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I. LUARAN PRAKTIKUM  

 Mahasiswa mengetahui dan mampu melakukan cara Isolasi Genomik, PCR   

       Konvensional dan Elektroforesis  

 

II. TUJUAN PRAKTIKUM 

1. Melakukan isolasi DNA dari sampel  

2. Memahami prinsip dasar PCR dan Elektroforesis Agarose  

3. Menggunakan alat Elektroforesis dengan benar untuk membaca nilai base pair 

fragment DNA  

 

III. LANDASAN TEORI 

 Polymerase Chain Reacton (PCR) adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi DNA 

secara in vitro. Teknik ini pertama kali dikembangkan oleh Karry Mullis pada tahun 

1985. Teknik PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah 

jutaan kali hanya dalam beberapa jam. Dengan diketemukannya. Teknik PCR di samping 

juga teknik- teknik lain seperti sekuensing DNA, telah merevolusi bidang sains dan 

teknologi khususnya di bidang diagnosa penyakit genetik, kedokteran forensik dan 

evolusi molekular.  

 Komponen- komponen yang diperlukan pada proses PCR adalah DNA yang akan di 

amplifikasi; sepasang primer, yaitu suatu oligonukleotida pendek yang mempunyai urutan 

nukleotida yang komplementer dengan urutan nukleotida DNA templat ; dNTPs 

(Deoxynucleotide triphosphates); buffer PCR; magnesium klorida (MgCl2) dan enzim 

polimerase DNA. Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu:  

 (1) Pra-denaturasi DNA  

 (2) Denaturasi DNA  

 (3) Penempelan primer pada templat (annealing) 

 (4) Pemanjangan primer (extension)  

 (5) Pemantapan (postextension).  

Tahap (2) sampai dengan (4) merupakan tahapan berulang (siklus), di mana pada setiap 

siklus terjadi duplikasi jumlah DNA. PCR adalah suatu teknik yang melibatkan beberapa 

tahap yang berulang (siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA 

untai ganda. Untai ganda DNA templat (unamplified DNA) dipisahkan dengan denaturasi 

termal dan kemudian didinginkan hingga mencapai suatu suhu tertentu untuk memberi 

waktu pada primer menempel (anneal primers) pada daerah tertentu dari target DNA. 
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Polimerase DNA digunakan untuk memperpanjang primer (extend primers) dengan 

adanya dNTPs (dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) dan buffer yang sesuai. Umumnya 

keadaan ini dilakukan antara 20 – 40 siklus. Target DNA yang diinginkan (short ”target” 

product) akan meningkat secara eksponensial setelah siklus keempat dan DNA non-target 

(long product) akan meningkat secara linier  

 PCR merupakan suatu teknik perbanyakan molekul DNA dengan ukuran tertentu 

secara enzimatik melalui mekanisme perubahan suhu. Secara ringkas, prinsip PCR dapat 

dijelaskan sebagai berikut : pada suhu 94-95
o
C, DNA mengalami denaturasi yang 

menyebabkan pemisahan untai ganda menjadi untai tunggal. Waktu yang diperlukan 

untuk proses ini sekitar 30 detik pada suhu 95
o
C atau 15 detik pada suhu 97

o
C. Apabila 

DNA target mengandung banyak nukleotida Guanin/Citosin (G/C), suhu denaturasi dapat 

ditingkatkan. Denaturasi yang tidak lengkap akan menyebabkan renaturasi secara cepat, 

sedangkan waktu denaturasi yang terlalu lama dapat mempengaruhi kerja enzim Taq 

polymerase. Hal ini sangat berpengaruh terhadap keberhasilan proses PCR. Umumnya 

sebelum proses siklus PCR dimulai sering sekali dilakukan pre denaturasi selama 3-5 

menit, untuk meyakinkan bahwa molekul DNA target yang ingin dilipatgandakan 

jumlahnya benar-benar terdenaturasi. Suhu annealing dalam suatu tahapan PCR 

merupakan hal yang sangat penting untuk menghindari kesalahan penempelan primer. 

