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ABSTRAK 

Ronawati. 2016. Identifikasi Duplikasi Aksesi Durian Lokal Menggunakan 
Penanda Inter Simple Sequence Repeat. Skripsi, Jurusan Biologi Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Semarang. 
Pembimbing Utama Prof. Dr. Ir. Amin Retnoningsih, M.Si. dan Pembimbing 
Pendamping Dr. Enni Suwarsi Rahayu, M.Si. 
  

Katakunci: Duplikasi, Durian, Identifikasi, ISSR  

Durian merupakan salah satu komoditas buah-buahan yang mempunyai 

nilai ekonomi cukup penting di pasar perdagangan dan menjadi komoditas 

unggulan. Indonesia seperti Kalimantan menjadi pusat keanekaragaman durian 

Indonesia. Agrocenter Hortimart yang berlokasi di Bawen, Kabupaten Semarang 

memiliki koleksi durian sebanyak 105 aksesi dan belum diidentifikasi secara 

molekuler. Oleh karena itu perlu identifikasi aksesi durian berdasarkan penanda 

Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). Selain menganalisis identitas setiap aksesi 

durian di Hortimart Bawen, penelitian ini juga mengidentifikasi adanya duplikasi 

aksesi.

 Isolasi DNA genom menggunakan metode CTAB mengikuti prosedur 

Doyle & Doyle yang sudah sedikit dimodifikasi. Hasil isolasi DNA dimurnikan 

menggunakan RNase. Proses PCR dilakukan dengan 35 siklus, diawali 

predenaturasi pada 94 
o
C selama 4 menit, denaturasi 94 

o
C selama 30 detik. Suhu 

penempelan primer PKBT 7, ISSR 808, ISSR 1 dan ISSR 4 berturut-turut adalah 

54
o
C, 54 

o
C, 49,5 

o
C dan 50 

o
C selama 30 detik. Suhu pemanjangan sebesar 72 

o
C

selama 1 menit, perpanjangan akhir pada suhu 72 
o
C selama 10 menit dan 

pendinginan pada suhu 15 
o
C selama 10 menit. Produk ISSR dipisahkan 

menggunakan agarosa 2%, elektroforesis pada 500 mA 100 V selama 30 menit 

dalam 0,5X bufer TBE. Hasil pita DNA dianalisis menggunakan NTSYSpc versi 

2.0 untuk mendapatkan dendrogram. 

 Hasil analisis berdasarkan pita ISSR pada koefisien kemiripan 0,70 

memisahkan 41 genotipe durian menjadi dua kelompok besar yaitu kelompok A 

dan kelompok B. Sebagian besar genotipe dikelompokkan ke dalam kelompok B, 

sedangkan kelompok A hanya beberapa genotipe saja yakni Jagal Bilowo, 

Ajimah, Suryo dan Pasopati. Kelompok A terdiri atas dua subkelompok pada 

koefisien kemiripan 0,718 yakni kelompok A 1 dan kelompok A 2. Sebagian 

besar mengelompok pada kelompok A 1, hanya genotipe Ponconoko yang 

memisah dengan yang lain. Kelompok B pada koefisien kemiripan 0,75 terdiri 

atas dua subkelompok yakni kelompok B 1 dan B 2. Sebagian besar genotipe 

mengelompok pada kelompok B 1, kelompok B 2 hanya terdiri atas genotipe 

Ngalengko. Hasil analisis dendrogram menunjukkan bahwa terdapat duplikasi 

antara genotipe Arjuno dan Jangkarbumi pada koefisien kemiripan 1,00 yang 

ditunjukkan oleh 4 primer. 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Durian merupakan salah satu komoditas buah-buahan yang mempunyai 

nilai ekonomi cukup penting di pasar perdagangan dan menjadi komoditas 

unggulan. Setiap tahun pemasaran durian di Indonesia selalu meningkat, hal ini 

menandakan bahwa durian makin digemari oleh masyarakat. Peluang pasar durian 

di Indonesia sangat menjanjikan, karena permintaan masyarakat terhadap buah 

durian ini sangat tinggi. Konsumsi  durian  pada tahun  2002 hingga 2013  rata-

rata sebesar  1,18 kg/kapita/tahun, mengalami peningkatan rata-rata sebesar 

28,89% per tahun (BPS, 2013). Sementara  itu volum impor  durian sangat  besar  

dibandingkan volum ekspor. Setiap tahun volum ekspor durian terjadi  penurunan  

sebesar 13,47% dari volum total (PDSIP, 2014). 

