BAB I
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini termasuk dalam kategori penelitian deskriptif karena untuk
mengetahui keberadaan variabel dalam fenomena yang diselidiki, seperti
pengembangan diagnostik primer secara in silico untuk mendeteksi kelangkaan
jenis tumbuhan. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk memberikan gambaran atau
deskripsi tentang fakta dan hubungan fenomena tersebut (Sugiyono, 2005). Daftar
jenis tumbuhan langka yang dikumpulkan dari GenBank digunakan sebagai data
sekunder untuk penelitian ini. Selanjutnya, proses alignment, pembuatan consensus
sekuen, dan identifikasi tumbuhan langka dilakukan dengan menggunakan penanda
trnL-F.
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2024 hingga April 2025 dan
dilakukan di Laboratorium Riset Departemen Pendidikan Biologi, Fakultas
Pendidikan Matematika dan llmu Pengetahuan Alam (FPMIPA), Universitas
Pendidikan Indonesia, Jalan Dr. Setiabudi No.299, Bandung.
3.3 Alat dan Bahan
Alat yang digunakan pada penelitian ini terdapat pada Tabel 3.1

Tabel 3.1 Alat yang digunakan dalam penelitian

No Alat Spesifikasi Kegunaan
1. Laptop ASUS X441M, Intel(R) Perangkat untuk mengolah
Celeron(R) N4000 CPU dan menganalisis data
2. Jaringan Internet - Sebagai akses internet.
21

Santana Kocha, 2025

ANALISIS MOLEKULER BERBASIS PENANDA trnL-F UNTUK DETEKSI TUMBUHAN LANGKA
SECARA IN SILICO

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



22

Bahan yang digunakan pada penelitian ini terdapat pada Tabel 3.2
Tabel 3.2 Bahan yang digunakan dalam penelitian

No Bahan Kegunaan
1. Sekuen DNA dari 30 sample tumbuhan langka sample yang digunakan untuk
pada NCBI (Tabel 3.3) penelitian
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
2. IUCN Red List Mencari status kelangkaan
(https://www.iucnredlist.org/search) tumbuhan.
3. Program Microsoft Excel Membuat tabel data sekuen
DNA tumbuhan langka dan hasil
analisis.
4, Program NotePad Membuat FASTA format.
5. Program ClustalX 2.1 Menjajarkan (alignment) sekuen
DNA.
6. Program BioEdit Membuat consensus sekuen
DNA.
7. Program FastPCR 6.8 Mendesain primer, menguji coba
kandidat primer tumbuhan
langka, dan in silico PCR

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Data
Data yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari sekuen DNA

sekunder tumbuhan langka berdasarkan penanda trnL-F yang ditemukan di

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, serta artikel penelitian yang digunakan sebagai
sumber. Pencarian artikel penelitian terkait dilakukan melalui GoogleScholar
dengan kata kunci “DNA Barcoding”, “Rare Plants DNA Sequences”, “trnL-F
Intergenic Spacer”, dan beberapa kata kunci lain yang sesuai.

Data tumbuhan yang digunakan juga mengacu pada standar kelangkaan
International Union for Conservation of Nature (IUCN) dengan kategori yang
digunakan yakni (CR; kritis), (EN; genting), dan (VU; rentan). Berikut cara
memperoleh data tumbuhan pada IUCN_Redlist :
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Gambar 3.1 Laman IUCN
(Sumber : International Union for Conservation of Nature)

Website International Union for Conservation of Nature dapat dibuka
dengan menuliskan ‘TUCN’ di bagian kotak search/pencarian pada Google atau bisa

diakses pada laman https://www.iucnredlist.org/. Kemudian ketik nama spesies

yang akan dicari pada kotak pencarian (Gambar 3.1).

