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DESAIN PRIMER UNTUK AMPLIFIKASI SECARA IN SILICO GEN 16S
rRNA PADA KELINCI BELANG ( Nesolagus netscheri ) ASAL
SUMATERA SELATAN

Aulia Putri Syafaat
08041182025015

RINGKASAN

Kelinci Belang Sumatera (Nesolagus netscheri) termasuk mamalia langka yang
dilindungi berdasarkan peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan Kehutanan
Nomor P.106 Tahun 2018 dan tergolong dalam spesies kurang data oleh IUCN.
Analisis genetik molekuler Kelinci belang Sumatera pada gen 16S rRNA belum
pernah dilakukan dan informasi genetik spesies tersebut masih sangat terbatas.
Penerapan analisis molekuler bisa menjadi alat yang ampuh untuk identifikasi
spesies hewan mengenai hubungan genetik dari Kelinci Belang Sumatera.
Penelitian ini bertujuan untuk mendesain kandidat primer dari gen 16S rRNA yang
dapat mengidentifikasi spesies Nesolagus netscheri secara spesifik dan efisien.
Data sekuen beberapa spesies famili Leporidae diambil dari GeneBank, kemudian
sekuen di-alignment dan dipilih kandidat primer berdasarkan daerah conserved
yang terbentuk. Kandidat primer yang terpilih dipasangkan dan dianalisis
spesifitas-nya serta diuji parameter primernya. Hasil desain primer 16S rRNA
didapatkan 9 kandidat pasangan primer. Hasil uji spesifitas dengan mengacu pada
standar parameter primer ideal didapatkan hasil kandidat primer terbaik yang
direkomendasikan yaitu primer 16S-04, primer 16S-05 dan primer 16S-06 yang
sudah memenuhi semua parameter primer ideal kecuali parameter struktur sekunder
self-dimer. Struktur sekunder yang dihasilkan dapat dioptimalkan dengan
melakukan optimasi pada saat dilakukannya uji validasi di laboratorium sehingga
bisa didapatkan pasangan primer dengan hasil yang lebih maksimal untuk
identifikasi spesies Nesolagus netscheri pada gen penanda 16S rRNA.

Kata kunci : Desain primer, Gen 16S rRNA, Nesolagus netscheri
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PRIMER DESIGN FOR IN SILICO AMPLIFICATION OF 16S rRNA GENE IN
STRIPED RABBIT (Nesolagus netscheri) FROM SOUTHSUMATERA

Aulia Putri Syafaat
08041182025015

Summary

The Sumatran striped rabbit (Nesolagus netscheri) is a rare mammal protected under
the Minister of Environment and Forestry Regulation No. P.106/2018 and classified
as a data-deficient species by the IUCN. Molecular genetic analysis of the Sumatran
striped rabbit on the 16S rRNA gene has never been carried out and genetic
information on the species is still very limited. The application of molecular
analysis can be a powerful tool for animal species identification regarding the
genetic relationship of the Sumatran striped rabbit. This study aims to design primer
candidates from the 16S rRNA gene that can identify Nesolagus netscheri species
specifically and efficiently. Sequence data of several species of the Leporidae
family were taken from GeneBank, then the sequences were alignedand primer
candidates were selected based on the conserved regions formed. The selected
primer candidates were paired and analyzed for specificity and tested for primer
parameters. The results of 16S rRNA primer design obtained 9 candidate primer
pairs. The results of the specificity test with reference to the ideal primer parameter
standards obtained the best primer candidates recommended are primer 16S-04,
primer 16S-05 and primer 16S-06 which have met all the ideal primer parameters
except the parameters of the secondary structure of the self-dimer. Thesecondary
structure produced can be optimized by performing optimization duringvalidation
tests in the laboratory so that primer pairs can be obtained with maximum results
for the identification of Nesolagus netscheri species in the 16S rRNA marker gene.

Keywords: Primer design, 16S rRNA gene, Nesolagus netscheri
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kelinci Belang Sumatera (Nesolagus netscheri) termasuk salah satu satwa
mamalia langka endemik di Pulau Sumatera dan dilindungi sejak 1972 (Noeridjito
dan Maryanto, 2001; Setiawan et al., 2022). Peraturan Menteri Lingkungan Hidup
dan Kehutanan Nomor P.106 Tahun 2018 mencatat Nesolagus netscheri termasuk
satwa dilindungi dan berdasarkan IUCN termasuk ke dalam spesies datadeficient
atau kurang data. Hal tersebut terjadi karena informasi mengenai Kelinci Belang
Sumatera masih sangat terbatas, hanya ada sedikit catatan ekologi mengenai
keberadaan Nesolagus netscheri (McCharty et al., 2019).

Habitat Nesolagus netscheri yaitu berada di Taman Nasional Gunung
Leuser di Sumatera bagian utara hingga Taman Nasional Bukit Barisan di Sumatera
bagian selatan (Setiawan et al., 2023). Pulau Sumatera telah kehilangan 7,54 juta
ha atau 70% hutan primer dari tahun 1990 hingga 2010 (Margono et al., 2012).
Hasil penelitian Suyadi (2011) mengungkapkan bahwa Taman Nasional Bukit
Barisan mengalami deforestasi antara tahun 1972 hingga 2006 dengan laju rata-rata
20 Km? per tahun atau sekitar 0,64% pertahun. Deforestasi yang terjadi
mengakibatkan habitat asli Nesolagus netscheri semakin berkurang sehingga
menimbulkan ancaman penurunan jumlah spesies Kelinci Belang Sumatera.

Populasi kelinci belang yang berhasil didata masih sangat terbatas. Kelinci

belang pertama kali didokumentasikan tahun 1997 oleh J. Holden di Taman
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Nasional Kerinci Seblat dan setelahnya hanya sedikit dokumentasi tambahan atau
pengamatan langsung (Flora Fauna Indonesia, 1998). Hal tersebut terjadi karena
adanya alih fungsi lahan menjadi kebun kopi dan masih lemahnya penegakan
hukum terhadap kasus penebangan kayu secara ilegal (Suyadi, 2011).

Data genetik mengenai kelinci belang masih sangat terbatas. Penelitian
Nguyen (2021) tentang analisis genetik kelinci belang menggunakan metode DNA
turunan invertebrata (iDNA) berhasil mendeteksi adanya kelinci belang di lima
wilayah dari delapan wilayah penelitian melalui iDNA Lintah hematophagous
terestrial. Penelitian tentang Nesolagus Netscheri sebelumnya sudah pernah
berhasil diidentifikasi menggunakan gen 12S rRNA yang bersumberdari satu
individu Nesolagus netscheri asal Pagar Alam dan berhasil mendeteksil band
amplikon 900 bp hingga 1000 bp (Saputra et al., 2019).

Informasi tentang keberadaan dan jumlah populasi serta informasimengenai
spesies Nesolagus netscheri masih sangat sedikit dan jarang. Hal tersebut
dikarenakan spesies Nesolagus netscheri sangat jarang ditemukan di alam,
sehingga perlu adanya konservasi yang dilakukan, salah satunya yaitu melalui
konservasi genetik dari Nesolagus netscheri. Teknik molekuler menjadi salah satu
strategi yang dapat diterapkan dalam konservasi yang menyediakan informasi
mengenai pewarisan gen dalam individu hingga bisa mengetahui perbedaan garis
keturunan antar spesies (Zein dan Prawiradilaga, 2013).

Penggunaan gen 16S rRNA sebagai penanda dalam menetukan keterkaitan
evolusioner pertama kali diusulkan oleh Carl Woese karena gen tersebut ada di

semua organisme (Olsen dan Woese, 1993). Gen 16S rRNA memiliki ukuran
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yang relatif besar dengan panjang sekitar 1550 bp dan memiliki daerah yang
dilestarikan atau conserved regions dan juga daerah hypervariable, yaitu bagian
dari 16S rRNA yang membedakan antar organisme. Penelitian mengenai spesies
Nesolagus netscheri menggunakan metode PCR in vitro pada gen 16S rRNA
sebelumnya sudah pernah dilakukan menggunakan primer yang bersumber dari
Rodrigues et al. (2019) dengan hasil panjang basa yang belum memenuhi standar
gen 16S rRNA yaitu hanya sekitar 171 panjang basa saja.

Kajian molekuler dan publikasi data sekuen dari spesies Nesolagus
netscheri masih sangat terbatas. Oleh karena itu perlu dilakukan desain primer
dengan tujuan mendapatkan primer yang spesifik untuk amplifikasi DNA spesies
Nesolagus netscheri melalui pendekatan in silico. Keberhasilan amplifikasi DNA
bergantung pada keakuratan primer yang digunakan dan primer yang digunakan
harus bisa membatasi daerah yang akan diamplifikasi (Handoyo dan Rudiretna,
2001). Efisiensi, dan sensitivitas amplifikasi DNA metode PCR dipengaruhi oleh
penggunaan primer dan annealing yang digunakan (yang et al., 2013).