 Indonesia lebih banyak mengimpor durian luar negeri. Tahun 2013, impor  

durian  dari  Thailand  sebesar  4.734 ton atau 96,99% dari total volum impor 

durian  Indonesia. Impor dari Malaysia sebesar 66 ton atau 1,34% dan dari 

Vietnam sebesar 81 ton atau 1,67% (PDSIP, 2014). Kalimantan memiliki 

berbagai macam kultivar durian dengan warna, tekstur, rasa dan aroma yang 

beranekaragam pula, sehingga berbagai selera konsumen dapat terpenuhi. 

Kekayaan keanekaragaman tersebut belum dimanfaatkan secara optimal (Uji, 

2005).
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 Pemanfaatan yang kurang optimal tersebut antara lain karena Indonesia 

sampai sekarang belum memiliki kebun durian yang luas. Durian Indonesia tidak 

dikebunkan secara massal, hanya sebagai tanaman di pekarangan maupun kebun

dalam skala yang kecil. Hal ini menyebabkan variabilitas produksi tinggi namun 

produktivitasnya rendah, sehingga belum mencukupi permintaan konsumen baik 

dari dalam maupun luar negeri (Mukminatin & Harisudin, 2012). Langkah awal 

untuk menyelesaikan masalah tersebut adalah dengan identifikasi aksesi durian 

Indonesia. Identitas aksesi tersebut diharapkan dapat membantu dalam penentuan 

aksesi/kultivar yang unggul. Aksesi yang unggul secara genotipe tersebut dapat 

dikebunkan, sehingga impian memiliki perkebunan durian seperti negara-negara 

tetangga dapat terwujud.  

 Identifikasi duplikasi dapat dilakukan melalui penanda morfologi, isozim 

maupun molekuler. Identifikasi secara morfologi tidak membutuhkan teknologi 

yang mahal seperti molekuler. Kelemahan dari penanda ini yakni tidak dapat 

dijadikan acuan karena selalu berubah-ubah dipengaruhi oleh lingkungan 

(Mondini et al., 2009). Penanda isozim adalah penanda yang cepat untuk analisis 

dan hanya membutuhkan sedikit bahan biologi (Mondini et al., 2009). Kelemahan 

penanda ini adalah jumlahnya sedikit, sehingga kurang efisien jika digunakan 

dalam identifikasi duplikasi genetika dalam suatu koleksi plasma nutfah (Pandin, 

2010). Penanda isozim dapat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan. Misalnya, 

profil yang diperoleh dari suatu penanda isozim tertentu dapat berubah bergantung 

pada tipe dan umur jaringan yang digunakan untuk identifikasi (Kumar et al.,

2009). Identifikasi secara molekuler memiliki keuntungan yakni bersifat stabil dan 
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tidak dipengaruhi faktor lingkungan. Selain itu sampel yang dideteksi dapat dari 

semua jaringan dan pada fase pertumbuhan manapun (Mondini et al., 2009; 

Govindaraj et al., 2014). Kelemahan dari penanda ini memerlukan biaya yang 

tinggi (Mondini et al., 2009).

 Ada beberapa penanda molekuler yang dapat digunakan untuk 

mengidentifikasi varietas/kultivar, setiap penanda tersebut memiliki kelebihan dan 

kelemahan. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) adalah penanda 

untuk identifikasi organisme berdasarkan analisis pola potongan DNA. 

Kelemahan penanda ini memerlukan DNA yang cukup banyak untuk setiap kali 

digesti. RFLP dapat diterapkan dalam studi keanekaragaman dan filogenetika dari 

individu dalam populasi maupun spesies. Penanda Randomly Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD) cepat dan mudah untuk analisis, memerlukan sedikit 

DNA yakni umumnya antara 5 sampai 50 ng per reaksi. RAPD memiliki 

kelimpahan genom yang acak dan sangat tinggi yang didistribusikan ke seluruh 

genom, namun demikian penanda ini memiliki kelemahan. Salah satu 

kelemahannya adalah rendahnya nilai kestabilan amplifikasi alel (low 

reproducibility) (Kumar et al., 2009). Aplikasi penanda RAPD telah banyak 

digunakan, salah satunya untuk membedakan antara subspesies Mugo dan 

Uncinata (Monteleone et al., 2006). 