Primer yang baik berukuran 18-25 basa, mengandung 50-60% G + C dan memiliki suhu 

leleh (Tm) yang sama. Suhu annealing yang digunakan umumnya 50C di bawah Tm, 

dimana formula untuk menghitung Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T).  

 PCR dapat digunakan sebagai alternatif metode konvensional untuk mendeteksi 

genom dari berbagai spesimen karena waktu pengujian yang cepat dengan hasil yang 

lebih sensitif dan spesifik. Tahap pengujian dengan PCR umumnya terdiri dari isolasi 

DNA, denaturasi DNA menjadi untai tunggal, annealing primer sekuens spesifik dan 

penyambungan siklus polymerase 25 – 40. Hasil PCR adalah produk berupa 50-10000 bp 

bagian spesifik genome yang dapat dianalisis dengan elektroforesis gel atau sekuensing 

DNA. 
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I.  Isolasi Genomik DNA   

Alat  

1. Sentrifuse (sebaiknya yang ada pendinginnya, dengan kecepatan bisa diatur 12,000 

  sampai 15,000).   

2. Effendorf (tabung kecil)   

3. Pipetman 10, 200, 1000 mikro liter   

4. Inkubator (waterbath)   

5. Tabung falcon, tabung sentrifuse tahan fenol.   

 

Bahan  

1. Larutan fenol jenuh dalam buffer Tris-HCl pH 8.0   

2. Buffer TEN (Tris-EDTA-NaCl)   

3. Enzim lysozim   

4. Buffer TE (Tris-EDTA) pH 7.5   

5. Larutan SDS (sodium dedosil sulfat) 10%   

6. Isoamyl alkohol   

7. Kloroform   

8. Ethanol 99% dingin   

9. Ethanol 70%   

10. Enzim RNAse   

11. Air steril   

12. Es batu   

13. Kultur murni mikroorganisme   

14. Media yang sesuai   

 

Cara kerja:  

1. Tumbuhkan kultur dalam 100 ml medium cair yang sesuai   

2. Panen sel dengan melakukan sentrifugasi pada 3,500 rpm selama 20-30 menit   

3. Bilas masa sel dengan 100 ml larutan buffer TEN yang telah didinginkan di dalam   

 pecahan es 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4. Suspensikan masa sel di dalam 12 ml larutan lyzozim dengan kosentrasi 10 mg/l  dalam  

 buffer TE dan inkubasikan dalam water bath suhu 37
o
C selama 1 jam   

5. Tambahkan 6 ml larutan 100 g/l SDS 10% dan inkubasi kembali pada suhu 37
o
C  selama  

 1 jam   

6. Tambahkan 9 ml larutan fenol jenuh (dalam buffer Tris-HCl, pH 8.0).   

7. Tambahkan 9 ml larutan kloroform-isoamyl alkohol (24:1)   

8. Suspensi disentrifuse dengan kecepatan 15,000 rpm pada suhu 5
o

C selama 30 menit   

9. Bagian atas supernatan diambil dan dimasukkan ke dalam tabung falcon (atau  sejenisnya, 

 yang tahan terhadap fenol).   

10. Tambahkan 2.5 kali volume alkohol 99% yang sudah didinginkan, biarkan 15 menit  dalam 

 pecahan es   

11. Sentrifugasi suspensi pada 15,000 rpm selama 15 menit pada suhu 5
o

C, dan DNA akan 

 mengendap di dasar tabung   

12. Buang supernatan dan suspensikan DNA pelet dengan menggunakan alkohol 70%, dan 

 disentrifuse kembali seperti langkah k di atas.   

13. Endapan DNA dikeringkan dengan menggunakan aspirator dan selanjutnya disuspensikan  

 dalam 100 mikroliter bufer TE, pH 7.5   

 

DNA yang diisolasi dengan menggunakan metode ini hampir selalu disertai dengan RNA. 

Karena RNA akan mengganggu reaksi PCR, maka disarankan untuk meghidrolisa RNA yang 

terdapat di dalam DNA dengan cara sbb:  

- Larutkan DNA yang diisolasi dalam 100-120 mikro liter bufer TE pH 7.5 (atau pH 

8.0)   

- Tambahkan RNAse (Sigma, Co. Ltd: konsentrasi akhir enzim dalam lautan): 50 mikro 

gr/l  

- Lakukan ekstraksi fenol dan selanjutnya presipitasi dengan menggunakan alkohol 

seperti langkah sebelumnya.   