Primer harus didesain spesifik untuk menjamin keberhasilan proses
amplifikasi DNA pada proses PCR (Purwakasih dan Achyar, 2021). Sepasang
primer harus mempunyai karakter yang baik agar dapat menempel pada gen target
sehingga menghasilkan produk PCR yang spesifik. Urutan primer harus memenuhi
beberapa kriteria dan dapat dirancang secara in silico serta mensimulasikannya
menggunakan PCR in silico, yaitu merancang atau mendesain primer dengan
bantuan suatu program dalam komputer dan studi literatur (Muhsinin et al., 2018).

Desain primer sebagai langkah penting dalam semua

Universitas Sriwijaya



metode amplifikasi DNA dan diperlukan untuk memastikan amplifikasi urutan

target yang spesifik dan efisien (Kalendar, 2022).

1.2. Rumusan Masalah

Strategi yang tepat dalam upaya konservasi Kelinci Belang Sumatera
menjadi agenda utama dalam upaya untuk mencegah terjadinya kepunahan pada
Kelinci Belang Sumatera, salah satunya melalui kajian molekuler menggunakan
PCR. Penelitian menggunakan PCR memerlukan penggunaan primer yang spesifik
dan tepat. Analisis molekuler spesies Nesolagus netscheri belum tersedia urutan
primer yang spesifik sehingga perlu dilakukan penelitian tentang desain primer gen
16S rRNA spesies Nesolagus netscheri. Analisis secara genetika diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai genetik Nesolagus netscheri sehingga dapat

menjadi data tambahan untuk strategi konservasi kedepannya.

1.3.  Tujuan Penelitian

Penelitian bertujuan untuk mendapatkan kandidat primer untuk amplifikasi
secara in silico serta mengetahui panjang sekuen amplifikasi secara in silico
menggunakan kandidat primer yang telah didesain pada gen 16S rRNA spesies

Nesolagus netscheri asal Sumatera Selatan

1.4.  Manfaat Penelitian

Penelitian diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai
kandidat primer gen 16S rRNA dari Kelinci Belang asal Sumatera Selatan sehingga
dapat dijadikan sumber referensi untuk penggunaan primer pada proses amplifikasi

DNA spesies Nesolagus netscheri asal Sumatera Selatan.
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BAB |1

TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Kelinci Belang Sumatera (Nesolagus netscheri)
2.1.1. Klasifikasi dan Karakteristik
Klasifikasi dari kelinci belang yang ditemukan di Sumatera, Indonesia

menurut Schlegel (1880) adalah sebagai berikut (McCarthy et al., 2019).

Kingdom : Animalia

Divisi : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo : Lagomorpha
Famili : Leporidae

Genus : Nesolagus

Spesies : Nesolagus netscheri

Gambar 2.1 Nesolagus netscheri dari Sumatera Selatan (Setiawan et al., 2019)
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Nama spesies jenis Nesolagus awalnya diusulkan oleh Schlegel dan Jentink
(1880) sebagai Lepus netscheri setelah mempelajari kelinci belang dari Sumatera.
Akan tetapi, Forshyth (1899) mendirikan genus baru yaitu Nesolagus dan merevisi
Lepus netscheri sebagai Nesolagus netscheri karena struktur tengkorak dan giginya
yang berbeda dari Leporidae lainnya dimana anggota tubuhnya jauh lebih pendek
daripada Lepus. Nesolagus netscheri dideskripsikan pertama kali tahun 1880 dari
spesimen yang di kumpulkan oleh E. Netscher di Dataran Tinggi Padang di
Sumatera Barat (Flux, 1990).

Kelinci Belang dengan genus Nesolagus terdiri dari tiga spesies yang
berhasil ditemukan di dunia, antara lain Nesolagus timminsi yang ditemukan di
Pegunungan Annam dan dikategorikan sebagai hewan terancam punah oleh IUCN
pada tahun 2019 (Tilker et al., 2019), Nesolagus netscheri yang ditemukan di
Pegunungan Sumatera dan Nesolagus sinensis yang terkonfirmasi keberadaannya
sudah punah (Jin et al., 2010). Nesolagus netscheri adalah mamalia endemik
Sumatera yang bersifat nokturnal. Nesolagus netscheri termasuk ke dalam keluarga
Leporidae dimana famili Leporidae terdiri dari 11 genus dan salah satunya adalah
Nesolagus (Wilson dan Reeder, 2005).

Kelinci Belang Sumatra memiliki tubuh yang relatif kecil, memiliki garis-
garis kecoklatan dengan telinga berwarma hitam, bagian dalam kakinya berwarna
keputihan, ekor berwarna merah, dan bawah perutnya berwarna putih dengan
individu muda menunjukkan warna yang sedikit gelap (Schai-Braun dan K.
Hécklander, 2016). Berdasarkan hasil penelitian Setiawan et al. (2019), warna

kelinci muda belang Sumatera dari gunung Dempo sama dengan kelinci yang
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telah dewasa, hanya saja warna kelinci belang muda terlihat jauh lebih gelap
dibandingkan dengan individu dewasa.

Morfometri dari kelinci belang Sumatera yaitu panjang kepala dan tubuh
368-417 mm, ekor 17 mm, kaki belakang 67-87 mm, telinga 34-45 mm, panjang
tengkorak 67-74 mm dan telinga yang sangat pendek dengan memiliki berat tubuh
1,5 kg. Umumnya Nesolagus netscheri memiliki ukuran yang sama dengan kelinci
Eropa Oryctolagus cuniculus, akan tetapi dapat dibedakan dari ukuran kepala
Nesolagus netscheri yang lebih besar serta moncong dan kakinya yang lebih
pendek. Ekor pada Nesolagus netscheri juga sangat pendek sehingga biasanya tidak
terlihat (Flux, 1990; Francis, 2001; Setiawan et al., 2018).

Makanan yang disukai Nesolagus netscheri berdasarkan hasil pelaporan
penduduk setempat pada penelitian Setiawan et al. (2018) yaitu berupa daun muda
yang berdaging, terutama tanaman dengan batang ungu kemerahan. Jenis tanaman
yang diindikasikan sebagai makanan kelinci belang yaitu Cyrtandrayang tersebar
luas di hutan basah di Sumatera. Hasil penelitian Abramov et al. (2016) terhadap
Nesolagus timminsi di taman Nasional Pu Mat, Vietnam memperlihatkan bahwa
kelinci belang memakan beberapa pucuk tanaman bahkan daun-daun yang
berguguran. Hasil penelitian (Flux, 1990) diduga Nesolagus netscheri memakan
Elatostema sp, Godonoboea platypus, dan daun muda Capsicum Annuum.

Jumlah dari individu Kelinci Belang Sumatera yang sedikit dan jarangnya
penampakan dari genus Nesolagus sehingga tidak banyak informasi tersedia

mengenai perilakunya. Secara keseluruhan sangat sedikit informasi yang
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diketahui tentang hewan dengan genus ini. Kelinci Belang Sumatera aktif dimalam
hari dan bersembunyi di liang yang tidak dibuatnya sendiri melainkan menempati
liang bekas hewan lain dan tidak terlalu suka keluar mencari makan di tempat yang
terlalu jauh dari rumahnya (McCarthy et al., 2019).

2.1.2. Habitat dan Persebaran

Kilometer

Range Compiled by:

| Extant (resident) TUCN (Intermational Union for Corservation of Nature)

Gambar 2.2. Peta Distribusi Nesolagus Netscheri (McCarthy et al., 2019)

Nesolagus netscheri menempati hutan lebat dengan ketinggian 600-1.400
mdpl (Flux, 1990). Kelinci Belang Sumatera pernah ditemukan di hutan dataran
rendah pada tahun 1997 dan satu individu kelinci belang berhasil terekam oleh
kamera jebakan tahun 2011 di hutan dataran rendah pada ketinggian 544 mdpl di

Ipuh Provinsi Bengkulu (McCarthy et al., 2019). Habitat Nesolagus netscheri
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berupa hutan dengan tanah vulkanik yang subur dan menempati bekas liang hewan
lain sebagai tempat istirahatnya (Jin et al., 2010). Karakteristik habitat Nesolagus
netscheri yaitu hutan dengan struktur vegetasi yang rapat dan belum tercatat kelinci
belang hidup di kawasan terbuka (McCarthy et al., 2019).

Catatan mengenai Kelinci Belang Sumatera pertama kali dideskripsikan
tahun 1972 oleh M. Borner di Taman Nasional Gunung Leuser. Taman Nasional
Kerinci Seblat dan Taman Nasional Bukit Barisan Selatan diindikasikan menjadi
habitat utama dari Nesolagus netscheri. Hal tersebut dibuktikan dengan adanya
frekuensi penemuan Kelinci Belang Sumatera yang lebih banyak terjadi (McCarthy
et al., 2019). Tahun 1978 dilaporkan adanya penemuan Kelinci BelangSumatera di
daerah dekat Gunung Kerinci oleh J. Seidensticker (Flux,1990).

Bulan September tahun 2021 terdapat penemuan terbaru Kelinci Belang
Sumatera yang telah dilaporkan di daerah Kabupaten Rejang Lebong Provinsi
Bengkulu. BKSDA Bengkulu menerima dua ekor Nesolagus netscheri berjenis
kelamin jantan dengan umur kurang lebih satu bulan dari masyarakat setempat.
Kelinci belang tersebut kemudian dikembalikan ke alam liar setelah empat bulan
di penangkaran BKSDA (Setiawan et al., 2022). Kelinci Belang Sumatera pernah
dilaporkan penemuannya di Suaka Margasatwa Gunung Raya yaitu Kelinci Belang
Sumatera muda dan Kelinci Belang Sumatera dewasa dimana individu muda
terlihat jauh lebih gelap daripada dewasa (Setiawan et al., 2018).