Titan Arum

Amorphophallus titanum

ABSTRACT N
Download v Text Overview

Titan Arum Amorphophallus titanum has most recently been assessed for The IUCN
Red List of Threatened Species in 2018. Amorphophallus titanumis listed as
Endangered under criteria A2ac; C2a(i); D.

feedback

THE RED LIST ASSESSMENT o

» © Yuzammi & Hadiah, J.T. 2018. Amorphophallus titanum. The IUCN Red List of Threatened Species 2018: e.T118042834...
LAST ASSESSED

25 April 2018

SCOPE OF ASSESSMENT
Global

ot DATA LEAST
EVALUATED DEFICIENT CONCERN
NE e

oo

Assessment in detail

Gambar 3.2 Informasi data Amorphophallus titanum pada laman TUCN

(Sumber : International Union for Conservation of Nature)

Gambar 3.2. menunjukkan hasil pencarian dari Amorphophallus titanum.
Dari contoh informasi data tersebut dapat dilihat pada bagian ‘The Red List
Assestment’ bahwa spesies tersebut termasuk ke dalam kategori Endangered (EN)

dengan tanggal assessment pada bagian ‘Last Assessed’ yakni 25 April 2018. Pada
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‘Scope Of Assessment’ tertera Global yang artinya spesies ini masuk ke dalam
kategori EN secara global.

Tabel 3.3 menunjukkan kumpulan data sekunder tumbuhan langka
berdasarkan penanda trnL-F. Penanda trnL-F, yang merupakan bagian dari DNA
kloroplas, sering digunakan dalam studi taksonomi karena tingkat konservasinya
yang tinggi serta kemampuannya dalam membedakan spesies yang memiliki
kekerabatan dekat. Informasi seperti jumlah pasangan basa memberikan gambaran
mengenai panjang fragmen DNA vyang dianalisis, sedangkan status IUCN
mengindikasikan tingkat keterancaman spesies tersebut. Dengan mengetahui
daerah sebaran, peneliti dapat mengaitkan data genetik dengan kondisi geografis

dan ekologis spesies, yang sangat penting untuk strategi konservasi ke depan.

Tabel 3.3 Data sekunder sekuen DNA tumbuhan langka berdasarkan penanda

trnL-F
No. | Suku/Familia | Nama Spesies Nomor Jumlah | Status Daerah
Aksesi Pasang | IUCN Sebaran
Basa
1. |Altingiaceae Altingia excelsa | DQ352226.1 | 967 bp | VU Sumatera dan
Jawa
2. |Araceae Amorphophallus| AY555180.1 | 962 bp EN Bengkulu,
titanum Sumatera Barat
3. |Burseraceae Canarium FJ466479.1 | 1031bp | VU Sri Lanka
zeylanicum
4. |Dipterocarpaceae [Hopea KY979256.1 | 971 bp VU Kalimantan
beccariana
5. |Ebenaceae Diospyros DQ924221.1 | 904 bp VU | Sulawesi Tengah
celebica dan Selatan
6. Diospyros DQ924254.1 | 926 bp CR Sumatera, dan
maritima Sulawesi
7. |Eriocaulaceae Eriocaulon MK879920.1 | 893 bp CR India
sharmae
8. |Fabaceae Archidendron ONO054976.1 | 872bp | VU Sumatera, dan
(Leguminosae) pauciflorum Jawa
9. |Lauraceae Beilschmiedia | GU250781.1 | 889 bp EN [ Amerika Tengah
anay dan
Meksiko
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No. | Suku/Familia | Nama Spesies Nomor Jumlah | Status Daerah
Aksesi Pasang | IUCN Sebaran
Basa
10. Persea GU250761.1 | 910 bp EN | Amerika Tengah
chamissonis dan Selatan
11. Persea GU250759.1 | 910 bp EN [ Amerika Tengah
cinerascens dan Selatan
12. Persea floccosa | GU250780.1 | 948 bp | VU | Amerika Tengah
dan Selatan
13. Persea longipes | GU250760.1 | 910 bp EN | Amerika Tengah
dan Selatan
14, Persea GU250777.1 | 915 bp EN | Amerika Tengah
schiedeana dan Selatan
15. [Moraceae Artocarpus FJ917091.1 | 983bp | VU Sumatera dan
anisophyllus Kalimantan
16. Artocarpus KU855464.1 | 965 bp VU Kalimantan
tamaran
17. |Myrtaceae Syzygium MG836254.1 | 828 bp EN Sumatera dan
spathulatum Kalimantan
18. [Nymphaeaceae  [Nymphaea lotus | MW809883.1 | 1430 bp | EN Afrika
var stuhlmanni
19. Nymphaea MW809876.1 | 1372bp | EN Afrika
nouchali var.
caerulea
20. Nymphaea MW809789.1 | 1425bp | CR Afrika
zenkeri
21. |Orchidaceae Anoectochilus MT872540.1 | 998 bp EN China
zhejiangensis
22. |Psilotaceae Pleione MT212392.1 | 894 bp VU [Taiwan dan China
formosana
23. Psilotum nudum | AY327836.1 | 828 bp CR | Kalimantan, dan
Papua
24. |Santalaceae Santalum album | MG999497.1 | 782bp | VU Nusa Tenggara
Timur (terutama
di Pulau Timor
dan Sumba)
25. |Taxaceae Taxus MH267586.1 | 852 bp EN Afghanistan
wallichiana
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No. | Suku/Familia | Nama Spesies Nomor Jumlah | Status Daerah
Aksesi Pasang | IUCN Sebaran
Basa
26. |Thymelaeaceae |Aquilaria AY?216741.1 | 536bp | VU Sumatera dan
beccariana Kalimantan
27. Aquilaria hirta | KY927233.1 | 498bp | VU Sumatera dan
Kalimantan
28. Aquilaria AY216746.1 | 563 bp CR Sumatera dan
malaccensis Kalimantan
29, Aquilaria KU244042.1 | 498 bp EN Sumatera dan
microcarpa Kalimantan
30. Gonystylus AY216759.1 | 538 bp CR Sumatera,
bancanus Kalimantan, dan
sebagian Papua