- DNA yang telah diisolasi disimpan dalam bufer TE, suhu –20
 o

C atau –80
o
C  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DNA bisa diisolasi dengan menggunakan skala yang lebih sedikit. Umumnya kultur 

dibiakkan dalam 5 ml media cair dan DNA diisolasi dari 1 ml (bahkan 100 mikro liter) 

suspensi kultur dengan cara di atas. Buatlah skala perbandingan sehingga konsentrasi pelarut 

yang digunakan sesuai. Ekstraksi DNA dengan skala kecil (small scale) ini, akan 

memudahkan apabila kita mempunyai banyak sampel yang akan dikerjakan. Disamping itu, 

DNA hanya dibutuhkan dalam jumlah yang sangat sedikit untuk tujuan PCR (mungkin seitar 

10-100 piko gram) untuk satu kali reaksi PCR sudah lebih dari cukup. Kecuali untuk 

keperluan kloning atau hibridisasi diperlukan jumlah DNA yang lebih banyak (beberapa 

mikro gram).  

 

 

 

II.  Polymerase Chain Reaction (PCR)  

Alat  

1. Tabung PCR 200 mikro liter (atau PCR tertentu menggunakan 500 mikro liter)   

2. Pepetman 0.5 – 10 mikro liter dan 10-200 mikroliter) dengan tip-nya   

3. Mesin PCR   

 

Bahan  

PCR set (1-6) yang terdiri dari:  

1. dNTPs mix: yang merupakan campuran masing masing 10 mM dATP, dCTP, dGTP, 

 dTTP)   

2. MgCl2   

3. PCR buffer II   

4. Forward primer   

5. Reverse primer   

6. TaqPolymerase   

7. DNA template   

8. Air steril   

9. Es batu   

10. Elektroforesis set (lihat protokol 8.2)  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Cara kerja  

1. Ke dalam tabung PCR (0.2 ml PCR tube) dimasukkan reagent sbb: (sebaiknya DNA 

dimasukkan pada langkah terakhir sebelum penambahan aquades steril).  

- 5 µL dNTPs yang merupakan campuran masing-masing 10 mM dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP) (konsentrasi akhir 10 mM setiap dNTP).   

- 3.5 µL MgCl2 (75 mM)   

- 5 µL PCR buffer II (10X PCR buffer)   

- 5 µL forward primer 10 pmol   

- 5 µL reverse primer 10 pmol   

- 0.25 µL TaqPolymerase (2.5U)   

- 1 µL DNA template (10-100 ng/ µL)   

- Air steril (air bebas mineral (deionized water) lebih baik) sampai volume akhir 50 µL   

2. Lakukan amplifikasi dengan kondisi silkus PCR sebagai berikut:  

- Pre-denaturasi pada suhu 95 
o
C selama 3 min   

- Diikuti dengan 30 siklus:  

 Denaturasi selama 30 detik pada suhu 95 
o
C,   

 Annealing selama 30 detik pada suhu 50 
o
C,   

 Extension selama 2 menit pada suhu 72 
o
C   

- Perpanjangan tambahan pada akhir siklus selama 10 menit pada 72 
o
C   

- Setelah PCR, ambil sampel dari tabung sebanyak 5 µL dan lakukan elektroforesis pada 

agarose 1 % untuk mengecek hasilnya.  

 

Untuk identifikasi kapang dan khamir  

Contoh kondisi PCR untuk ITS dan 18S rDNA  

Pada total 50 μl volume reaksi mengandung: 1 DNA genom 100 ng 2 Forward primer dan 

reverse 100 p mole 3 1 x PCR buffer II; 4 10 mM of each dNTPs; 5 75 mM of MgCl2; 2.5U 

ampli taq.  

