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ABSTRAK  

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan metode Direct PCR yang cepat dan 

hemat biaya untuk amplifikasi gen rbcL tanpa memerlukan isolasi DNA, khususnya 

pada spesies Dendrobium crumenatum Sw., salah satu anggrek yang dikenal 

sebagai tanaman obat dalam pengobatan tradisional. Metode yang digunakan 

adalah dengan merendam daun segar D. crumenatum dalam buffer TE, diikuti 

dengan inkubasi pada suhu 55ºC. Produk hasil inkubasi kemudian digunakan 

langsung sebagai template PCR. Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode ini 

menghasilkan pita DNA yang jelas dengan panjang 600 bp sesuai target gen rbcL. 

Analisis BLAST mengonfirmasi bahwa urutan DNA memiliki tingkat kemiripan 

sebesar 84-85% dengan spesies lain di GenBank. Simpulan, metode Direct PCR 

terbukti efektif untuk aplikasi DNA barcoding, dengan keunggulan dalam 

kecepatan dan efisiensi biaya dibandingkan metode isolasi DNA konvensional. 

 

Kata Kunci: Anggrek Obat, Dendrobium crumenatum Sw., Direct PCR, DNA 

Barcoding 

 

ABSTRACT 

This study aims to develop a rapid and cost-effective Direct PCR method for 

amplifying the rbcL gene without requiring DNA isolation, particularly for 

Dendrobium crumenatum Sw., an orchid species known for its traditional medicinal 

uses. The method involved soaking fresh leaves of D. crumenatum in TE buffer, 

followed by incubation at 55ºC. The incubation product was Directly used as a PCR 

template. The results showed a clear DNA band of 600 bp, corresponding to the 

target rbcL gene. BLAST analysis confirmed that the DNA sequence shared 84-85% 

identity with other species in GenBank. In conclusion, the Direct PCR method 

proved to be effective for DNA barcoding applications, offering advantages in 

speed and cost-efficiency over conventional DNA isolation methods. 

 

Keywords: Medicinal Orchids, Dendrobium crumenatum Sw., Direct PCR, DNA 

Barcoding 

 

PENDAHULUAN 

Dendrobium merupakan salah satu genus anggrek terbesar dengan jumlah 

spesies lebih dari 1500 yang tersebar di Asia, Eropa, dan Australia (Cakova et al., 
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2017). Genus Dendrobium juga dikenal karena manfaatnya sebagai obat. Hampir 

80 spesies genus Dendrobium telah digunakan dalam pengobatan tradisional di 

Cina (He et al., 2020). Selain itu, potensi obat dari Dendrobium telah banyak 

dipelajari baik secara in vitro maupun in vivo (Gong et al., 2024; Nie et al., 2021; 

Ye et al., 2022). Hal ini dikarenakan Dendrobium memiliki senyawa aktif seperti 

stilbenes, polisakarida, alkaloid, asam amino, seskuiterpen, fluorenon, flavonoid, 

asam fenolik, fenilpropanoid, lignan, amida, alkaloid, dan steroid. Senyawa-

senyawa ini dapat berperan sebagai anti-inflamasi, anti-kanker, anti-virus, dan 

bahkan memiliki sifat pelindung saraf (Song et al., 2022). Salah satu spesies dari 

genus ni adalah Dendrobium crumenatum Sw.  

Dendrobium crumenatum Sw. (D. crumenatum) atau anggrek merpati juga 

telah sejak lama digunakan sebagai obat tradisional. Daun D. crumenatum 

dimanfaatkan sebagai kompresan untuk mengobati bisul dan jerawat di Malaysia 

(Teoh, 2019). D. crumenatum juga memiliki kandungan alkaloid dan flavonoid 

telah terbukti memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa bakteri patogen 

seperti Staphylococcus aureus (Sandrasagaran et al., 2014). Selain itu, fenantrena 

dan fluorenon yang diekstrak dari batang D. crumenatum memiliki efek 

imunomodulator pada sel mononuklear darah tepi (peripheral blood mononuclear 

cells) dari pasien dengan gangguan multiple sclerosis yang dipelajari secara in vitro 

(Kongkatitham et al., 2023).  

