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Desain Primer In Silico Untuk Amplifikasi Genus
Andaliman Dengan Aplikasi Bioinformatika
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Abstrak: Desain primer merupakan tahapan awal dalam proses amplifikasi dan analisis segmen DNA. Desain primer
pada proses PCR merupakan hal yang sangat penting karena primer tersebut yang akan menempel pada DNA template
lalu mengamplifikasi sekuen target. Penelitian ini bertujuan merancang primer spesifik untuk amplifikasi gen target pada
Andaliman, guna mendukung studi molekuler lebih lanjut. Desain primer dilakukan secara in silico menggunakan
software MEGA X, Primer3Plus, dan Clone Manager Demo 9. Sekuen gen Andaliman diperoleh dari database NCBI. Hasil
analisis menunjukkan bahwa pasangan primer yang dirancang memenuhi kriteria panjang, temperatur leleh, dan
kandungan GC yang ideal untuk reaksi PCR. Selain itu, primer juga tidak membentuk dimer atau hairpin yang dapat
mengganggu efisiensi amplifikasi. Primer yang telah diperoleh dapat digunakan sebagai dasar untuk pengembangan
marka molekuler pada Andaliman, yang berguna untuk identifikasi varietas, analisis filogenetik, dan program pemuliaan.
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DOL: Abstract: Primer design is the initial stage in the process of amplification and analysis of
https://doi.org/10.47134/biology.v1i4.328 ~ DNA segments. Primer design in the PCR process is very important because the primer
3 will attach to the DNA template and then amplify the target sequence. This research aims
*Correspondensi: Rini Hafzari to design specific primers for amplification of target genes in Andaliman, to support
Email : rinihafzari@unimed.ac.id further molecular studies. Primer design was carried out in silico using MEGA X,

Primer3Plus, and Clone Manager Demo 9 software. The Andaliman gene sequence was

obtained from the NCBI database. The analysis results show that the designed primer pairs

meet the ideal criteria for length, melting temperature and GC content for PCR reactions.

Apart from that, the primers also do not form dimers or hairpins which can interfere with

amplification efficiency. The primers that have been obtained can be used as a basis for
BY developing molecular markers in Andaliman, which are useful for variety identification,
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Pendahuluan

Andaliman (Zanthoxylum acanthopodium DC.) merupakan tumbuhan endemik
Sumatera Utara yang termasuk dalam famili Rutaceae. Tumbuhan ini telah lama
dimanfaatkan oleh masyarakat Batak sebagai bumbu masakan tradisional dan dipercaya
memiliki berbagai khasiat obat. Keberadaan andaliman yang semakin langka di habitat
aslinya memerlukan upaya konservasi dan pengembangan varietas unggul melalui
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pendekatan molekuler (Wijaya, 2018). Salah satu teknik yang umum digunakan untuk
menganalisis kehalalan suatu produk adalah Polymerase Chain Reaction (PCR). Kelebihan
PCR meliputi spesifisitas dan sensitivitas yang tinggi dibandingkan dengan teknik lain.
Selain itu, PCR dapat mengidentifikasi banyak sampel dengan risiko kontaminasi yang
rendah. Namun, kelemahannya adalah kebutuhan akan DNA probe (fragmen DNA, RNA,
atau protein yang menandai gen target) untuk mencapai hasil yang optimal dalam proses
pengujian (Fakih, 2021).

Desain primer adalah langkah awal dalam amplifikasi dan analisis segmen DNA
(Amaniyah, 2023). Dalam proses PCR, desain primer sangat krusial karena primer tersebut
akan melekat pada DNA template dan mengamplifikasi sekuen target. Sepasang primer
oligonukleotida, yaitu primer forward dan reverse, akan berikatan dengan DNA target
selama proses annealing (Chukwuemeka, 2020). Urutan basa nukleotidanya harus sesuai
dengan urutan basa nukleotida dari sekuen target. Studi in silico merupakan gabungan
ilmu biologi dan komputasi yang menggunakan komputer dan perangkat lunak yang dapat
membantu dalam merancang kandidat primer. (Fakih, 2021).

MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) adalah perangkat lunak yang
berguna untuk mendesain primer secara in silico. Software ini menyediakan berbagai fitur
yang memudahkan dalam analisis sekuen DNA dan desain primer, termasuk kemampuan
untuk mempertimbangkan parameter-parameter penting seperti panjang primer,
temperatur melting, kandungan GC, dan kemungkinan pembentukan struktur sekunder
(Tamura et al., 2021).