Kondisi silkus PCR:  

a.pre-denaturasi pada suhu 95 
o
C selama 3 min  
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 b.Diikuti dengan 35 siklus:  

- denaturasi selama 30 detik pada suhu 95 
o
C,   

- annealing selama 30 detik pada suhu 50 
o
C,   

- extension sealam 2 menit pada suhu 72 
o
C   

    c. Perpanjangan tambahan pada akhir siklus selama 10 menit pada 72 
o
C  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III.  Elektroforesis   

Alat  

1. Elektroforesis set (chamber, sisir untuk membuat gel, cetakan gel, power supply).   

2. Pipetman 10 mikro liter dengan tip-nya   

3. Sarung tangan   

4. Transluminator (lampu UV)   

5. Kamera   

Bahan  

1. DNA hasil isolasi   

2. Agarose 1%   

3. Loading bufer (bufer yang dipergunakan pada saat memasukkan sampel ke dalam 

 gel, biasanya berisi zat warna dan mengandung gliserol agar DNA tidak menyebar di 

 atas gel).  

4. Bufer Tris-Asam asetat-EDTA (TAE: 1 kali strength)   

5. Ethidium bromida (EtBr)   

 

Cara kerja:  

1. Timbang agarose sebanyak 1 g dan tambahkan 100 ml buffer TAE 1X   

2. Panaskan agarose sampai larut dengan sempurna.   

3. Cor agarose pada cetakan yang standar digunakan. Sebelum agarose memadat, 

 letakkan comb untuk mecetak sumuran (well).   

4. Angkat sisir (untuk membuat sumur sampel) kearah vertikal secara perlahan-lahan.   

5. Masukkan ke dalam chamber elektroforesis yang telah diisi dengan TAE buffer 1X, 

 dengan permukaan larutan buffer 2-3 mm di atas agar. Perhatikan jangan sampai ada 

gelembung udara di bawah cetakan (tray) agarose karena akan menghambat aliran 

listrik pada saat elektroforesis.   

6. Pipet suspensi DNA (1-2 mikro liter), tergantung dari konsentrasi DNA. Biasanya 

DNA yang diisolasi dari 1.5 ml kulture cair, dan DNA akhir dilarutkan dalam 100 

mikro liter buffer TE, diambil sebanyak 3-5 mikro liter menghasilkan pita DNA yang 

bagus. Terlalu banyak DNA akan memberikan pita yang terlalu tebal dan terkadang 

smear (fuzzy).  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7. Teteskan di atas parafilm yang bersih dan tambahkan dengan loading buffer (agar 

DNA tidak menyebar di atas permukaan agar). Biasanya loading buffer dibuat 6X 

strength, sehingga 1 mikro liter loading buffer ditambahkan dengan 5X volume 

DNA.  

8. Masukkan sampel secara vertikal tepat di dalam sumur gel. Lakukan hati-hati agar 

sampel tidak menyebar di atas agarose.   

9. Gunakan ukuran (size) standar (marker untuk menentukan panjang pita yang akan 

terbentuk). Umumnya untuk DNA genom digunakan hinfIII digestion size standard, 

 atau bisa juga dengan menggunakan 1 kilobasa (1000 nukleotida) size standar dari 

BioRad.  

10. Hubungkan tangki elektroforesis dengan sumber arus. Kutub negatif pada sisi yang 

 dekat dengan sumuran. Hidupkan sumber arus dengan voltase konstan. 

Elektroforesis  selama 30 menit  

11. Stop mesin elektroforesis, dan angkat gel.   

12. Rendam dalam larutan ethidium bromida (konsentrasi 5 mikro gr/ml) dalam buffer 

 1X TAE selama 10 menit.   

13. Angkat gel dan rendam dalam aquades selama 10 menit (destaining, agar kelebihan 

 EtBr tercuci).   

14. Pita yeng terbentuk bisa dilihat di bawah sinar UV (trasliminator) dan selanjutnya di 

 foto.     

• EtBr bersifat karsinogenik. Oleh karena itu gunakan sarung tangan apabila mengambil 

gel, atau gel diambil dengan sendok plastik.   

• Gel yang sudah dicat dengan EtBr jangan dibuang sembarangan. Kumpulkan menjadi 

satu dalam wadah dan selanjutnya ditangani dengan cara pemberian kaporit sebelum 

dibuang.  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