Berkembangnya penelitian yang berfokus pada potensi anggrek sebagai 

obat, maka sangat penting untuk mengetahui spesies anggrek yang tepat untuk 

mempelajari kandungannya yang berpotensi sebagai obat (Choudhary et al., 2019). 

Anggrek dapat diidentifikasi baik dengan pendekatan morfologi maupun molekuler 

(Bateman, 2001). Namun, identifikasi melalui morfologi memiliki beberapa 

hambatan seperti kemiripan organ vegetatif terutama pada anggrek dengan genus 

yang sama. Hal ini terlihat dari batang beberapa spesies Dendrobium yang terlihat 

mirip satu sama lain (Raskoti & Ale, 2021). Identifikasi molekuler dapat menjadi 

alat pendukung keakuratannya dalam mengidentifikasi suatu spesies sehingga tidak 

akan terjadi kesalahan target spesies yang akan digunakan sebagai obat. Salah satu 

metode identifikasi molekuler yang saat ini banyak digunakan adalah DNA 

barcoding (Antil et al., 2023). 

DNA barcoding sebagai alat identifikasi molekuler membutuhkan 

serangkaian langkah yaitu pemilihan sampel, isolasi DNA genom, amplifikasi DNA 

target, konfirmasi hasil amplifikasi, dan sekuensing (Antil et al., 2023). Dari 

serangkaian langkah tersebut, isolasi DNA dan amplifikasi DNA target merupakan 

langkah yang paling penting. Penelitian kami sebelumnya telah berhasil 

mengidentifikasi berbagai genus anggrek obat seperti Dendrobium crumenatum, 

Thrixspermum longipilosum, Bulbophyllum lobbii, dan Dendrobium linearifolium 

menggunakan metode cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) (Fitri et al., 

2024; Rohimah et al., 2021; Su’udi et al., 2022). 
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Namun, isolasi DNA dengan penggerusan sampel sering kali terdapat 

kendala, terutama pada tanaman yang mengandung kadar metabolit sekunder yang 

tinggi (Friar, 2005). Oleh karena itu, beberapa penelitian kami juga menggunakan 

kit komersial (GeneAll Exgene™ dan NEXprep™, Korea) sabagai salah satu cara 

mengatasi kendala tersebut untuk mengisolasi DNA genom dari daun tanaman 

anggrek Phalaenopsis deliciosa dan Dendrobium discolor (Maulidya et al., 2020; 

Perwitasari et al., 2020). 

Beberapa metode isolasi DNA telah dimodifikasi untuk mengurangi 

metabolit sekunder. Metode yang paling umum adalah CTAB, yang dimodifikasi 

dengan penambahan polivinilpirolidon (PVP) ke dalam buffer lisis (Scobeyeva et 

al., 2018). Namun, metode ini memiliki kelemahan karena memerlukan waktu yang 

lama dengan banyak tahapan. Selain CTAB, tersedia berbagai kit komersial untuk 

mengoptimalkan isolasi DNA, tetapi kit-kit ini tidak selalu menghasilkan ekstraksi 

berkualitas tinggi dan harganya mahal, sehingga kurang efisien untuk penanganan 

sampel dalam skala besar (Abdel-Latif & Osman, 2017; Miura et al., 2013). Oleh 

karena itu allternatif lain yang dapat dilakukan adalah mengamplifikasi DNA 

langsung dari jaringan tanaman tanpa melalui isolasi DNA terlebih dahulu atau 

lebih sering dikenal dengan istilah Direct PCR (Li et al., 2017).  

Beberapa metode Direct PCR telah dikembangkan untuk identifikasi gen 

pada berbagai tanaman. Sebagai contoh, Direct PCR dapat mengamplifikasi gen 

Actin pada padi dan tomat, serta fragmen ITS dan RAPD pada tanaman legum 

seperti kacang polong, kedelai, dan kacang tunggak (Choudhary et al., 2019; 

Hwang et al., 2013). Namun, informasi mengenai metode Direct PCR untuk 

identifikasi tanaman anggrek melalui DNA barcoding masih sangat terbatas. Oleh 

karena itu, penelitian ini mengembangkan metode Direct PCR dengan merendam 

sampel daun anggrek segar dalam buffer Tris-EDTA (TE), menginkubasi pada suhu 

55ºC, dan menggunakan produk tersebut untuk PCR pada D. crumenatum. 