Suaka Margasatwa Isau-lsau menjadi salah satu lokasi ditemukannya
Nesolagus netscheri. Dokumentasi mengenai kelinci belang berhasil didapatkan

yaitu sebanyak delapan rekaman dari hewan tersebut, tiga diantaranya yang
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berhasil didokumentasikan dari camera trap dan tiga informasi dari hasil
wawancara dengan masyarakat setempat dari tahun 1995 hingga 2022. Informasi
yang berhasil dihimpun berupa karakteristik lokasi dijumpainya Kelinci Belang
Sumatera atau oleh penduduk setempat dan jenis tumbuhan yang pernah dimakan
oleh Nesolagus netscheri (Setiawan et al., 2023).

2.1.3. Status Konservasi

Nesolagus netscheri termasuk dalam daftar satwa yang dilindungi sejak
1972 (Noeridjito dan Maryanto, 2001; Setiawan et al., 2022) berdasarkan Peraturan
Pemerintah No. 7 tahun 1999. Peraturan Menteri Lingkungan Hidup dan
Kehutanan Nomor P.106. Tahun 1994, Nesolagus netscheri ditetapkan statusnya
sebagai Endangered oleh ITUCN. Dua tahun kemudian status Kelinci Belang
Sumatera berganti menjadi Critically Endangered dan pada tahun 2008 IUCN
menetapkan status konservasi Kelinci Belang Sumatera menjadi Vulnerable(Vu;
Rentan) (Meijaard dan Sugardjito, 2008).

Informasi tentang ekologi dari spesies Nesolagus netscheri yang masih
sedikit sehingga IUCN menetapkan kembali status dari Kelinci Belang Sumatera
sebagai Data Deficient atau kurang data. Informasi mengenai Kelinci Belang
Sumatera yang masih sangat terbatas menyebabkan adanya keterbatasan dalam
menentukan distribusi spesies, perkiraan kepadatan spesies dan juga populasi dari
spesies langka Nesolagus netscheri. Penebangan hutan secara ilegal dan alih fungsi
hutan menjadi perkebunan kopi yang dilakukan masyarakat menjadi ancaman
utama bagi Kelinci Belang Sumatera yang sangat bergantung pada habitat dengan

vegetasi hutan yang rapat (McCarthy et al., 2019).
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2.2. DNA Mitokondria (mtDNA)

Organisme yang hidup pasti mempunyai DNA sebagai sumber informasi
di dalam jaringan tubuh. DNA merupakan singkatan dari Deoxyribo Nucleic Acid
yang terdapat di dalam inti sel. DNA adalah molekul yang mengandung semua
materi genetik yang diperlukan oleh semua organisme dalam siklus hidupnya.
Struktur DNA yang unik menyerupai tangga berpilin yang memiliki dua rantai
polinukleotida. DNA tersusun atas pasang basa adenin (A), timin (T), uanin (G),
dan sitosin (C). Pasang basa adenin (A) berpasangan dengan timin (T) dengan dua
ikatan hidrogen, sedangkan Sitosin (C) berpasangan dengan guanin (G) yang
memiliki tiga ikatan hidrogen (Campbell, 2003).

DNA pada organel sel terbagi menjadi dua yaitu DNA inti dan DNA
mitokondria. Mitokondira adalah organel seluler yang mampu menghasilkan energi
dalam bentuk ATP melalui fosforilasi oksidatif (Ng dan Turnbull, 2015). Setiap sel
mengandung ratusan hingga ribuan mitokondria yang terletak di sitoplasma.
Mitokondria memiliki sejumlah kecil DNA sendiri yang dikenal sebagai DNA
mitokondria atau mtDNA. mtDNA berbeda dengan DNA inti pada lokasi, urutan,
kuantitas dalam sel, dan cara pewarisannya (Satiyarti et al., 2017).

DNA mitokondria merupakan DNA ekstrakromosom yang berukuran
panjang sekitar 16,5 kb hingga 20 kb dan tidak memiliki intron. DNA mitokondria
memiliki rantai DNA ganda berupa rantai untai berat (H) yang kaya akan basa purin
(G dan A) dan untai ringan (L) yang kaya akan basa pirimidin (C dan T) (Habbane
et al., 2021). Sel bisa memiliki 1.000 hingga 10.000 kopi mtDNA lebih banyak

dibandingkan DNA inti. Laju mutasi yang lebih tinggi juga terjadi pada
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DNA mitokondria yaitu 10-17 kali lebih cepat dibandingkan DNA inti yang
disebabkan karena mtDNA tidak memiliki protein histon dan juga enzim untuk
perbaikan kesalahan dalam proses replikasi, hal tersebut menyebabkan mtDNA
lebih mudah terjadi mutasi (Yudianto, 2020).

DNA mitokondria terdiri dari daerah coding region sebesar 90% dan non
coding region sebesar 10%. mtDNA mengandung 37 gen pengkode atau coding
region yaitu 13 gen pengkode protein berupa 7 subunit untuk NADH
dehydrogenase, 1 sub unit sitokrom b, 3 sub unit COI dan 2 subunit ATP sintase.
Gen lainnya yaitu 22 gen digunakan untuk translasi DNA mitokondria yang terdiri
dari 2 gen rRNA untuk sintesis protein (12 rRNA, dan 16 rRNA). Proporsi basa
nukleotida antara DNA mitokondria dan DNA inti juga berbeda, mtDNA
mengandung GC sebesar 21% sedangkan DNA inti mengandung basa nukleotida
GC sebesar 40%. DNA mitokondria Non control region tidak menyandi gen tetapi
sebagai daerah pengontrol yaitu disebut D-loop (Maksum, 2017).

Keunikan dari mtDNA vyaitu terdapat informasi genetik yang diwariskan
dari induk betina secara maternal tanpa adanya rekombinasi DNA dari induk jantan
sehingga DNA mitokondria memiliki daerah conserved yang bisadigunakan dalam
analisis studi evolusi, hubungan kekerabatan dan analisis genetik lainnya pada
hewan karena merupakan refleksi dari filogenetika dari garis keturunan induk
betina (Vidya et al., 2009). Sifat mtDNA yang diwariskan hanya dari ibu digunakan
untuk melacak sejarah evolusi dan asal usul suatu organisme sehingga bisa
digunakan dalam mempelajari hubungan antar spesies serta merekontruksi pohon

filogenetika (Rahayu dan Jannah, 2019).
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Perbedaan yang sangat mencolok antara DNA inti dengan DNA
mitokondria yaitu terletak pada pola pewarisan, dimana DNA inti mengikuti pola
pewarisan dari hukum mendel dengan rekombinasi bersifat diploid, sedangkan
mtDNA diwariskan secara maternal yaitu dari ibu kepada seluruh keturunannya
yang bersifat haploid (Yudianto, 2020).

mtDNA vyang diturunkan secara maternal saat terjadi pembuahan
dikarenakan hampir tidak ada DNA mitokondria dari ayah yang masuk ke dalam
sel telur karena bagian dari ekor sperma dilepaskan saat proses pembuahan
berlangsung, dimana mitokondria dari sel sperma terletak pada bagian ekornya
dan yang masuk ke dalam sel telur hanya kepala sel spermanya saja. Anak
perempuan nantinya yang akan mewariskan kepada generasi berikutnya.
Karakteristik tersebut yang menyebabkan mtDNA lebih mudah untuk dilakukan

analisis secara molekuler dibandingkan dengan DNA inti (Habbane et al., 2021).
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Gambar 2.3 Peta Genom DNA mitokondria (mtDNA) Lepus
(Shan et al., 2021)
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Daerah penanda 16S rRNA merupakan komponen dari subunit kecil
ribosom yang dikodekan oleh genom mitokondria dengan panjang gen hampir 1570
bp (Chen et al., 2011). S pada 16S RNA menyatakan Svedberg yaitu satuan ukuran
ribosom (Clarridge, 2004). 16S rRNA sangat diperlukan untuk penerjemahan
MRNA menjadi protein mitokondria dan sebagai penanda genetik untuk
mengidentifikasi hewan invertebrata, mamalia, unggas menggunakan primer
universal (Yang et al., 2014). Penggunaan gen 16S rRNA sebagai penanda dalam
menetukan keterkaitan evolusioner pertama kali diusulkan oleh Carl Woesekarena
gen tersebut ada di semua organisme (Olsen dan Woese, 1993).

Gen 16S rRNA memiliki ukuran yang relatif besar yaitu dengan panjang
sekitar 1550 bp dan memiliki daerah yang dilestarikan atau conserved regions dan
juga daerah hypervariable, yaitu bagian dari 16S rRNA yang membedakan antar
organisme. Gen 16S rRNA bersifat polimorfisme interspesifik. Primer yang biasa
digunakan sebagai pengkode daerah 16S rRNA yaitu primer universal. Daerah
conserved akan dikenali oleh primer dan daerah hypervariable akan teramplifikasi
oleh primer universal yang digunakan. Daerah lestari pada gen pengkode 16S rRNA
sangat terkonservasi pada spesies hewan yang berbeda sehingga bisa menggunakan
primer universal untuk amplifikasi PCR (Clarridge, 2004).

