) 

Garut, 3) var. longiforus, 4) Kebun 

Raya Purwodadi, 5) Taman Kyai 

Langgeng Magelang, 6) Karanganyar, 

7) Turi Sleman, 8) Kraton Yogyakarta, 

9) Wanagama, dan 10) Kalimantan 

Selatan 

IV. KESIMPULAN 

Metode direct PCR yang digunakan dalam 

penelitian ini berhasil mendapatkan amplifikasi 

DNA ITS dengan ukuran ± 750 bp sebagai target 

deteksi yang diujikan pada S. burahol. Namun 

demikian, pengujian lebih lanjut melalui 

sekuensing DNA masih diperlukan untuk 

memastikan bahwa DNA ITS yang telah 

terdeteksi  tersebut adalah DNA S. burahol. 
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