 

METODE PENELITIAN 

Persiapan Sampel 

Sampel dikoleksi dari Greenhouse Program Studi Biologi, Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan, Universitas Jember. Daun anggrek D. 

crumenatum dipilih yang segar dan sehat untuk dijadikan sampel penelitian 

. 

Direct PCR 

Daun dibersihkan dengan alkohol lalu diambil menggunakan perforator 

(diameter 5 mm), kemudian dimasukkan ke dalam microtube yang berisi 500 µl 

buffer Tris-EDTA (TE). Sampel divortex selama kurang lebih 10 detik lalu 

diinkubasi di dalam thermoshaker selama 15 menit pada suhu 55ºC. Sampel 

kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm, suhu 25ºC, selama 3 menit. 

Hasil sentrifugasi diambil sebanyak 250 µl larutan dimasukkan ke dalam microtube 

baru yang kemudian dijadikan sebagai template PCR.   

https://www.geneall.com/en/sub/products/prod.asp?mode=view&idx=345&s_cate=2116
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Amplifikasi DNA 

Amplifikasi DNA untuk metode CTAB dan Direct PCR diawali dengan 

pembuatan PCR mixture. Komposisi PCR mixture untuk satu kali reaksi terdiri dari 

10 μl green master mix, 6 μl nuclease free water, 2 μl larutan template, 1 μl primer 

forward rbcL_F (5'-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3'), dan 1 μl 

primer reverse rbcL_R (5'-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3'). Primer tersebut 

menghasilkan produk PCR atau amplicon dengan panjang sekitar 600 bp. Reaksi 

amplifikasi dilakukan dalam tiga tahap, yaitu predenaturasi pada suhu 95°C selama 

5 menit, 35 siklus denaturasi pada suhu 95°C selama 30 detik, annealing pada suhu 

55°C selama 30 detik, dan ekstensi pada suhu 72°C selama 1 menit 20 detik, dan 

ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit (Maulidya et al., 2020).   

 

Analisis Hasil PCR 

Analisis kualitatif hasil amplifikasi DNA target dilakukan dengan 

elektroforesis yang menggunakan gel agarose 1,25%. Marker yang digunakan 

adalah 100 bp.  Hasil elektroforesis divisualisasin menggunakan UV-

transilluminator untuk melihat ada tidaknya pita DNA hasil PCR. 

 

Sekuensing  

Produk hasil PCR dipindahkan ke dalam 1,5 ml microtube baru untuk proses 

purifikasi dan sekuensing DNA. Tahapan ini dilakukan dengan mengirimkan 

produk hasil PCR ke 1st BASE. Data hasil yang diperoleh berupa kromatogram 

yang kemudian dianalisis menggunakan software BioEdit. Data hasil sekuensing 

diolah pada software BioEdit, kemudian dianalisis menggunakan software BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) pada NCBI (National Center for 

Biotechnologi Information) untuk membandingkan informasi sekuen DNA target. 

Sekuen yang didapatkan kemudian disejajarkan dengan GeneDoc.  

 

HASIL PENELITIAN 

Direct PCR 

Direct PCR adalah metode yang cepat dan hemat biaya untuk 

mengamplifikasi sekuen DNA tanpa tahapan isolasi DNA terlebih dahulu. Kami 

kembangkan metode ini menggunakan perendaman dalam buffer TE. Hasil 

amplifikasi gen rbcL menunjukkan pita yang jelas dan sesuai target panjangnya 

yaitu 600 bp (Gambar 1).  
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Gambar 1. Hasil elektroforesis gen rbcL D. crumenatum menggunakan Direct PCR. (Marker 

100 bp) 
 

Analisis BLAST 

Data hasil sekuensing dianalisis menggunakan BioEdit untuk membentuk 

konsensus sekuen. Konsensus sekuen yang dihasilkan kemudian dikonfirmasi 

berdasarkan kemiripan sekuen basa nitrogen dengan melakukan analisis BLAST di 

NCBI. Hasil analisis BLAST menghasilkan 3 sekuen yang memiliki kemiriripan 

paling tinggi dengan Percent identity sekitar 84% - 85% (Tabel 1).  