 Identifikasi dan klasifikasi durian di Thailand menggunakan Amplified 

Fragment Length Polymorphism (AFLP) telah dilakukan oleh Sukhotu et al. 

(2008). Beberapa aksesi menunjukkan duplikasi (sinonim) satu sama lain. 

Penanda AFLP memiliki reproduktivitas yang cukup, aplikasinya luas dan 
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kelimpahan genomnya tinggi. Kelemahan utamanya, penanda AFLP merupakan 

penanda yang dominan (Kumar et al., 2009). Penanda AFLP telah berhasil 

digunakan untuk menganalisis keanekaragaman genetika di beberapa tanaman 

spesies lain seperti kacang (Herselman, 2003) dan kedelai (Ude et al., 2003). 

 Penanda Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) adalah daerah di DNA yang 

panjangnya sangat bervariasi dalam suatu spesies yang sama (Salimath  et al., 

1995). Penanda ISSR memiliki sifat semi acak yang diamplifikasi oleh PCR 

dengan adanya satu primer yang komplementer terhadap suatu target mikrosatelit. 

Penanda ini dikembangkan dari daerah di antara lokus mikrosatelit atau yang 

disebut juga  Simple Sequence Repeat (SSR). Amplifikasi daerah tersebut tidak 

membutuhkan informasi sekuens genom dan menghasilkan pola multilokus dan 

sangat polimorfik (Nagaoka & Ogihara, 1997). Setiap pita mewakili sekuens 

DNA yang dibatasi oleh dua mikrosatelit yang berbeda.  

 Penanda  ISSR sangat polimorfik bahkan untuk spesies yang berkerabat 

dekat  (mampu mendeteksi variasi genetika pada level sangat rendah). Penanda 

ini memerlukan DNA dalam jumlah kecil, bersifat universal, kodominan, mudah 

dalam penggunaan, tingkat keberhasilan tinggi dan tidak perlu lebih dahulu 

mengetahui susunan basa (sequence) dari genom tanaman  (Wahyuni  et al.,

2004). Penanda ISSR lebih sensitif dibandingkan penanda molekuler lain dalam 

mendeteksi keanekaragaman genetika di tingkat bawah jenis dan relatif mudah 

dan ekonomis (Bradford, 2008). Penanda ISSR sudah digunakan untuk analisis 

keanekaragaman beberapa genotipe durian oleh Syahruddin (2012). Sebagian 
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besar jumlah pita menunjukkan polimorfisme, namun demikian beberapa 

menunjukkan duplikasi. 

1.2 Permasalahan  

Permasalahan yang akan dikaji dalam penelitian ini adalah sebagai berikut. 

1. Bagaimana identitas molekuler setiap aksesi durian lokal menggunakan 

penanda ISSR?

2. Apakah terdapat duplikasi aksesi durian lokal, diidentifikasi 

menggunakan penanda ISSR? 

1.3 Penegasan Istilah 

Penegasan istilah dalam penelitian ini sebagai berikut. 

1.3.1 Aksesi  

 Aksesi adalah tanaman-tanaman yang didapat dari area tertentu. 

Aksesi pada penelitian ini adalah kultivar-kultivar tanaman durian yang 

diambil dari Hortimart, Bawen, Jawa Tengah. 

1.3.2 Duplikasi Aksesi 

 Duplikasi aksesi adalah aksesi-aksesi tanaman yang secara genetika 

sama. Aksesi-aksesi tersebut mungkin secara genetika memang sangat dekat 

satu dengan yang lainnya, walaupun dikoleksi dari lokasi yang berjauhan 

(Tasma 2013). Duplikasi aksesi pada penelitian ini hanya diidentifikasi 

berdasarkan penanda ISSR. 
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1.3.3 Penanda ISSR 

 Penanda ISSR dikembangkan dari daerah di antara lokus mikrosatelit 

atau yang disebut juga  SSR (Zietkiewicz et al,. 1994). Penanda ISSR yang 

digunakan pada penelitian ini empat lokus dengan 4 primer tunggal yakni 

PKBT 7, ISSR 808, ISSR 1 dan ISSR 4. 