Menurut Menurut Kamus Oxford, Bioinformatika adalah ilmu yang berkaitan dengan
pengumpulan dan analisis data biologi, seperti kode genetik. Definisi lainnya menyatakan
bahwa bioinformatika adalah pengelolaan sistem informasi untuk biologi molekuler dan
memiliki beberapa aplikasi fungsional (Saraswati, 2017). Bioinformatika merupakan bidang
interdisipliner yang secara umum didefinisikan sebagai gabungan antara ilmu biologi
(terutama biologi molekuler) dan komputasi, menggunakan bantuan komputer dan
perangkat lunak (Davi, 2021). Salah satu peran utama bioinformatika ialah merancang dan
menghasilkan sekuen primer, yang merupakan komponen penting dalam proses PCR.
Primer yang baik harus memiliki sifat spesifik, sedangkan primer yang tidak spesifik dapat
menyebabkan teramplifikasinya daerah lain dalam genom yang tidak dijadikan sasaran
atau sebaliknya tidak ada daerah genom yang teramplifikasi. Untuk mendapatkan suatu
primer yang memenuhi kriteria primer yang baik untuk amplifikasi dilakukan desain
secara in silico (Saraswati et al., 2019).

Penelitian ini bertujuan untuk merancang primer spesifik untuk amplifikasi gen target
pada andaliman menggunakan software MEGA X. Hasil perancangan primer ini
diharapkan dapat mendukung studi molekuler andaliman lebih lanjut, seperti identifikasi
varietas, analisis filogenetik, dan pengembangan marka molekuler untuk program
pemuliaan (Nissa, 2024).
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Metodologi

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini merupakan sepasang primer forward FrF
5'-GGCATCGCCCGTATTTATGG-3' dan reverse RrR 5'-CAGAGCTGCGCCCGTATAAG-3".
Dan peralatan yang digunakan diantaranya adalah aplikasi MEGA 11, program PRIMER
3PLUS, Clone Manager Demo 9 untuk mendesain primer secara in silico (Alexandrou,
2020).

Prosedur
Gen tumbuhan andaliman (Zanthoxylum sp)
Sekuen gen tumbuhan andaliman (Zanthoxylum sp) yang diperoleh dari situs
www.ncbi.nlm.nih.gov digunakan sebagai template dalam mendesain sepasang primer.
Tahapan Desain Primer
Berikut adalah tahapan yang dilakukan dalam penelitian ini :
1. Mengambil 10 sekuen DNA Zanthoxylum sp di NCBI dengan format FASTA
2. Setelahnya, sekuen DNA di alignment pada software MEGA 11 yang kemudian
memilih panjang sekuen dna 100-800 sekuens primer yang dianalisis.
3. Kemudian buka we Primer3 Plus untuk mencari design primer
a. Desain primer yang sudah dari software MEGA 11 dilanjutkan pada program

aplikasi Primer 3 Plus
b. Pada “Main” di Primer 3 Plus dimasukkan sekuen DNA yang memiliki panjang 100-
800

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence Help About

Advanced Settings  Internal Oligo = Penalties = Advanced Seq.

ate

nence below or upload sequence file: | Choose File | No file chosen | Load Example |

Mark selected region: | < Excluded > | [ [Target] | [ {Included ] | [ Clear | [ Regions from Seq. | [ save Sequence |

c. Lalu General Settings pada Produk Size Ranges = 100-800, dan pada Primer GC% =
Min :40, Opt : 60, Max : 80 kemudian klik “Pick Primers”
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Main  General Settings ~ Advanced Settings | I

nternal Oligo | Penalties = Advanced Seq.