Urutan gen 16S rRNA utuh terdiri dari sembilan wilayah hipervariabel yang
dipisahkan oleh wilayah yang sangat dilestarikan. Pada beberapa penelitian,
rangkaian gen 16S rRNA yang digunakan hanya berupa rangkaian parsial
dikarenakan adanya keterbatasan dalam teknologi apabila pembacaan secara utuh.

Oleh karena itu, pemilihan primer yang digunakan menjadi sangat penting agar

Universitas Sriwijaya



16

pembacaan sekuen menjadi lebih akurat (Yang et al., 2014).

2.3.  Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) atau reaksi polimerase berantai
merupakan teknik dari ampilifikasi DNA atau perbanyakan DNA secara in vitro
yang dapat mengidentifikasi spesies secara molekuler pada level DNA dalam
jumlah yang banyak (Fakih et al., 2021). Teknik PCR dapat digunakan untuk
mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah jutaan kali hanya dalam beberapa jam
(Handoyo dan Rudiretna, 2001). Satu molekul DNA dapat diperbanyak dua kali
lipat dalam satu kali siklus suhu (Maksum et al., 2017).

PCR memiliki proses siklus yang berulang meliputi proses denaturasi,
annealing dan tahapan ekstensi oleh enzim polimerase. Sepasang primer
oligonukleotida yang spesifik digunakan untuk membuat untaian DNA baru dari
ujung -5 menuju ujung 3’ untai DNA target dan mengamplifikasi untuk urutan
yang diinginkan. Dasar siklus PCR ada 30-35 siklus meliputi Pra-denaturation,
Denaturation (95°C), Annealing (55-60°C), Extension (72°C), dan post-extension.
Tahap kedua sampai dengan keempat merupakan tahapan berulang, dimana pada
setiap siklus akan terjadi duplikasi jumlah DNA. Waktu yang digunakan dalam
proses PCR tergantung dari ukuran amplikon DNA yang diinginkan sebagai produk
amplifikasi (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Prinsip kerja PCR didasarkan pada kemampuan enzim DNA polimerase
dalam mensintesis untai DNA baru yang merupakan komplementer dari DNA
template (Mullis et al., 1994). Komponen utama reaksi PCR terdiri dari template

DNA, primer yang didesain, enzim DNA polimerase dan nukleotida (dNTP)
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(Handoyo dan Rudiretna, 2001). Konsep teknologi PCR mensyaratkan bahwa
bagian tertentu sekuen DNA yang akan dilipatgandakan harus diketahui urutan
nukelotidanya terlebih dahulu sebelum proses pelipatgandaan tersebut dapat
dilakukan yaitu primer. Proses PCR membutuhkan dua jenis primer yaitu primer
forward dan primer reverse yang akan mengamplifikasi DNA dengan arah yang
berlawanan (Rahayu dan Jannah, 2019).

Proses PCR bisa dilakukan secara wet lab atau secara langsung di
laboratorium dan dry lab yaitu memanfaatkan teknologi berbasis simulasi PCR
secara in silico. In silico PCR bertujuan untuk mendapatkan hasil simulasi PCR
secara teoritis menggunakan genom spesies tertentu sehingga bisa memungkinkan
amplifikasi DNA secara spesifik dengan hasil yang baik (Alsamman et al., 2019).
Penelitian menggunakan PCR secara in silico dapat digunakan untuk memprediksi
kemampuan pasangan primer secara teoritis dan bisa memperkuat fragmen gen
yang ditargetkan menggunakan acuan sekuen yang ada di database. Kelebihandari
PCR secara in silico juga dapat mengurangi trial dan eror pada saat melakukan

penelitian secara wet lab nantinya (Ruslan et al., 2011).

2.4.  Primer Amplifikasi DNA

Primer merupakan potongan DNA pendek utas tunggal (oligonukleotida),
dan sebagai bahan esensial yang diperlukan dalam PCR dan komplemen dengan
urutan gen target. Primer berfungsi untuk menginisiasi dan untuk membatasidaerah
yang akan diamplifikasi pada reaksi PCR. Primer berperan sebagai pembatas
fragmen DNA target yang akan dilipatgandakan sekaligus menyediakan gugus

hidroksi (-OH) pada ujung 3’ agar DNA polimerase dapat memperpanjang
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untaian DNA dengan menambahkan building block DNA (dNTP) (Handoyo dan
Rudiretna, 2001). Mendapatkan suatu primer yang memenuhi kriteria primer yang
baik untuk digunakan pada proses amplifikasi DNA dapat dilakukan desain primer
secara in silico (Suryadi et al., 2014).

Primer memegang peranan penting dalam proses PCR. Primer akan
menempel pada sekuen yang sesuai dengan basa komplementer dan DNA taq
polimerase akan bekerja membentuk utas DNA baru (Rahman et al., 2013). Primer
yang bagus untuk proses PCR memiliki rangkaian basa nukleotida yang unik pada
template tersebut, sehingga tidak terdapat pada sequence atau lokasi lain pada
template (Sari, 2018). Perancangan primer dilakukan berdasarkan sekuens basa atau
asam amino yang konservatif. Tingkat konservatif dapat diperoleh melalui
penjajaran beberapa sekuens. Keberhasilan proses PCR sangat bergantung pada
primer yang digunakan (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

2.4.1. Panjang Primer

Primer yang digunakan dalam satu kali PCR yaitu sebanyak dua jenis
primer, yaitu primer forward dan primer reverse. Panjang primer ideal umumnya
berkisar antara 18-30 basa sehingga primer bisa berhibridisasi dengan sekuen target
pada suhu annealing dengan baik. Primer yang memiliki jumlah basa yang terlalu
pendek dapat mengalami penempelan primer ditempat lain yang tidakdiinginkan
atau mispriming sehingga dapat mengurangi spesifitasnya dan berakibat pada
efektifitas serta efisiensi pada proses PCR. Primer yang terlalu panjang bisa
menyebabkan penurunan efisiensi penempelan primer dengan sekuen template

(Paneto dan Careta, 2014).
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Panjang primer lebih dari 30 basa menyebabkan penempelan primer
menjadi tidak spesifik pada DNA target (Nastiti dan Kuncara, 2023). Primer yang
digunakan semakin panjang maka amplikon yang dihasilkan akan semakin sedikit
karena proses pemanjangan amplikonnya membutuhkan waktu yang lebih lama dan
menyebabkan pada biaya produksi yang juga bisa lebih besar (Fakih et al., 2021).
Primer yang panjang dapat berakibat terhibridasi dengan primer lain sehingga tidak
membentuk polimerisasi DNA (Sasmito et al., 2014).

2.4.2. Komposisi Primer

Primer yang didesain harus menghindari urutan dinukelotdia yang sama
(repeats) karena dapat menurunkan spesifitas dan meningkatkan kemungkinan
terjadinya mispriming. Pengulangan (runs) lebih dari empat basa dengan basa yang
sama harus dihindari karena dapat menyebabkan terjadinya mispirming,sehingga
proses penempelan primer menjadi sulit. Urutan pengulangan primer sebaiknya
tidak lebih dari 2 basa dengan maksimum pengulangan yang masih dapat ditoleransi
yaitu sebanyak 4 kali. Keberadaan run dan repeat pada urutan primer dapat
menyebabkan mispriming pada proses PCR. Secara umum, run dan repeat yang
ditoleransi maksimal berjumlah empat (Sasmitha et al., 2018).

Persentase kandungan guanin dan sitosin dalam primer sebanyak 40%
sampai 60% karena jika terlalu rendah diperkirakan tidak akan bisa secara efektif
menempel pada target yang diinginkan sehingga efisiensi proses PCR menjadi
menurun, sedangkan kandungan GC yang tinggi akan meningkatkan suhu Tm serta
suhu annealing PCR (Handoyo dan Rudiretna, 2001). Basa G dan C lebih stabil

dalam mengikat template karena mempunyai 3 ikatan hidrogen
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dibandingkan basa A dan T yang memiliki 2 ikatan hidrogen. Persentase GC atau
kandungan jumlah basa G dan C dapat mempengaruhi Tm yang dimiliki suatu
primer (Sari, 2018).

Beberapa program desain primer menysaratkan pasangan primer yang
didesain mengandung basa G dan C pada 5 basa terakhir di ujung 3’ untuk
membantu primer berikatan secara spesifik dengan template. Akan tetapi, hanya
maksimal 3 basa G atau C yang diperlukan untuk menghindari ujung 3" melipat
membentuk struktur dimer yang bisa mengakibatkan ujung 3’ primer tidak terikat
pada template (abd-Elsalam, 2003).