1.3.4 Identitas  

 Identitas atau jatidiri dapat diartikan sebagai ciri-ciri yang melekat 

pada diri seseorang atau sebuah benda. Identitas yang diteliti pada penelitian 

ini adalah ciri-ciri genotipe setiap aksesi pada analisis pengelompokkan 

berdasarkan ISSR. 

1.4 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini sebagai berikut. 

1. Menganalisis identitas molekuler aksesi durian lokal menggunakan 

penanda ISSR. 

2. Mengidentifikasi adanya duplikasi aksesi durian lokal menggunakan 

penanda ISSR. 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi identitas 

molekuler setiap aksesi durian lokal melalui koefisien kemiripan dan analisis 

pengelompokkan. Identitas tersebut diharapkan dapat membantu dalam penentuan 
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aksesi/kultivar durian yang unggul yang nantinya sebagai acuan dalam dasar 

pemuliaan tanaman durian. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Keanekaragaman Durian di Indonesia 

 Durian (Durio zibethinus) merupakan salah satu kekayaan plasma nutfah 

Indonesia.  Durian Indonesia sangat beraneka ragam baik dalam rasa, aroma dan 

warna daging buahnya, ditemukan pula buah durian tanpa biji (Uji, 2005). Sekitar 

30 spesies durian terdapat di dunia (Kimman, 2002). Indonesia sendiri, 

diperkirakan terdapat 27 spesies durian (Astaman, 2007), 14 spesies durian 

endemik di Borneo dan  5 spesies di Kalimantan Timur (Kimman, 2002).  

Sebagian besar masih tumbuh liar di hutan.  

Durian merupakan salah satu anggota genus Durio. Durian yang dapat 

dimakan terdapat sembilan jenis, yakni D. zibethinus,  D. kutejensis  (lai),  D.

excelsus (apun),  D. graveolens (tuwala),  D. dulcis (lahong),  D. grandiflorus

(sukang), D. testudinarum (sekura),  D. lowianus (teruntung) dan  D. oxleyanus

(kerantungan). Satu dari sembilan jenis durian tersebut yang paling banyak 

dibudidayakan adalah D. zibethinus (Uji, 2005). Menurut United States 

Department of Agriculture (2008) kedudukan taksonomi durian sebagai berikut. 

Kingdom : Plantae    

Divisi   : Magnoliophyta   

Kelas   : Magnoliopsida  

Ordo  : Malvales  

Famili   : Bombaceae 

Genus   : Durio
Spesies   : Durio zibethinus Murr.
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2.2  Identifikasi Duplikasi Aksesi Durian 

 Penanda genetika dapat dibedakan menjadi tiga yakni (1) penanda 

morfologi, (2) isozim dan (3) molekuler. Penanda morfologi tidak membutuhkan 

teknologi yang mahal seperti molekuler. Penanda ini tidak dapat dijadikan acuan 

karena selalu berubah-ubah dan sangat dipengaruhi oleh lingkungan serta 

interaksi antara genetika dan lingkungan. Penanda isozim adalah penanda yang 

cepat untuk analisis dan hanya membutuhkan sedikit bahan biologi. Kelemahan 

dari penanda ini adalah enzim yang dapat digunakan jumlahnya terbatas (Mondini 

et al., 2009), polimorfisme terbatas, mahal karena setiap sistemnya unik, harus 

tahu lokasi jaringan yang diambil (Kumar et al., 2009).  

 Penanda molekuler dapat mengidentifikasi duplikasi karena penanda 

molekuler tidak terpengaruh oleh lingkungan (Moura et al., 2013) dan bersifat 

stabil. Sampel yang dideteksi dapat dari semua jaringan dan pada fase 

pertumbuhan manapun (Mondini et al., 2009; Govindaraj et al., 2014).

Kelemahan dari penanda ini memerlukan biaya yang tinggi, penanda yang 

berbeda memiliki kualitas analisis genetika yang berbeda (Mondini et al., 2009).   