Product Size Ranges ‘SOI—EDO 601-700 401-500 701-850 851-1000 1001-1500 1501-3000 3001-5000 401-500 301-400 2(‘

Primer Size Min: [18 | Opt:[20 | Max 27 ]
Primer Tm Min: (570 | Opu[600 | Max:[630 |  Max Tm Difference:
Primer Bound% Min:[-100 | Opu[o70 |  Max[#100 |  Annealing Temp:
Primer GC% Min:(200 | Opt[500 | Max:[s00 |
c of monovalent cations: ANNEALING Oligo Concentration: Mot the concentranon of |
C of divalent cations 15 @ of NTPs 06
DMSO Concentration: 0.0 E de C 00
DMSO Factor
ingRepeat Librarv:[NONE__ ~]

Load and Save

To upload or save a settings file from your local computer, choose here:

Load only Settings from file: [ Choose File | No file chosen

d. Kemudian setelah beberapa saat akan muncul 10 primer

Kemudian primer forward dan reverse dimasukkan ke Clone Manager Demo 9 > direct

entry > diberi nama pada primer (F untuk forward dan R untuk reverse) > pilih tipe

primer > masukkan sekuen primer yang

dipilih

Jika terdapat tulisan merah maka terdapat masalah pada dimers primer atau primer
tidak dapat digunakan, namun jika tidak ada tulisan merah maka primer dapat digunakan.

Pembahasan

Pada penelitian ini tahapan yang perlu dilakukan adalah mencari sekuen DNA dari
tumbuhan Andaliman (Zanthoxylum sp.) yang akan kita desain primernya melalui website
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, lalu melakukan alignment di software MEGA, kemudian
memilih nomor urut 100 - 800 sekuens primer gen-gen yang akan dianalisis.

ONA Sequences Translated Protein Sequences
Specien/abbry

1. MWE02878.1.¢1

olte L) cutivar
2 HWE02801 1:012963-10840 ehoropust
3 NC 006048 1 €12292-10760 Zantno austroanense molate LN chioroplast complets genome
4 NC 051078.1 €12365. 10832 Zanthoxylm acanthopodium chisropiast complete genome

5 NC 083775.1.¢12600- 10977 Zanthaxylu pasezh chioropiast conglete ganome

8 NC 031306.1.12499-10976
7N 050098 1 c12490-10976 Zanthoxylum undulabfokum chioropant conplets genome
8 1C 058996 1 €12336.1081 Zanthaxyaum escuroh chibroplast complels genome

9 MNOBOTOR. 1:¢12418-10695 Zanthoxylum armatum chioroplss! Comoe genome
10,NC 083777.1.¢12206-1076) Zanthoxyhsm motuoense chioropiaat complete genome

complete gancme

Gambar 1. Sekuens primer varietas 1 yang dianalisis dengan menggunakan software MEGA

DNA Sequences Translated Protein Sequences
Species/Abbrv

1
2. MIB02891.1:012363-10840 Zanthoxyl,
3. NC 066646 1:12292-10763 Zanthoxylum
4.NC 051678.1:
5. NC 053775, Zanthoxym
6.NC 031385 1:¢12499-10976 Zanthoxylim
7. NC 058985 1:c12488-10376 Zanthoxylum undulatfolium chioropiast compete genome
5.NG 0559961
5. 1N0S0708.
10, NC 0S3777.1:012285-10763 Zanthoxylum motuoense c

austrosinense isolate LN chioroplast complete genome:

c|
CAAGTAGEG
|

c|
c|
|

hloroplast complete genome

c
c
c
c

c
c

GA

B

ATC

c
c
c

GCCCGTATTTATGGTCTTGATGAAGTAATGG

Ccc- -

AGGGGAATTAGTAGAR

ccc
ccc

c|
c|
c|
c|
c|
c]
c|
c|
c|
c| cece

c@8c
c BElc
ceBC
cesc
clgec
CGGC
c@8c
ceBc
cleec
cgec

cecc c|
ccc c|
ccc c|
ccc c|
ccc c|
c]
c|
c|
c|
c|

606006000060

Gambar 2. Sekuens primer varietas 2 yang dianalisis dengan menggunakan software MEGA

Setelah itu, dilakukan desain primer
desain primer pada program primer 3 plus

dengan program Primer 3 Plus. Tahap awal
didapat 10 varietas kandidat primer alternatif

pasang primer yang akan dianalisis untuk menentukan primer yang akan digunakan.
Berdasarkan hal tersebut, maka dipilih pasangan primer yang sesuai dari varietas
tumbuhan Andaliman (Zanthoxylum sp.), yaitu pasangan primer nomor 2 (Zanthoxylum

stipitatum) dan 6 (Zanthoxylum bungeanum).
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. . More... Source Code
Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence Help About
Load server settings:
[(Activate Settings | | Reset Default
Task:

Main  General Settings = Advanced Settings = Internal Oligo ~ Penmalties = Advanced Seq.  Results
[ Select all Primers [ Send Selected Primers to Pri ] [ Go to Primer3Man:
| Next Primer Pair || Last Primer Pair |

Pair 1: [Primer |

Left Primer 1: | GGCATCGCCCGTATTTATGG

Start: 13 Lengthi20bp Tm:502C B:93389% GC:550% Agp00 End:0.0 IB:0.0 HP:441 3 Stmb:27  Penalty: 0.802

Hairpin Secondary Structure

Tm: 44.1°C do: -454 cal/mol dH: -20400 cal/mol ds: -64 cal/mol’K
5' Gacay
i

3" GGTATTTATGCCCGC!