2.4.3. Primer Melting Temperature (Tm)

Suhu annealing berkaitan dengan suhu melting temperature (Tm) pada
primer yang digunakan untuk proses PCR. Suhu Tm diperlukan oleh primer untuk
mengalami disosiasi atau lepas ikatan sehingga primer bisa mengenali DNA
targetnya yang komplementer. Melting temperature mempengaruhi proses PCR
dimana suhu leleh yang terlalu tinggi mengakibatkan rendahnya tingkat hibridisasi
primer dengan template sehingga menurunkan efisiensi dari rekasiPCR. Selisih
suhu leleh pada pasangan primer sebaiknya tidak lebih dari 5°C untuk proses
amplifikasi yang baik (Sasmito et al., 2014).

Secara teoritis Tm suatu primer dapat ditentukan dengan rumus [2(A+T)+
4(G+C)]. Nilai Tm berkisar antara 50-62°C. Tm mengindikasikan stabilitas hibrida
sehingga juga menentukan suhu penempelan dalam PCR. Suhu annealing pada
primer dapat dihitung berdasarkan rumus 5°C dibawah suhu Tm sampai dengan 5°C

di atas suhu Tm. Suhu annealing yang digunakan perlu diperhatikan
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agar kemungkinan misspriming dapat dihindari dan keberhasilan suatu proses
PCR ditentukan oleh eksperimen secara langsung (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

Primer yang dibuat berupa primer dengan pembacaan dua arah DNA yaitu
primer forward dan primer reverse. Desain primer dibuat dengan ketentuan
persentase GC dari masing-masing primer harus berada pada kisaran 40% sampai
50%. Suhu annealing PCR akan dipengaruhi oleh kandungan basa guanin dan
sitosin yang memiliki tiga ikatan hidrogen karena itu membutuhkan banyak energi
dan panas untuk memutuskannya (Maitrtiani et al., 2016).

2.4.4. Struktur Sekunder

Reaksi PCR sebaiknya terbebas dari struktur sekunder seperti hairpin, self-
dimer dan hetero-dimer. Hairpins merupakan interaksi intramolekuler dalam
primer yang menempel pada dirinya sendiri sehingga membentuk struktur sekunder
(Chuang et al., 2013). Struktur sekunder mengakibatkan primer tidak dapat
menempel dengan template DNA. Hairpins dalam primer dapat mengganggu
proses penempelan primer pada template (Borah, 2011). Primersebaiknya tidak
memiliki basa timin pada ujung 3’-nya karena dapat menyebabkan mismatch yang
dapat menyebabkan hairpin (Sasmito et al., 2014).

Self Dimer terjadi apabila terbentuk ikatan pada dua primer yang sejenis
(Saraswati et al., 2019). Primer yang berikatan dengan primer pasangannya disebut
sebagai hetero-dimer. Struktur dimer yang terbentuk pada produk PCR dapat terjadi
karena primer memiliki banyak basa komplementer. Jika ikatan basa komplementer
yang terbentuk lebih stabil dibandingkan dengan ikatan primer dan template maka

primer tidak dapat berikatan dengan template sehingga produk
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PCR yang dihasilkan akan berkurang secara signifikan (Sasmito et al., 2014). Jika
ikatan dimer ini terlalu kuat, akan mengganggu proses perpanjangan DNAdan

akan menghasilkan konsentrasi DNA yang rendah (Saraswati et al., 2019).

2.5. Desain Primer

Desain primer sebagai langkah awal yang sangat penting dalam proses
amplifikasi dan analisis segmen DNA menggunakan PCR karena primer tersebut
yang akan berhibridisasi pada DNA template dan mengamplifikasi DNA target.
Sepasang primer oligonukleotida menempel pada DNA target tergantung pada suhu
yang digunakan pada tahapan annealing (Medrano dan Oliveira, 2014).Urutan basa
nukleotida primer yang didesain harus berkomplemen dengan urutan basa
nukleotida template. Studi secara in silico merupakan gabungan dari beberapa ilmu
seperti ilmu biologi dan komputasi yang dioperasikan menggunakan komputer
serta perangkat lunak yang salah satunya dapat dimanfaatkan untuk merancang
sebuah kandidat primer (Padhi et al., 2020).

Studi perancangan primer merupakan kajian awal yang memudahkan
pekerjaan molekuler terhadap suatu gen menggunakan PCR dan menghemat
tenaga, uang, serta waktu daripada uji coba PCR berulang-ulang di laboratorium.
Salah satu peran paling signifikan dari bioinformatika adalah untuk merancang
dan menghasilkan sekuen primer sebagai bahan amplifikasi DNA (Septiari et al.,
2015). Desain primer adalah langkah penting dalam semua jenis metode amplifikasi
DNA dan diperlukan untuk memastikan amplifikasi urutan target yangspesifik dan
efisien agar menghasilkan produk PCR yang baik (Kalendar, 2022).

Desain primer bisa diperoleh dari hasil penelitian yang telah dipublikasi
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seperti yang telah tersedia di GeneBank atau dengan menggunakan perangkat lunak
yang bisa memberikan rekomendasi primer dalam waktu yang singkat.Perangkat
lunak yang biasa digunakan seperti Genamics expression, primer 3, Bioedit, NCBI
dan lainnya (Camilo, 2016). Metode dalam desain primer dibagi menjadi dua yaitu
desain primer spesifik untuk mengamplifikasi gen target dan desain primer
degenerate yang digunakan untuk mengamplifikasi gen dari suatu spesies baru atau
desain primer yang diperoleh dari hasil penerjemahan asam amino menjadi basa
nukleotida (Utomo et al., 2019).

Publikasi penelitian sudah banyak yang membahas desain primer dalam
bidang molekuler khususnya sekuensing DNA. Penggunaan DNA parsial dalam
pengenalan dan identifikasi jenis secara molekular dapat dianggap sahih dan dalam
analisis kekerabatan makhluk hidup (Suparman et al., 2016). Desain primersudah
pernah dilakukan pada beberapa penelitian seperti Astari et al. (2021) yang
melalukan perancangan primer untuk deteksi kandungan gen cyt-b pada babi. Hal
yang sama juga dilakukan oleh Fakih et al. (2021) yang mendesain primer secara
in silico untuk mendeteksi gen 12S rRNA dari DNA mitokondria Sus scrofa.

Penelitian yang dilakukan Nguyen (2021) berhasil mengidentifikasi spesies
Nesolagus timminsi melalui perancangan pasangan primer spesifik dengan
memanfaatkan DNA turunan invertebrata (iDNA) dan memperoleh dua primer
spesifik untuk gen 16S rRNA. Desain primer yang tepat adalah salah satu faktor

yang paling penting dalam keberhasilan sekuensing DNA (Maitriani et al., 2014).
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BAB Il1

METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat
Penelitian dilakukan pada bulan September sampai April 2024 bertempat
di Laboratorium Genetika dan Bioteknologi, Jurusan Biologi Fakultas Matematika

dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas Sriwijaya.

3.2. Alatdan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian berupa laptop dengan koneksi internet
stabil, notepad, software desain primer (UGENE 50.0 dari Unipro, OligoAnalyzer
3.1 dari Integrated DNA technologies, Primer-Blast dari NCBI dan FastPCR
6.9.11 dari PrimerDigital).

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah data sekuen gen 16S

rRNA famili Leporidae yang diambil dari Genebank.

3.3. CaraKerja
Penelitian yang dilakukan menggunakan analisis bioinformatika dan uji
coba PCR secara in silico. Pengambilan dan pengolahan data bersumber dari data
yang tersedia di GenBank NCBI.
3.3.1. Pengambilan Data Sekuen Gen Mitokondria Nesolagus netscheri
Desain primer gen 16S rRNA dimulai dengan diunduh beberapa sekuen
DNA gen 16S rRNA spesies yang berada dalam satu genus dan satu famili yang

tersedia di GenBank yaitu Nesolagus timminsi (NC_063946.1), Sylvilagus
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bachmani (DQ334837.1), Sylvilagus floridanus (DQ334836.1), Lepus timidus
(DQ334832.1), Lepus europaeus (DQ334835.1), Lepus californicus
(DQ334834.1), Lepus americanus (DQ334833.1), Lepus arcticus (DQ334831.1)
dan Lepus othus (DQ334830.1). Pemilihan data sekuen didasarkan atas
ketersediaan data yang ada di genebank dan mempertimbangkan jumlah panjang
basa yang dimiliki oleh data sekuen. Pengunduhan gen mitokondria Nesolagus
netshceri dilakukan dalam format Fasta (.txt) dengan mengakses database NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Sekuen yang sudah dicari selanjutnya disimpan dengan cara dicopy file fasta
sekuen, kemudian aplikasi Notepad dibuka dan di-paste, data sekuen yang sudah
di-copy akan muncul pada aplikasi Notepad. Di dalam Notepad tersebut tersimpan
9 sekuen yang sudah di-copy, kemudian file di-save. File yang dihasilkan
berekstensi *.fasta.