Keterangan: Kritis (critically endangered/CR), Genting (endangered/EN), Rawan
(vulnerable/VVU)

Tabel 3.4 menunjukkan kumpulan data tumbuhan langka berdasarkan
penanda trnL-F, untuk keperluan proses pengujian in silico yang mengandung data
spesies, nomor aksesi, jumlah pasang basa, status IUCN, dan daerah sebaran.
Nomor aksesi dapat digunakan untuk mengidentifikasi spesies tumbuh yang
berbeda.

Tabel 3.4 Data sekuen DNA tumbuhan langka berdasarkan penanda trnL-F

untuk uji in silico

No | Suku/Familia | Nama Species | No. Akses Jumlah [ Status Daerah
trnL-F Pasang | IUCN Sebaran
Basa (bp)
1. |Heliconiaceae Heliconia FJ621299.1 922 bp VU | Amerika Selatan
stricta
2. |Araceae Alocasia JQ238778.1 407 bp CR Filipina
sanderiana

3. |Dipterocarpaceae |Dipterocarpus | MN641721.1 | 437 bp VU | Sumatra selatan

alatus

4, Dipterocarpus | MN641719.1 | 435 bp CR India
bourdillonii

5. Dipterocarpus |MN641725.1 433 bp VU Sumatra dan
gracilis Kalimantan

6. Dipterocarpus |MK051055.1 427 bp VU Myanmar
turbinatus danThailand
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No | Suku/Familia Nama Species | No. Akses Jumlah [ Status Daerah
trnL-F Pasang | IUCN Sebaran
Basa (bp)

7. Dipterocarpus | MN641723.1 | 436 bp EN Thailand dan

kerrii Filipina
8. Hopea nervosa | EF659995.1 464 bp vU Sumatra dan
Kalimantan

9. Hopea sangal EF660003.1 464 bp VU India

10. Hopea nutans EF659997.1 463 bp vuU Sumatra dan
Kalimantan
11. Shorea AB452234.1 | 436 bp EN Sumatra dan
faguetiana Kalimantan
12. Shorea guiso AB452249.1 | 437 bp VU Sumatra dan
Kalimantan

Keterangan: Kritis (critically endangered/CR), Genting (endangered/EN), Rawan
(vulnerable/VVU)

Tabel 3.5 menyajikan data tumbuhan langka yang telah dianalisis
menggunakan penanda trnL-F melalui uji in silico PCR, yang merupakan metode
simulasi amplifikasi DNA secara komputerisasi. Data yang disajikan meliputi nama
spesies tumbuhan, nomor aksesi sekuens DNA dari database GenBank sebagai
identifikasi resmi, jumlah pasangan basa (base pairs) dari fragmen trnL-F yang
berhasil diamplifikasi, status konservasi spesies menurut kriteria IUCN, serta
wilayah penyebaran geografis masing-masing spesies. Pemilihan penanda trnL-F
didasarkan pada karakteristiknya yang sangat informatif, yaitu memiliki tingkat
variasi genetik yang cukup tinggi sehingga mampu membedakan antarspesies
dengan akurasi yang baik, serta kemudahan dalam amplifikasi PCR karena ukuran
fragmen yang relatif pendek dan primer universal yang efektif. Informasi ini sangat
penting untuk memvalidasi spesifisitas primer yang digunakan dalam amplifikasi,
memastikan bahwa primer hanya menargetkan sekuens DNA spesifik dari
tumbuhan langka yang diteliti (Triesita et al., 2018). Selain itu, data ini juga
berperan dalam menentukan prioritas konservasi dengan mengacu pada tingkat
ancaman yang dihadapi spesies dan sebaran geografisnya, sehingga upaya

pelestarian dapat dilakukan secara lebih terarah dan efektif (Anwar, 2024). Dengan