Right Primer 1: |GTAACGTAGCGGGGGAATCC

Start: 607 Length: 20bp Tm:603C B:95338% GC:600% Any:00 End:00 TB:80 HP:00 3 Stab:30 Penalty 0250

Pair: Product Size: 595 bp Tm:85.6C Any: 160 End:14.6 IB:17.0 Penalty: 1.052

Gambar 3. Tampilan salah satu alternative primer yang dianalisis
Kemudian, dilakukan desain primer secara in silico menggunakan program clone
manager demo 9. Terdapat 20 panjang primer dengan daerah target 100-800. Sekuen primer
dengan kriteria yang dapat digunakan dalam proses PCR yaitu primer FrF 5'-
GGCATCGCCCGTATTTATGG-3' dan RrR 5-CAGAGCTGCGCCCGTATAAG-3'. Sekuen
primer telah memenuhi kriteria parameter untuk sebuah primer yang digunakan dalam
proses PCR.

151 Clone Mansger - [R
=| File View Clone Map Primer Align Discover Operations Windew Help PCR Primer: 6
DFESaEouEax=a 28| =2 #ma|? One Primer Report
B~ A =F
il Criteria Used: PCR Primer This Primer Meets Criteria
Lergest regon of hamology (3 end intaton): % GC Range 50-60 55 Yes
Tm°C Range 55-80 63 Yes
3 Dimers < 3matches at 3' end 2 Yes
Dimers-Any < 7 adj homol bases 3 Yes
Stability »>=1.2keals 5'vs 3' 3.2 Yes
GC damp »>=1GorCat3end 2 Yes
Runs < 4base runs 3 Yes
Repeats < 3 dinuc repeats none Yes
Hairpins Annealing 55°C none Yes
Worst-case False Priming °C nfa

Gambar 4. Tampilan detail primer yang dianalisis pada program clone manager demo 9

Pada umumnya, primer yang baik memiliki panjang antara 18 sampai 30
oligonukleotida. Dengan panjang ini diharapkan cukup untuk mengikat template pada
suhu anneling dan juga mendapatkan sekuen yang lebih spesifik (Pradnyaniti et al., 2013).
Panjang antara 18-30 oligonukletida merupakan primer yang baik karena jika primer yang
dihasilkan memiliki panjang kurang dari 18 basa, primer rentan menyebabkan terjadinya
mispriming. Mispriming merupakan terjadinya primer menempel pada tempat yang tidak
diharapkan (Tanabe, 2019). Sedangkan jika panjang primer lebih dari 30 basa, hal ini tidak
menunjukkan spesifitas yang lebih tinggi dan dapat memunculkan terjadinya proses
hibridasi dengan primer lain dan menghambat terbentuknya polimerasi DNA (Sasmitha et
al., 2018). Analisis menggunakan Program Primer 3 Plus, yaitu simulasi primer pada
tanaman Andaliman (Zanthoxylum sp) dengan dua varietas yaitu Zanthoxylum stipiatum dan
Zanthoxylum bungeanum. Program Primer 3 plus ini digunakan karena mempunyai
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keunggulan yang efektif dan mudah dioperasikan secara manual serta hasil primer mudah
untuk dianalisis (Nugraha, 2022). Berdasarkan analisis yang telah dilakukan, hasil analisis
menunjukkan bahwa primer dari dua tanaman tersebut berada dalam kondisi yang sangat
baik. Pada primer yang diperoleh dengan analisis menggunakan program clone manager
tidak terdapat fragmen DNA yang tidak diinginkan pada ujung 3" ataupun dilain tempat,
artinya primer yang didesain tidak berikatan pada primer lain. Primer yang telah didesain
juga tidak menempel pada yang primer memiliki banyak ikatan, artinya primer ini bisa
digunakan untuk target daerah yang akan ditempeli primer tersebut (Moriarity, 2022).