3.3.2. Desain Primer

Primer yang sudah disimpan dalam format FASTA dibuka menggunakan
software Unipro UGENE, kemudian sekuen di-alignment menggunakan program
Muscle di Unipro UGENE. Unipro UGENE digunakan dalam bioinformatikauntuk
mengelola, menganalisis dan memvisualisasikan objek biologi seperti anotasi
DNA/RNA dan protein, penyejajaran sekuen dan lain-lain (Okonechnikov et al.,
2012). Setelah file di-alignment kemudian dilakukan pemilihan kandidiat primer
berdasarkan daerah conserved sekuen secara manual. Primer reverse yang sudah
dipilih secara manual dilakukan reverse complement sehingga didapatkan urutan

basa primer reverse.
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3.3.3. Pengecekan Kandidat Primer secara In Silico

Kandidat primer yang diperoleh selanjutnya dipasangkan antara primer
forward dan reverse dan dilakukan pengecekan ulang untuk melihat apakah
kandidat pasangan primer yang telah dirancang dapat menempel pada spesies target
berdasarkan data yang ada di Genebank menggunakan Primer-Blast. Sekuens
kandidat primer akan dibandingkan dengan database nukleotida yang terdapat di
GenBank NCBI (Rodriguez et al., 2015).

Situs  Primer-Blast  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
dibuka, kemudian pada menu primer parameters diisi sekuen pasangan primer
(forward dan reverse). Setelah itu, pada menu primer pair specificity checking
parameters dipilih sumber database non redundant (nr), nama organisme
(Nesolagus netscheri) dan yang lainnya dibiarkan secara default. Tombol “Get
Primer” dipilih untuk menjalankan sistem Primer-Blast. Prinsip kerja Primer- Blast
yaitu primer yang telah dibuat akan menempel pada potongan-potongan gen yang
telah ada di genebank. Penggunaan Primer-Blast ini merupakan simulasi untuk
melihat potongan primer yang telah didesain bisa atau tidak mengenai sasaran gen
yang ditargetkan saat proses amplifikasi (Suparman et al., 2016).

3.3.4. Analisis Spesifitas Primer

Spesifitas primer dianalisa menggunakan software OligoAnalyzer dari

Integrated DNA Technologies (IDT) 3.1 dan diakses pada website

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) yang mengacu pada kriteria

prameter ideal primer (tabel 3.1). Pengujian dilakukan dengan cara diketik urutan

primer satu persatu di tempat pencarian kemudian diklik menu analyze untuk
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memulai pengujian primer. Software OligoAnalyzer memiliki beberapa parameter
struktur sekunder yang bisa diuji dengan cara dipilih opsi sesuai dengan jenis
parameter yang akan dicari, kemudian diklik opsi analyze. Software OligoAnalyzer
biasanya digunakan untuk menentukan parameter primer seperti panjang primer,
persentase basa guanin dan sitosin, suhu leleh (Tm), berat molekul, hairpin, self
dimer dan heterodimer (Pazdernik, 2012).
3.3.5. Pengujian Primer pada PCR In Silico

Desain primer selanjutnya dilakukan pengujian PCR secara in silico
berbasis web menggunakan software FastPCR. Pengujian dilakukan dengan cara
pada menu dipilih opsi PCR in silico. Pada opsi sequence diisi dengan data sekuen
pembanding yang diambil dari GeneBank. Opsi Pre-designed primer list diisi
dengan primer yang akan dilakukan pengujian. Kemudian diklik run pada menu
untuk memproses PCR secara in silico. Hasil pengujian dapat dilihat pada opsi in
silico PCR result, tertera informasi posisi nukleotida tempat primer menempel,
panjang produk PCR, mismatch, suhu Tm dan beberapa informasi lainnya. Primer
spesifik target akan ditampilkan jika berhasil secara in silico beserta dengan
spesifitas dari primer (Kalendar, 2022). Primer dianalisis untuk mengetahui posisi
akurat dari penempelan primer yang didesain dan panjang produk yang dihasilkan
secara bioinformatika dengan mengacu pada data sekuen yang terdapat pada

GeneBank (Bustin dan Huggett, 2017).

3.4.  Analisis Data
Data sekuen hasil penelitian dianalisis secara deskriptif, yaitu dengan

mendeskripsikan rancangan primer Nesolagus netscheri yang baru, menilai serta

Universitas Sriwijaya



28

menseleksi primer berdasarkan parameter primer yang baik dengan mengacu pada
referensi yang ada (Tabel 3.1) serta menilai kemampuan primer dalam
megamplifikasi DNA secara in silico menggunakan software FastPCR.

Tabel 3.1 Kriteria parameter primer yang baik (ideal)

Parameter Kriteria ideal Referensi
Panjang primer 18-24 bp (Hung dan Weng, 2016)
%GC 40-60% (Chuang et al., 2013)
GC clamp 1-3 basa (Morozov et al., 2019)
50-62°C (Chuang et al., 2013)

Suhu leleh (Tm)

Suhu penempelan
(Ta)

Hairpin

Self-dimer dan
Heterodimer

Run & Repeat

(selisih Tm forward dan
reverse maksimal 5°C)
3-5°C dibawah suhu leleh
(Tm)
(45-57°C)

AG lebih dari -2 kcal/mol
(ujung 3’ end)

AG lebih dari -3 kcal/mol
(internal)

AG lebih dari -5 kcal/mol
(internal)

AG lebih dari -6 kcal/mol
(ujung 3’end)
Tidak lebih dari 4
pengulangan

(Sasmito et al., 2014)

(Green dan Sambrook,
2019)

(Iquebal et al., 2015)

(Iquebal et al., 2015)

(Sasmitha et al., 2018)
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Kandidat Primer Gen 16S rRNA Nesolagus netscheri

Data sekuen gen 16S rRNA dari famili Leporidae merupakan bahan utama
yang diperlukan sebagai DNA template untuk desain primer. Setelah dilakukan
pencarian pada GenBank NCBI, didapatkan 9 data sekuen gen 16S rRNA
(Lampiran 1). Pemilihan kandidat primer berasal dari data sekuen dengan tingkat
homologi tinggi yang ditandai dengan highlight gelap pada nukleotidanya
(Lampiran 3). Setelah dilakukan pemilihan primer secara manual, didapatkan 3
primer forward dan 3 primer reverse. Menurut Sihotang et al. (2021), penentuan
kandidat primer dipilih dengan mempertimbangan Kkriteria primer seperti panjang
basa nukleotida, %GC, suhu Tm serta struktur sekunder. Urutan basa primer gen
16S rRNA yang telah didesain secara manual dapat dilihat pada tabel 4.1.

Tabel 4.1. Urutan basa Primer forward dan reverse gen 16S rRNA untuk spesies
Nesolagus netscheri

Nama . s A Letak basa  Panjang
Primer Sekuen Primer (57-37) nukleotida  basa (bp)
435F CTAAAGAGGGACAGCTCTTTAG 435-456 22
516F GCAGCCATCAATTAAGAAAGCG 516-537 22
604F TAACTGGACTAATCTATAAA 604-623 20
1369R CTTCAATAGCGGTTGCACCA 1369-1389 20
1346R GGATGTCCTGATCCAACATC 1346-1365 20
1322R CGTAAACCCTATTGTCGATG 1322-1341 20

Keterangan: 435F (forward); 1369R (reverse)

Primer forward diambil dari daerah awal sekuen pada ujung 5’ dan kandidat

primer reverse diambil dari daerah akhir sekuen pada ujung 3’ yang
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conserved. Posisi basa nukelotida pemilihan primer dihitung berdasarkan sekuen
terpanjang dari data yang digunakan yaitu dengan panjang 1507 bp pada spesies
Nesolagus timminsi (NC_063946.1). Panjang kandidat primer yang didesain
memiliki Kisaran 20-22 basa. Menurut Hung dan Weng (2016), panjang primer
tersebut termasuk kedalam kriteria panjang basa primer ideal karena berkisar antara
18-24 basa. Handoyo dan Rudiretna (2001) menambahkan bawah Panjang primer
lebih dari 30 basa akan mengakibatkan terjadi proses hibridasi dengan primer lain
sehingga akan menghambat terbentuknya polimerasi DNA.

Berdasarkan hasil pemilihan urutan primer secara manual, kandidat
pasangan primer didapatkan dengan mengkombinasikan primer forward dan
reverse sehingga didapatkan sembilan pasangan primer untuk gen target 16SrRNA
spesies Nesolagus netscheri (tabel 4.2). Sembilan kandidat primer tersebut diseleksi
kembali sesuai dengan beberapa kriteria primer yang baik untuk proses PCR.
Menurut Sasmito et al. (2014), keberhasilan dalam melakukan proses amplifikasi
DNA menggunakan PCR sangat dipengaruhi oleh karakteristik primer yang
digunakan.