 Penanda ISSR adalah penanda molekuler di DNA yang panjangnya sangat 

bervariasi dalam suatu spesies yang sama (Salimath  et al., 1995). Penanda ini 

dikembangkan dari daerah di antara lokus mikrosatelit atau yang disebut juga  

SSR. Kelebihan penanda ini antara lain tidak membutuhkan informasi sekuens 

genom, menghasilkan pola multilokus serta sangat polimorfik (Nagaoka & 

Ogihara, 1997).  
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 Setiap pita mewakili sekuens DNA yang dibatasi oleh dua mikrosatelit 

yang berbeda. Penanda ISSR lebih sensitif dalam mendeteksi keanekaragaman 

genetika di tingkat bawah jenis dan relatif mudah dan ekonomis (Bradford, 2008). 

Kelemahan penanda antara lain bersifat dominan, dibutuhkan DNA yang murni 

dan konsentrasi yang sama antar aksesi untuk standarisasi reaksi, optimasi reaksi 

awal diperlukan, estimasi keanekaragaman genetika didasarkan pada sifat dialelik

(Kumar et al., 2009). 

  Identifikasi molekuler durian menggunakan masing-masing penanda 

molekuler tersebut sudah dilakukan. Penanda RFLP untuk identifikasi durian telah 

dilakukan oleh Hikmah (2013). Amplifikasi 11 aksesi durian menggunakan  

primer ITS 1-4 kemudian digesti dengan enam enzim restriksi Alu1, Bsp1431,

BsuR1, Eco471, Ade1 dan Mph11301. Dendrogram hasil analisis mengidentifikasi 

adanya duplikasi pada tiga aksesi durian.  

 Identifikasi molekuler durian menggunakan penanda RAPD juga telah 

dilakukan. Penanda RAPD dapat mengidentifikasi genotipe antar 14 kultivar 

durian di provinsi Nonthaburi Thailand. Hasil analisis sembilan primer 

menunjukkan tidak terdapat duplikasi antar aksesi durian (Vanijajiva, 2011). 

Identifikasi menggunakan AFLP pada durian telah dilakukan Sukhotu et al. 

(2008). Delapan pasangan primer mengidentifikasi adanya duplikasi antar aksesi 

durian.

 Penanda ISSR sudah digunakan untuk analisis keanekaragaman beberapa 

genotipe durian oleh Syahruddin (2012). Sebagian besar jumlah pita menunjukkan 

polimorfisme. Analisis dendrogram menunjukkan adanya duplikasi aksesi durian 
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Pingku dengan Pasir Jati, Kendil dengan Sunan, Kuning Garing dengan Sikoclak, 

Aseupan dengan Kim, dan Bulan dengan Tanjung Mabah. 

2.3 Keunggulan Penanda ISSR dalam Mengungkap Identitas  
Duplikasi  

Penanda molekuler ISSR merupakan salah satu penanda dengan motif 

sekuen berulang. Ada kalanya terdapat penambahan sekuen nukleotida pada ujung 

3’ maupun ujung 5’, sebagai contoh (CA)8RG dan (CA)8RY. Penanda ISSR  

berukuran antara 100-3000 basepair (bp) berlokasi di antara wilayah mikrosatelit 

(SSR). Wilayah amplifikasi yaitu pada inter-SSR, bagian yang diapit oleh sekuen 

berulang (Zietkiewicz et al., 1994). 

Penanda ISSR berkembang lebih akhir dibanding penanda RAPD dan 

RFLP. Penanda tersebut memiliki reproducibility yang tinggi dibandingkan 

penanda RAPD.   Primer yang lebih panjang (16-25 mers) bila dibanding dengan 

RAPD (10 mers), memungkinkan menggunakan suhu annealing yang tinggi. 

Suhu annealing bergantung juga pada kandungan GC, semakin tinggi kandungan 

GC maka semakin tahan terhadap suhu tinggi. Produk amplifikasi primer ini 

berukuran 200-2000 bp dan dapat dideteksi menggunakan agaros maupun 

elektroforesis gel poliakrilamid (Zietkiewicz et al., 1994).