Santana Kocha, 2025

ANALISIS MOLEKULER BERBASIS PENANDA trnL-F UNTUK DETEKSI TUMBUHAN LANGKA
SECARA IN SILICO

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



28

demikian, penggunaan penanda trnL-F yang didukung oleh analisis in silico

memberikan kontribusi signifikan dalam mendukung strategi konservasi tumbuhan

langka melalui pendekatan molekuler yang cepat dan akurat.

Tabel 3.5 Data sekuen DNA tumbuhan tidak langka berdasarkan penanda trnL-F

untuk uji efektivitas

No | Suku/Familia Nama Species No. Akses Jumlah | Status Daerah
trnL-F Pasang | IUCN Sebaran
Basa (bp)

1. |Acanthaceae Raphanus GQ268043.1 [ 954 bp LC Afrika Utara
raphanistrum

2. |Encalyptaceae Encalypta EU128000.1 | 854 bp LC | Amerika Utara
vulgaris

3. Archidendron ONO054981.1 | 873 bp LC [ Asia Tenggara
microcarpum dan Australia

utara

4. |Gymnomitriaceae |Marsupella 0Q507759.1 | 958 bp LC [ Australia utara
sphacelata

5. Marsupella 0Q507738.1 | 959 bp LC [ Australia utara
sprucei

6. Melastomataceae |Melastoma KJ612005.1 825 bp LC Tiongkok
dodecandrum selatan

7. |Poaceae Phleum pratense | EU639580.1 | 831 bp LC Eurasia

8. Phalaris EU639579.1 | 839 bp LC | Amerika Utara
arundinacea

9. Beckmannia EU639570.1 | 827 bp LC | Amerika Utara
syzigachne

10. Psathyrostachys KP210982 941 bp LC Rusia dan
juncea Mongolia

11. Phaulopsis KC420617.1 | 857 bp LC Afrika selatan
imbricata

12. |Polytrichaceae Polytrichum EU128012.1 | 820 bp LC | Amerika Utara
piliferum

Keterangan: Resiko rendah (least concern/LC)

Berikut merupakan langkah-langkah memperoleh sekuen DNA pada

GenBank:
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Gambar 3.3 Laman NCBI

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)

Website National Center of Biotechnology Information dapat dibuka dengan
menuliskan ‘NCBI’ di bagian kotak search/pencarian pada Google atau bisa diakses

pada laman https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Gambar 3.3).
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Gambar 3.4 Tipe sekuen diubah menjadi “Nucleotide”, kemudian nama spesies
dan penandanya dimasukkan.

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)

Pencarian sekuen DNA dilakukan dengan mengetikkan nama spesies serta

penandanya, contoh “Altingia excelsa trnL-F” dapat dilihat pada Gambar 3.4.
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Locus
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
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REFERENCE
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TITLE
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REFERENCE
AUTHORS
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1"

FASTA  Graphics

Altingia excelsa voucher E. A. Widjaja. s.n. tRNA-Leu (trnL) gene,
partial sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence

Q352226.1

PopSet

DQ352226 967 bp DNA linear PLN 01-MAY-2006
Altingia excelsa voucher E. A. Widjaja. s.n. tRNA-Leu (trnL) gene,
partial sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence

DQ352226
DQ352226.1

chloroplast Liquidambar excelsa
Liquidambar_excelsa
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliopsida; eudicotyledons; Gunneridae;
Pentapetalae; Saxifragales; Altingiaceae; Liquidambar
1 (bases 1 to 967)
Ickert-Bond,S.M. and Wen,J.
Phylogeny and biogeography of Altingiaceae: Evidence from combined
analysis of five non-coding chloroplast regions
Mol. Phylogenet. Evol. 39 (2), 512-528 (2006)
16439163
2 (bases 1 to 967)
Ickert-Bond,S.M. and Wen,J.
Direct Submission
Submitted (31-DEC-2005) Botany, The Field Museum of Natural
History, 1400 S. Lake Shore Dr., Chicago, IL 60605-2496, USA
Location/Qualifiers
e 1..967
/organism="Liquidambar excelsa"
Jorganel plastidichloroplast”
/mol_type="genomic DNA"
/specimen_voucher="E. A. Widjaja. s.n."
/db_xref="taxon:64109"
/note="authority: Altingia excelsa Noronha"
feature <1..>967
/note="contains tRNA-Leu (trnL), trnL-trnF intergenic
spacer, and tRNA-Phe (trnF)"

aattggattg agccttogta tggaaaccta ctaagtgata actttcaaat tcagagaaac
cctggaatta aaaatgggca atcctgagec aaatcctgtt ttccgaaaac aaacacaagg
attcagaaag cgagaaaaga ggataggtgc agagactcaa tggaagctgt tctaacaaat
ggagttggct gegttgcgtt ggtaaaggaa tctttccatc gaaactccag aaaggatgaa
ggataaacgt atatacatac gtatacgtac tgaaatacta tatcaaatga ttccggacga
ctcgaatctt ttatatgaaa aatgaaagaa ttgttgtgaa tcgattccaa gttgaagaaa
gaatcgaata ttcattgata aaaccattca ctccatagtc tgatagatct tttgaagagc
tgattaatcg gacgagaata aagatagagt cccattctac atgtcaatcc cgacaacaat
gaaatttata gtaagaggaa aatccgtcga ctttagaaat cgtgagggtt caagtccctc
tatccccaaa aaaggeccat ttgattccct aactatttat cctatcctet cttttegtta
gcggttctaa attcattatg tttctcattc actctactct ttcacaaatg gatccgaget
aaaattctta tcacaagtct tgtgatatat atgatacacg tacaaatgaa catctttaag
caaggaatcc ccatttgaat gattcacagt tcatatcact actcgtaccg aaacttacaa
agtcttatcc agtccctgga atttcttaga tatatatasa aasaagactt tgtaatactt
ttttgtcttt ttcattgaca tagacccaag tcatctagta aaatgaggat gatgegtcgg
gaatggtcgo gatagctcag ctogtagagc agaggactga aaatcctcgt gtcaccagtt
caaataa

Gambar 3.5 Informasi data Amorphophallus titanum menggunakan penanda

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)

trnL-F.
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Untuk mendapatkan sekuen DNA tanpa informasi lain, maka klik “FASTA”

pada bagian atas sisi kiri seperti yang terdapat pada Gambar 3.5. Setelah itu, akan

muncul informasi sekuen dari salah satu spesies tumbuhan langka beserta nomor

aksesi seperti pada G
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Altingia excelsa voucher E. A. Widjaja. s.n. tRNA-Leu (trnL) gene,
partial sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence

GenBank: DQ352226.1

GenBank sraphics PopSet

>DQ352226.1 Altingia excelsa voucher E. A. Widjaja. s.n. tRNA-Leu (trnL) gene,
partial sequence; trnL-trnF intergenic spacer, complete sequence

AATTGGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTA
AAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTCCGAAAACAAACACAAGGATTCAGAAAGCGAGAAAAGA
GGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTGGCTGCGTTGCGTTGGTAAAGGAA
TCTTTCCATCGAAACTCCAGAAAGGATGAAGGATAAACGTATATACATACGTATACGTACTGAAATACTA
TATCAAATGATTCCGGACGACTCGAATCTTTTATATGAAAAATGAAAGAATTGTTGTGAATCGATTCCAA
GTTGAAGAAAGAATCGAATATTCATTGATAAAACCATTCACTCCATAGTCTGATAGATCTTTTGAAGAGC
TGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATCCCGACAACAATGAAATTTATA
GTAAGAGGAAAATCCGTCGACTTTAGAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGGCCCAT
TTGATTCCCTAACTATTTATCCTATCCTCTCTTTTCGTTAGCGGTTCTAAATTCATTATGTTTCTCATTC
ACTCTACTCTTTCACAAATGGATCCGAGCTAAAATTCTTATCACAAGTCTTGTGATATATATGATACACG
TACAAATGAACATCTTTAAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACAGTTCATATCACTACTCGTACCG
AAACTTACAAAGTCTTATCCAGTCCCTGGAATTTCTTAGATATATATAAAAAAAAGACTTTGTAATACTT
TTTTGTCTTTTTCATTGACATAGACCCAAGTCATCTAGTAAAATGAGGATGATGCGTCGGGAATGGTCGG
GATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATAA

Gambar 3.6 Contoh data sekuen salah satu tumbuhan langka berdasarkan
penanda trnL-F
(Sumber: National Center for Biotechnology Information)
Dari Gambar 3.6 diperoleh informasi sekuen yang dibutuhkan, selanjutnya
data disalin dan ditempel pada perangkat lunak NotePad.