Tabel 4.2. Sembilan kandidat pasangan primer gen 16S rRNA

Nama

. Sekuen Primer Forward (5°-3°) Sekuen Primer Reverse (3°-5%)
Primer

16S-01 CTAAAGAGGGACAGCTCTTTAG CTTCAATAGCGGTTGCACCA
16S-02 CTAAAGAGGGACAGCTCTTTAG GGATGTCCTGATCCAACATC
16S-03 CTAAAGAGGGACAGCTCTTTAG CGTAAACCCTATTGTCGATG
16S-04 GCAGCCATCAATTAAGAAAGCG CTTCAATAGCGGTTGCACCA
16S-05 GCAGCCATCAATTAAGAAAGCG GGATGTCCTGATCCAACATC
16S-06 GCAGCCATCAATTAAGAAAGCG CGTAAACCCTATTGTCGATG
16S-07 TAACTGGACTAATCTATAAA CTTCAATAGCGGTTGCACCA
16S-08 TAACTGGACTAATCTATAAA  GGATGTCCTGATCCAACATC
16S-09 TAACTGGACTAATCTATAAA  CGTAAACCCTATTGTCGATG
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Tabel 4.3 Spesies yang terjaring oleh kandidat pasangan primer 16S rRNA

Kandidat

primer Spesies Terjaring Nomor Aksesi

16S-01  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-02  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-03  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-04  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-05 Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-06  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-07  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-08  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1
16S-09  Nesolagus timminsi mitochondrion, complete genome >NC_063946.1

Hasil pengecekan menggunakan program Primer-BLAST menunjukkan
primer yang didesain bisa membaca urutan nukleotida yang sama dengan data
sekuen spesies Nesolagus timminsi yang tersedia di Genebank. Spesies lain yang
tidak terjaring oleh kandidat pasangan primer disebabkan karena jumlahmismatches
yang banyak dan juga kurangnya data sekuen yang tersedia pada genebank. Spesies
Nesolagus netscheri masih belum banyak tersedia urutan basa pada Genebank
terutama pada gen penanda 16S rRNA. Menurut Fernandes (2013), mismatches
dengan lebih dari tiga dalam satu primer dapat menghambat proses pemanjangan

primer sehingga produk PCR tidak dapat terbentuk.

4.2.  Analisis Spesifitas Kandidiat Primer Gen 16S rRNA Spesies Nesolagus
netscheri

Pasangan primer hasil desain primer untuk spesies Nesolagus netscheri diuji
lebih lanjut berdasarkan parameter primer ideal primer menggunakan program
OligoAnalyzer. Hasil analisis kriteria kandidat pasangan primer terdapat pada tabel

4.3. Berdasarkan hasil analisis kriteria pasangan primer menunjukkan
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bahwa primer 16S-04, 16S-05 dan primer 16S-06 merupakan pasangan primer
dengan parameter terbaik karena memenuhi semua kriteria kecuali 1 parameter
yaitu self dimer. Sifat-sifat kesembilan kandidat primer menunjukkan kelebihan dan
kelemahan tersendiri dan memiliki potensi terbentuknya dimer. Menurut Green dan
Sambrook (2018), potensi terjadinya struktur dimer dapat diatasi dengan
memodifikasi kondisi PCR secara in vitro.

Primer 16S-04 memenuhi kriteria desain primer yang baik dan ideal dengan
panjang primer 20-22 bp, suhu Tm 55°C -55,8°C, kandungan GC 45,5%,- 50%
dengan selisih nilai Tm vyaitu 0,8°C. Struktur sekunder dari primer 16S-04
memenuhi Kriteria untuk hairpin dan hetero-dimer, akan tetapi struktur sekunder
self dimer tidak memenuhi kriteria karena energi bebasnya kurang dari nilai standar
self dimer. Menurut Hall et al. (2010), nilai energi bebas struktur sekundersecara
teori tidak dapat ditoleransi, akan tetap secara praktisi keadaan tersebut dapat diatasi
dengan pengoptimalan prosedur dan kondisi amplifikasi tertentu.

Pasangan primer forward dan reverse 16S-05 memenuhi kriteria primer
yang ideal dengan panjang primer 20-22 bp, %GC 45,5% - 50%, suhu Tm 55 °C -
55,8°C dengan selisih nilai Tm yaitu 2,1°C. Selisih Tm antara primer forward dan
reverse yang paling baik yaitu tidak lebih dari 5°C. Menurut Sasmito et al. (2014),
jika selisih nilai Tm lebih dari 5°C dapat menyebabkan terjadinya penurunan
efisiensi proses amplifikasi. Primer dengan Tm terlalu tinggi dan melebihi 70°C
akan mengalami mispriming pada temperatur yang rendah dan akan membentuk
ikatan yang terlalu kuat antar DNA template dan primer sehingga mengakibatkan

produk PCR yang dihasilkan menjadi rendah.
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Tabel 4.4. Kriteria Parameter Pasangan Primer 16S rRNA
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Panjang

e primer 00 (S Tmeo) T (L ey e R R
- * - *

T S R R
w BE2EELw g dm s g 5
oo ST Z S LS, s . 3
L I L I
16505 e 20 s 2 me 9 47 w5 o

516F 22 455 3 55 0.82 -5.36% 3 -
16506 1500R 20 45 3 s0.7 o 0.35 -6.76* 31 3 -
o SEB O E R W S g 3
L i

604F 20 25% - 42.1 0.4 3.4 3 2
165-09  a00R 20 45 3 s07 ot 0.35 -6.76* 307 3 -

Keterangan: *(tidak memenuhi kriteria parameter ideal primer)
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Primer 16S-06 juga masuk kedalam kategori primer yang ideal kecuali pada
parameter self-dimer memiliki nilai maksimal energi bebas yang bisa dihasilkan
masih dibawah nilai standar. Energi bebas pada self dimer harus lebih besar dari -6
kcal/mol (Fakih et al., 2021). Primer 16S-06 memiliki energi bebas self dimer lebih
kecil dari -6 kcal/mol, akan tetapi masih mendekati nilai maksimal energi bebas
yang baik dengan selisih angka sebesar -0.76 kcal/mol. Parameter lainnya pada
primer 16S-06 telah memenuhi ketentuan standar primer yang baik. Salah satunya
yaitu selisih suhu Tm antara primer forward dan primer reverse berdasarkan hasil
analisis OligoAnalyzer sebesar 4,3°C.

Persentase GC pada pasangan primer 16S-01 sampai 16S-06 memenubhi
%GC karena berada pada rentang 40-60%. %GC yang diperoleh pada kandidat
primer 16S-04 dan 16S-05 yaitu 45,5% untuk froward dan 50% pada primer
reverse. Primer forward pada primer 16S-07, 16S-08 dan 16S-09 tidak memenuhi
kriteria %GC karena hanya terdapat 25% kandungan basa Guanin dan Sitosin.
Primer dengan kandungan GC% yang rendah menurut Handoyo dan Rudiretna
(2001) dapat menurunkan efisiensi proses PCR yang disebabkan karena primer
tidak mampu berkompetisi untuk menempel secara efektif pada template. Hal
serupa disampaikan juga oleh So et al. (2020) bahwa G dan C memiliki lebih
banyak ikatan hirogen sehingga bersifat lebih stabil dibandingkan basa A dan T.

Kandungan basa GC pada primer 604F forward tidak memenuhi standar
persentase kandungan GC karena hanya terdapat 25% GC dari 20 basa pada primer
tersebut. Persentase GC mempengaruhi nilai Tm suatu primer dan ikatan antara

untai pada DNA. Hal tersebut sesuai dengan hasil nilai Tm yang dimiliki
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primer 604F yaitu hanya sebesar 42,1°C sehingga meimbulkan selisih nilai Tm yang
jauh antara primer forward dan primer reverse pada primer 16S-07, 16S-08, dan
16S-09 sehingga ketiga primer tersebut tidak termasuk kategori primer ideal.
Menurut Maitriani et al. (2016), persentase GC pada desain primer akan
mempengaruhi nilai Tm dan ikatan antar untai DNA karena proses pemutusan
ikatan hidorgen basa G dan C membutuhkan suhu dan energi yang besar.

Kriteria GC clamp pada semua pasangan primer memenuhi kriteria dengan
maksimal GC clamp yang dimiliki yaitu 3 pada ujung 3’end. Keberadaan basa
guanin dan sitosin di ujung 3’ membantu terbentuknya stabilitas ikatan antara
primer dengan DNA template yang diperlukan untuk menginisiasi pemanjangan
untai DNA karena memiliki 3 ikatan hidrogen (Thermofisher, 2016). Disampaikan
juga oleh Mardalisa et al. (2021) jika GC clamp yang terlalu banyak pada ujung
3’end dapat menyebabkan terjadinya mispriming dan pembentukan struktur
sekunder. Yustianadewi et al. (2018) menyampaikan bahwa GC dengan lebih dari
5 basa akan menurunkan spesifitas primer dikarenkan basa adenin dan timin lebih
toleran terdapat mismatch dibandingkan basa guanin dan sitosin.

Berdasarkan dari segi komposisi primernya, basa adenin atau timin pada
ujung primer 3’end dari primer perlu dihindari seperti pada primer 604F (AAA),
karena basa adenin atau timin lebih rentan terhadap mismatch daripada guanin atau
sitosin. Oleh karena itu, keberadaan guanin atau sitosin di ujung 3’ primer sangat
membantu kestabilan ikatan antara primer dengan DNA template untuk proses
inisiasi. Menurut Saraswati dan Wahyuni (2019), ikatan antara basa G dan C adalah

ikatan yang kuat karena terdiri dari 3 ikatan hidrogen.
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Proses amplifikasi seharusnya tidak mengandung secondary structure
berupa hairpin, hetero-dimer dan self-dimer karena dapat menyebabkan primer
tidak dapat menempel pada DNA template. Struktur sekunder dapat berpengaruh
terhadap kualitas dan kuantitas produk PCR, hal ini dikarenakan kemampuan
primer menempel akan berkurang pada template. Menurut Astari et al. (2021),
stabilitas struktur sekunder ditentukan oleh energi bebas (AG) yang diperlukan
untuk memecah struktur sekunder yang terbentuk pada primer.