Keuntungan menggunakan penanda ISSR antara lain yakni lebih cepat dan 

memerlukan jumlah DNA yang sedikit (5-50 ng) per reaksi (Nalini et al., 2003). 

Penanda ini mampu melakukan pendeteksian genetika polimorfisme tanpa perlu 

lebih dahulu mengetahui susunan basa (sekuens) dari genomik tumbuhan diantara 
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susunan basa yang berulang. Syaratnya jika susunan basa berulang tersebut sudah 

mewakili secara luas dan menyebar di seluruh genom (Wahyuni et al., 2004) serta 

memiliki polimorfisme yang tinggi (Manimekalai et al., 2003).

Penanda ISSR sudah banyak digunakan untuk mengidentifikasi spesies, 

kultivar ataupun populasi suatu spesies yang mirip dengan level variasi genetika 

yang rendah, dan sangat berguna sebagai alat pendeteksi keanekaragaman 

genetika suatu spesies tanaman yang mempunyai variasi genetika yang sangat 

luas. Penggunaan penanda ISSR telah berhasil mengidentifikasi keanekaragaman 

dan duplikasi 14 aksesi yang dikoleksi dari Provinsi Nonthaburi. Hasil analisis 

dendrogram menunjukkan duplikasi antara aksesi Kop Chainam dengan Kop 

Takum, Kop Saonoi dengan Kop Maethao, Thongyoichat dengan Kampan, Luang 

dengan Chanee serta Yurmawad dengan Chatsrithong (Vanijajiva, 2012).  

Penanda ISSR juga telah berhasil mengidentifiksi keanekaragaman dan 

duplikasi beberapa genotipe durian koleksi plasma nutfah durian Balai Pengkajian 

Teknologi Pertanian (BPTP), Kebun Percobaan Cipaku. Hasil analisis 

berdasarkan pola pita ISSR pada koefisien kemiripan 0,68 menunjukkan duplikasi 

antara aksesi Pangkalan dengan Hepe, Pingku dengan Pasir Jati, Kendil dengan 

Sunan, Kuning Garing dengan Sikoclak, Aseupan dengan Kim serta Bulan dengan 

Tanjung Mabah (Syahruddin, 2012). 

 Kelemahan penanda ISSR mirip dengan penanda RAPD, yaitu (1) 

dibutuhkan DNA yang murni dan konsentrasi yang sama antar aksesi untuk 

standarisasi reaksi, (2) optimasi reaksi awal diperlukan, (3) penanda ini bersifat 

dominan (Kumar et al. 2009) dan (4) estimasi keanekaragaman genetika 
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didasarkan pada sifat dialelik. Bahkan dengan beberapa keterbatasan penanda 

tersebut, ISSR memberikan suatu alternatif yang menarik untuk penanda RAPD. 

Teknik ini jauh lebih mudah diimplementasikan dibanding AFLP (Wolfe & 

Liston, 1998).  
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BAB 5 

SIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Simpulan 

  

 Hasil analisis dendrogram menunjukkan kemiripan yang cukup tinggi 

antara genotipe, yakni bervariasi dari 0,7 sampai 1,00. Genotipe satu dengan yang 

lainnya dapat dengan mudah dibedakan berdasarkan hasil analisis dendrogram. 

 Hasil analisis dendrogram menunjukkan bahwa terdapat duplikasi antara 

genotipe Arjuno dan Jangkarbumi pada koefisien kemiripan 1,00 berdasarkan 4 

primer. Adanya duplikasi antara genotipe Arjuno dengan Jangkarbumi yang 

ditandai dengan munculnya alel yang sama antara kedua genotipe tersebut yakni 

140 bp, 167 bp, 263 bp, 275 bp, 320 bp, 342 bp, 375 bp, 425 bp, 533 bp dan 664 

bp. Hal ini mengindikasikan kemungkinan asal-usul tetua yang sama. 

5.2 Saran 

Warna coklat pada pelet DNA dapat dikurangi dengan penggunaan β-

merkaptoetanol tiga kali lipat lebih banyak. Optimasi suhu penempelan dengan 

cara PCR gradien perlu dilakukan untuk mendapatkan suhu yang optimal saat 

penempelan. Apabila pita hasil PCR kurang tebal, maka metode Nested-PCR bisa 

digunakan. 
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