TGGTAAAGGAA
CTGAAATACTA
TGAATCGATTCCAA
TTTTGAAGAGC
TGAAATTTATA

AAACTTACAAAGTCTTATCCAGTCCCTGGAATTTCTTAGATATATATAAAAAARAGACTTTGTAATACTT
TTTTGTCTTTTTCATTGACATA( GTCATCTAGTAAAATGAGGATGATGCGTCGGGAATGGTCGG
GATAGCTCAGCTGGTAGAGCAG AAAATCCTCGTGTCACCAGTTCAAATAA

Gambar 3.7 Data pada perangkat lunak NotePad

Langkah selanjutnya adalah mengubah nama data untuk menjadi lebih
mudah dibaca. Untuk mengubah nama, informasi selain nama spesies, nomor, dan
tanda ">" dihapus, dan tanda "_" digunakan untuk mengganti spasi atau jarak pada
nama. Agar nama dapat dibaca, tanda ">" harus tetap digunakan di awal nama
(Gambar 3.8)
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AAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTCCGAAAACAAACACAAGGATTCAGAAAGCGAGAAAAGA
GEATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGT TGGCTGCGTTGCGTTGGTAAAGGAA
TCTTTCCATCGAAACT CCAGAAAGGATGAAGGATAAACGTATATACATACGTATACGTACTGAAATACTA
TATCAAATGATTC GACTCGAATCTTTTATATGAAAAATGAAAGAATTGT TGTGAATCGATTCCAA
GTTGAAGAAAGAAT CGAATATTCAT TGATAAAACCATTCACTCCATAGTCTGATAGATCTTTTGAAGAGC

TGATTAATCGGACGAGAAT AAAGATAGAGTCCCATTCTACATGTCAATCCCGACAACAATGAAATTTATA
GTAAGAGGAAAATCCGTCGACT TTAGAAATCGTGAGGGT TCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAAGGCCCAT
TTGATTCCCTAACTATTTATCCTATCCTCTCTTTTCGT TAGCGGTTCTAAATTCATTATGTTTCTCATTC
ACTCTACTCTTTCACAAATGGATCCGAGCTAAAATTCTTATCACAAGTCTTGTGATATATATGATACACG
TACAAATGAACATCTTTAAGCAAGGAATCCCCATTTGAATGATTCACAGTTCATATCACTACTCGTACCG
AAACTTACAAAGTCTTATCCAGTCCCTGGAATTTCTTAGATATATATAAAAAAAAGACTTTGTAATACTT
TTTTGTCTTTTTCATTGACATAGACCCAAGTCATCTAGT AAAATGAGGATGATGCGTCGGGAATGGTCGG
GATAGCTCAGCTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCACCAGT TCAAATAA

Gambar 3.8 Format penamaan
Untuk mendapatkan data sekuen DNA dari seluruh tumbuhan yang
dibutuhkan, ikuti langkah-langkah di atas. Selanjutnya, data yang ditemukan
disimpan dalam file yang sama, seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3.9.

TTTTGTCTTTTTCATT
GATAGCTCAGCTGO

Gambar 3.9 Contoh beberapa data dalam format FASTA
Untuk memudahkan saat dibutuhkan, data yang telah dikumpulkan
disimpan dalam satu file yang sama. Kemudian, sesuai kebutuhan, data disimpan

dengan format nama yang sesuai.
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3.4.2 Sequence Alignment

ClustalX digunakan untuk pensejajaran sekuen DNA ini. Program ClustalX
memasukkan format FASTA vyang berisi sekuen DNA tumbuhan langka
berdasarkan penanda trnL-F yang telah disusun sebelumnya (Perwitasari et al.,
2020). Alignment dilakukan sebelum PCR untuk memastikan primer yang
dirancang tepat menempel pada daerah target DNA yang konservatif dan spesifik,
sehingga amplifikasi berhasil dan akurat (Rani et al., 2024). Teknik alignment juga
membantu menentukan tingkat homologi dan variasi genetik antar sekuen, yang
penting untuk menghindari mispriming dan meningkatkan efisiensi amplifikasi
PCR (Santoso, 2001). Proses pensejajaran sekuen DNA pada ClustalX, dapat dilihat

sebagai berikut.