Nilai AG pada struktur hairpin yang diperoleh kandidat pasangan primer
16S-04 memenuhi standar nilai haripin yaitu -0,82 kcal/mol untuk primer forward
dan -1.3 kcal/mol pada primer reverse. Struktur hairpin tersebut dapat dipecah
menggunakan energi bebas yang dihasilkan. Sasmito et al. (2014) menyatakan
bahwa struktur sekunder hairpin dapat dipecah jika AG lebih besar dari -3 kcal/mol.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kandidat primer 16S-04 membentuk struktur
sekunder hairpin, namun dapat dengan mudah dipecah karena memiliki nilai AG
yang lebih besar dari -3 kcal/mol. Hairpin yang stabil dapat menyebabkan primer
terlipat membentuk struktur loop sehingga primer yang terlipat tidak dapat
menemel pada DNA template.

Energi bebas self dimer yang diperoleh pada 9 kandidat pasangan primer
tidak ada yang memenuhi standar nilai self dimer kecuali primer 604F yaitu -3,4
kcal/mol. Self dimer yang terbentuk pada kandidat primer tidak dapat dipecah
karena energi bebas yang dihasilkan terlalu kecil dari nilai energi bebas yang ideal.
Self dimer yang stabil menurut Fatmawati dan Panjaitan (2022) akan menyebabkan

primer yang sejenis berikatan satu sama lain sehingga primer tidak
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bisa mengamplifikasi sekuen target. Menurut Sasmito et al. (2014), AG yang
diperlukan untuk memecah self dimer lebih besar dari -6 kcal/mol.

Struktur sekunder Heterodimer yang terbentuk pada pasangan primer 16S-
02, 16S-03 dan 16S-08 tidak dapat dipecah karena energi bebas yang dihasilkan
terlalu kecil yaitu dibawah -6 kcal/mol. Primer 16S-04 dan 16S-05 memiliki energi
bebas heterodimer lebih besar dari nilai standar yaitu -5.09 kcal/mol dan -5 kcal/mol
secara berturut-turut sehingga energi bebas tersebut bisa memecah ikatanyang
terjadi jika suatu primer berikatan dengan primer pasangannya. Menurut Iquebal et
al. (2015), ikatan Self dimer dan heterodimer dapat dipecah dengan energi bebas
lebih dari -5 kcal/mol apabila ikatan yang terbentuk berada diujung 3’ end dan lebih
dari -6 kcal/mol apabila ikatan berada di tengah primer.

Faktor lain yang harus diperhatikan dalam memilih primer yang baik yaitu
pada spesifitas primer seperti repeats atau pengulangan pada nukleotida secara
berurutan dan runs. Menurut Anika et al. (2019), primer yang baik tidak boleh
terdapapat pengulagan 4 kali bahkan lebih repeats dan runs agar tidak terjadi
falsepriming atau kesalahan penempelan primer pasa suhu annealing dan produk
yang diinginkan tidak sesuai. Primer 16S-04, 16S-05 dan 16S-06 masih memenuhi
kriteria repeats dan runs dimana maksimal repeats dan runs yang terjadi yaitu 3
kali pengulangan.

Jumlah pengulangan (run) pada primer 516F dan 604F yaitu 3 pengulangan
basa adenin (AAA) dan pada primer 435F terjadi 3 kali pengulanganpada basa
adenin, guanin dan timin serta pengulangan 3 kali basa adenin dan sitosin pada

primer 1322R. Pengulangan tersebut masih termasuk kedalam kisaran
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ideal run yang diperbolehkan yaitu maksimal 4 kali pengulangan. Menurut
Fatmawati dan Panjaitan (2022), run dan repeat yang tinggi dengan lebih dari 4
pengulangan dapat menyebabkan terjadinya mispriming sehingga DNA polymerase
membuat salinan yang salah pada produk amplikon PCR.

Pasangan primer 16S-05 dan 16S-06 tidak terdapat repeats sama sekali pada
basa nukleotidanya dimana tidak terdapat pengulangan basa secara berurutanpada
primer yang didesain. Maksimal repeats yang terbentuk pada kandidat pasangan
primer yang didesain yaitu sebanyak 2 pengulangan yang berarti semua primer yang
didesain telah memenuhi kriteria primer ideal pada parameter repeats. Menurut
Sasmito et al. (2014), repeats yang berjumlah lebih dari 4 kali perlu dihindari

karena dapat menyebabkan terbentuknya struktur haripins.

4.3.  Analisis Primer Gen 16S rRNA Hasil Desain Secara In Silico

Hasil PCR secara in silico menunjukkan kandidat pasangan primer yang
telah didesain dapat menempel pada beberapa sekuen genom yang diambil dari
GeneBank dengan estimasi panjang produk PCR yang beragam (tabel 4.4). Primer
16S-04 dapat menempel pada sekuen genom Nesolagus timminsi pada nukleotida
ke 516 sampai 537 pada primer forward dan posisi nukleotida ke 1357 sampai 1376
pada primer reverse dengan tingkat mismatch sebesar 0%. Menurut Purwakasih dan
Achyar (2021), PCR in silico digunaknan untuk mensimulasikan dan memprediksi
penempelan primer pada sekuen DNA template yang ada, sehingga bisa
meminimalisir kesalahan pada saat melakukan PCR secara in vitro.

Pengujian kandidat pasangan primer menggunakan software FastPCR

tidak ditemukan adanya kecocokan dengan spesies Nesolagus netscheri karena
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data sekuen gen 16S rRNA spesies tersebut belum tersedia di database GeneBank.
Estimasi panjang amplikon yang bisa terbentuk berkisar antara 727 sampai 942
pasang basa dengan data acuan dari data sekuen Nesolagus timminsi. Menurut Noer
et al. (2021), panjang urutan gen 16S rRNA sekitar 1.550 bp dimana primer akan
mengamplifikasi daerah gen 16S rRNA dan diperoleh amplikon berukuran parsial
dari 16S rRNA.

Tabel 4.5. Hasil Uji PCR In Silico dengan Software FastPCR

. Panjang
Nama Primer Amplikon (bp)
16S-01 942
16S-02 919
16S-03 894
16S-04 861
16S-05 838
16S-06 813
16S-07 779
16S-08 752
16S-09 727

Kandidat primer yang didesain memiliki urutan yang sama dengan sekuen
dari spesies lain pada famili Leporidae dengan persentase kecocokannya 95%
sampai dengan 100%. Persentase tersebut menggambarkan seberapa besar
mismatch yang terjadi pada primer dengan DNA template. Semakin besar
persentase yang dihasilkan, maka primer yang digunakan memiliki kecocokan yang
semakin besar, begitu juga sebaliknya. Menurut Zahrani et al. (2022), primeryang
baik memiliki rangkaian nukleotida yang unik sehingga tidak menempel pada
organisme lain. Berdasarkan hasil yang terdapat pada tabel dan didukung dengan
parameter primer ideal, pasangan primer 16S-04, 16S-5 dan 6S-06 cukup baik untuk

digunakan pada proses PCR.
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Panjang amplikon dari masing-masing kandidat primer menandakan
estimasi panjang basa produk yang dapat dihasilkan saat amplifikasi menggunakan
PCR secara in vitro. Panjang amplikon dari amplifikasi tergantung pada tujuan
penelitian sehingga pemilihan primer juga dapat disesuaikan dengan data sekuen
awalnya. Daerah yang akan diamplifikasi yaitu gen penanda 16S rRNA spesies
Nesolagus netscheri. Menurut Fakih et al. (2021), panjang amplikon dengan
metode PCR menunjukkan suatu panjang basa yang dihasilkan dalam proses
pemanjangan DNA. Hasil dari pengujian PCR in silico bisa digunakan sebagai tolak

ukur keberhasilan dalam amplifikasi DNA.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Pasangan primer yang diusulkan untuk identifikasi spesies Nesolagus
netscheri dari penelitian ini yaitu pasangan primer 16S-04, 16S-05 dan 16S-06
walaupun masih belum memenuhi satu parameter struktur sekunder yaitu self-
dimer. Pasangan primer tersebut dapat menjaring spesies Neolagus timminsi yang
merupakan satu genus dengan Nesolagus netscheri melalui uji PCR secara in silico
dengan estimasi panjang produk primer 16S-04 sebesar 861 pasang basa dan 838
pasang basa untuk primer 16S-05 serta 813 untuk primer 16S-06. Struktur dimer
yang kemungkinan dapat terbentuk pada proses PCR masih dapat diatasi dengan

melakukan optimasi pada kondisi PCR secara in vitro.

5.2,  Saran

Kandidat pasangan primer perlu dilakukan validasi secara in vitro sebagai
salah satu tahap pengujian lanjutan sehingga didapatkan pasangan primer yang
terbaik dari hasil desain primer untuk mengamplifikasi DNA dari spesies Nesolagus

netscheri.
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