 

Tabel 1. Hasil analisis BLAST Dendrobium crumenatum di NCBI 

 

Spesies 
Max 

Score 

Query 

Cover 

E 

value 

Per. 

Ident 

Acc. 

Lengt 
Accession Source 

Dendrobium crumenatum 662 92% 0,0 84,46% 560 LC670732.1 Thailand 

Dendrobium moniliforme 656 98% 0,0 85,47% 724 MN204703.1 China 

Dendrobium moniliforme 656 98% 0,0 85,47% 810 MN204643.1 China 

 

Analisis Alignment 

Selain analisis BLAST, sekuen yang diperoleh dari hasil sekuensing juga 

dianalisis dengan pensejajaran menggunakan GeneDoc/ClustalW (Gambar 2).  

Pensejajaran ini bertujuan untuk melihat kesamaan urutan basa nukleotida dengan 

membandingkan homologi urutan dan variasi genetik (Zhang et al., 2022).  



2024. BIOEDUSAINS: Jurnal Pendidikan Biologi dan Sains 7(2):585-595 
 

590 
 

Gambar 2. Hasil alignment gen rbcL pada D. crumenatum. LC670732.1 adalah Dendrobium 

crumenatum. MN204703.1 adalah Dendrobium moniliforme, dan MN204643.1 adalah 

Dendrobium moniliforme. 

 

PEMBAHASAN 

Direct PCR pada tanaman telah banyak dipelajari, namun aplikasinya masih 

terbatas untuk amplifikasi housekeeping genes terutama pada tanaman transgenik 

(Ben-Amar & Mliki, 2021; Choudhary et al., 2019; Li et al., 2017). Hasil 

amplifikasi gen rbcL pada D. crumenatum menunjukkan pita yang jelas tanpa 

adanya pita ganda pada gel elektroforesis (Gambar 1). Pita yang muncul juga telah 

sesuai target panjang gen rbcL yaitu 600 bp. Hal ini menunjukkan bahwa metode 

Direct PCR yang digunakan dengan merendam sampel daun ke dalam buffer TE 

telah berhasil untuk dijadikan sebagai template PCR gen rbcL. Dibandingkan 

dengan metode CTAB, metode yang dikembangkan dalam penelitian ini memakan 

waktu yang jauh lebih sedikit karena hanya membutuhkan waktu kurang dari 30 

menit sebelum masuk ke mesin PCR sedangkan CTAB setidaknya membutuhkan 

waktu lebih dari 3 jam untuk isolasi DNA (Doyle, 1991). Selain itu, metode ini juga 

lebih hemat biaya karena hanya menggunakan buffer Tris-EDTA sebagai 

pelarutnya. Dalam DNA barcoding, DNA berkualitas tinggi ditentukan oleh 

kemurnian sampel, yang merupakan salah satu faktor penting untuk keberhasilan 

DNA barcoding, terutama selama amplifikasi dan sekuensing (de Vere et al., 2015). 
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Hasil amplifikasi yang kemudian dikonfirmasi melalui sekuensing 

menghasilkan konsensus sekuen, yang selanjutnya disejajarkan menggunakan fitur 

BLAST di NCBI. Beberapa parameter penting muncul dari hasil BLAST untuk 

mengukur tingkat kesamaan antara sekuen sampel yang dianalisis dan sekuen target 

yang tersedia di GenBank (Kumar & Samantaray, 2021). Salah satu parameter 

adalah E-value (Expectation Value), yang menunjukkan kemungkinan kecocokan 

terjadi secara kebetulan atau karena peluang acak. Semakin rendah nilai E-value, 

semakin signifikan skor dan penjajarannya (Fassler & Cooper, 2011). 