Primer yang baik adalah primer yang mampu memenuhi kriteria parameter primer.
Parameter-parameter tersebut adalah : melting temperature (Tm), persentase jumlah G dan
C (%GC), 3'dimer stabilitas, repeats, runs dan hairpins (Maitriani et al., 2015).

Melting temperature (Tm) merupakan salah satu dari beberapa kriteria yang
dipertimbangkan dalam menentukan primer yang baik. Primer yang baik, primer forward
maupun primer reverse yang digunakan terlebih dalam pcr secara umum adalah antara
60°C hingga 70 °C untuk menghasilkan produk yang baik (Pradnyaniti et al., 2013). Dengan
primer yang memiliki Tm terlalu tinggi sangat mempengaruhi hasil produk PCR. Dengan
Tm yang tinggi akan mengeluarkan hasil PCR yang rendah. Sedangkan dengan Tm yang
terlalu rendah akan mengakibatkan tidak dapat bekerja pada temperature tinggi.
Berdasarkan analisis dan pengerjaan dengan program software bioinformatika Tm pada
primer dua variates yang telah didesain telah memenuhi kriteria yaitu 63°C. Nilai Tm ini
merupakan nilai Tm dari dua varietas yang dianalisis (Culley, 2019).

Kriteria lain adalah persentase GC. Persentase GC yang di maksud adalah persentase
keberadaan sitosin dan guanin dalam suatu primer yang dihasilkan, % GC yang baik dalam
primer yang baik adalah % yang berada pada rentang 40-60 % (Sasmito et al., 2014). Hasil
primer pada dua varietas yang didesain menunjukkan % GC yang sama besar yaitu sebesar
55%. Hasil ini masih dalam rentang kriteria % GC primer yang baik. Primer dengan % GC
yang rendah dapat menurunkan kualitas hasil proses PCR, hal ini disebabkan karena
primer tidak mampu untuk menempel secara efektif pada target yang diinginkan
(Pradnyaniti et al., 2013).

Seperti yang telah disinggung dibagian awal pembahasan penelitian ini, fragmen
DNA yang diinginkan pada ujung 3" primer harusnya tidak melebihi 3 basa karena hal ini
dapat menurunkan kualitas primer (Pradnyaniti et al., 2013). Primer sebaiknya juga tidak
memiliki 3 atau lebih basa guanin atau sitosin pada 3’ dimer, karena dapat menetralkan
annealing primer non spesifik (Pradnyaniti et al., 2013). Fragmen DNA pada ujung 3’
masing-masing primer yang dirancang adalah 1 fragmen pada primer forward dan 2
fragmen pada primer reverse, dan hal tersebut mendukung kualitas dari primer yang
dihasilkan pada desain primer ini (Kim, 2019).

Kriteria yang diperhatikan ada juga keberadaan repeats. Repeats merupakan
nukleotida yang ditemukan ganda dalam primer, adanya repeats dapat menyebabkan
terjadinya penempelan primer di tempat yang tidak diharapkan yang disebut dengan
mispriming (Maitriani et al,, 2015). Pada kedua primer yang telah didesain, primer
menunjukkan tidak adanya repeats, dengan ketidakberadaan repeats ini sehingga primer
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yang dihasilkan berada dalam kondisi yang baik dan mendukung kualitas primer yang
dihasilkan.

Hal lain yang perlu juga diperhatikan dalam desain primer adalah haipins dalam
primer. Haipins merupakan interaksi intramolekuler dalam primer. Haipins dalam primer
dapat mengganggu proses penempelan primer pada rentang daerah yang diinginkan
dalam proses PCR (Li, 2024). Dalam primer dua varietas yang telah didesain tidak ada
haipins, sehingga primer ini dinyatakan cukup baik dan dapat digunakan dalam proses
PCR.

Primer yang telah didesain ini dapat memotong daerah target dengan tepat sesuai
dengan rentang daerah yang telah dirancang secara in silico (Donna, 2024). Dengan
dukungan atau penggunaan software bioinformatika yang menghasilkan suatu primer
menunjukkan bahwa primer dari dua varietas andaliman yang didesain cukup baik untuk
dapat digunakan dalam proses PCR dan dapat menghasilkan produk sesuai dengan daerah
sasaran yang diinginkan.
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