Hasil BLAST dari sekuen rbcL D. crumenatum (Tabel 1) menunjukkan nilai 

E-value secara keseluruhan < 0.05, yaitu 0.0, yang mengindikasikan kecocokan 

yang signifikan. Nilai Query cover menunjukkan persentase kemiripan antara 

sekuen yang dimasukkan dengan sekuen yang ada di GenBank, sedangkan Percent 

identity mengukur proporsi residu identik antara sampel dan urutan subyek dalam 

penjajaran. Persentase yang lebih tinggi menunjukkan kemiripan yang lebih besar 

(Fassler & Cooper, 2011). 

Hal ini berarti bahwa semakin besar nilai Query cover, maka semakin besar 

pula nilai Percent identity dan sebaliknya. Hasil BLAST menunjukkan bahwa 

sekuen rbcL D. crumenatum memiliki homologi tertinggi dengan D. moniliforme 

yang berasal dari Cina, dengan nilai Query cover sebesar 98% dan Percent identity 

sebesar 85,47%. 

Selain analisis BLAST di NCBI, konsensus sekuen hasil penelitian juga 

disejajarkan dengan sekuen yang diperoleh dari NCBI untuk mengidentifikasi 

kesamaan dan variasi genetik. Hasil penyelarasan sekuen gen rbcL dalam genus 

yang sama menunjukkan adanya variasi genetik yang tinggi, ditandai oleh tingkat 

homologi antar sekuen yang kurang dari 90%. Tingginya variasi genetik ini 

mengindikasikan perbedaan evolusi atau adaptasi di antara spesies dalam genus 

tersebut. 

Gen rbcL atau ribulosa-1,5-bisfosfat karboksilase/oksigenase subunit besar 

yang digunakan sebagai marka molekuler dalam penelitian ini merupakan gen yang 

terletak di dalam kloroplas (Omonhinmin & Onuselogu, 2022). rbcL telah dikenal 

sebagai salah satu penanda molekuler universal yang sering digunakan dalam DNA 

barcoding tanaman (Pere et al., 2023). Gen ini direkomendasikan oleh CBOL 

(Consortium for the Barcode of Life) bersama dengan gen matK sebagai standar 

dalam identifikasi molekuler tumbuhan (CBOL Plant Working Group et al., 2009). 

Keunggulan rbcL dibandingkan penanda molekuler lainnya meliputi 

fleksibilitas primernya yang tinggi, kemudahan dalam amplifikasi, kesederhanaan 

dalam penyelarasan, dan tingkat mutasi yang relatif rendah (Kang et al., 2017; 

Newmaster et al., 2006). Selain itu, rbcL merupakan salah satu daerah pengkodean 

plastida yang paling banyak dikarakterisasi dalam basis data GenBank, 

memberikan cakupan yang luas di berbagai kelompok utama tumbuhan dan 

menyediakan data referensi yang melimpah (Newmaster et al., 2006). 
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Hasil analisis BLAST dan penyelarasan sekuen rbcL dari sampel 

Dendrobium crumenatum yang dilakukan menggunakan metode Direct PCR 

menunjukkan bahwa gen ini memiliki potensi besar dalam DNA barcoding. 

Dengan kemampuannya untuk secara efektif menggambarkan variasi genetik di 

antara generasi dalam genus anggrek, rbcL dapat digunakan sebagai alat yang andal 

dalam studi identifikasi molekuler dan hubungan filogenetik. 

 

SIMPULAN 

Metode Direct PCR yang dikembangkan dengan perendaman dalam buffer 

TE telah menunjukkan potensi untuk DNA barcoding tanpa memerlukan prosedur 

isolasi DNA. Metode ini juga memiliki keunggulan waktu yang cepat dan hemat 

biaya karena hanya memerlukan bahan yang sedikit seperti Tris-Cl, EDTA, dan 

akuades. Oleh karena itu, metode dapat menjadi salah satu alternatif dalam DNA 

barcoding dengan mempercepat proses dan menawarkan efektivitas biaya. 
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