Proses Pensejajaran Sekuen DNA (Sequence Alignment)

Jalankan aplikasi ClustalX.
Pilih menu File, lalu Load Sequences.
Pilih file Fasta Format sample, klik Open.

Pilih menu Alignment, lalu Do Complete Alignment.

o~ w D e

Beri nama file sebagai output, klik OK. Program ClustalX langsung memproses
pensejajaran tersebut.

6. Simpan data dalam FASTA format, Klik menu FILE — Save Sequences As, Klik
FASTA format — Klik OK

Gambar 3.10 Langkah-langkah melakukan sequence alignment menggunakan

perangkat lunak ClustalX.

Berikut ini merupakan ilustrasi tahapan-tahapan yang dilakukan dalam
proses sequence alignment dengan memanfaatkan perangkat lunak ClustalX, yang
mencakup serangkaian prosedur sistematis untuk menyelaraskan urutan-urutan
biologis secara komparatif guna mengidentifikasi kesamaan evolusioner maupun
fungsional di antara sekuens yang dianalisis (Lampiran 1), langkah-langkahnya

sebagai berikut:
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O Clustalx (1.83) = a
File Edit Alignment Tees Colors Quality Help

ntMode ~|  FontSize10 -

Gambar 3.11 Perangkat lunak ClustalX
Perangkat lunak  ClustalX bisa  diunduh pada  laman
http://www.clustal.org/download/current/.

B ClustalX (1.83) - a
File Edit Alignment Trees Colors Quality Help

Multiple Alignment Mode ~ Font Sizez 10 >

DQ352226 .1_Altin
47555180  1_Anorp

FJ466479 .1 Canar
1_Hope

30 AY216759.1 Gonys

A i o

File CAUsers{ASUSIOneDrive\DokumentSYARAT SKRIPSI\DATA OCHA\Data

Gambar 3.12 Data sekuen DNA diinput pada ClustalX

Jika file dimasukkan ke dalam perangkat lunak ClustalX, seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 3.9, maka akan muncul seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 3.12 Berbagai sekuen memiliki panjang yang berbeda satu sama lain,
seperti yang ditunjukkan pada gambar.

Santana Kocha, 2025

ANALISIS MOLEKULER BERBASIS PENANDA trnL-F UNTUK DETEKSI TUMBUHAN LANGKA
SECARA IN SILICO

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu


http://www.clustal.org/download/current/

35

W ClustalX (1.83)
File Edit Alignment Trees Colors Quality Help

Multiple Alignment Mode ~ Font Size:{10 =

L 00352226 1 Altin
2 AYESEIEN. 1TAmorp
1 Bt 1tonar RO e e
S D0924221 17Dicsp
6 D§24254 1 Dios) CLOSE
L o e
| GU250781 .1 Beil. Output Files
10 GU250761 . 1_Pe ¥ CLUSTAL format [~ NBRF/PIR format
1 Eene 1h ™ GCG/MSF format [~ PHYLIP format
13 GU250760 . 1_Pe
R " GDEformat v NEXUS format
15 FI317091 1A I FASTA format
i e : ==
17 =
[0 HEB09983 1 Nemph GDE output case : Lower  +
19 MUB09876 .1 _Hymph
20 MY809709 1 Nymph p 7]
e e CLUSTALW sequence numbers :[OFF
33 eio
23 AY327836.1_Psilo Output order ALIGNED ~
I =
26 AY216741 1 Aquil Parameter output
27 KY927233 1_Aqu:
167486 1_Aqu
29 KU244042 17Aquil
S0 AV216789 1_Gony:
ruler
)

File C:\Users\ASUS\OneDrive\Dokumem\SYARAT SKRIPSKDATA OCHA\Data

Gambar 3.13 Data disimpan dalam format NEXUS

Sebelum menyimpan data dalam format NEXUS, klik bagian Alignment,
kemudian Output Format File, dan pilih format NEXUS, seperti yang ditunjukkan
pada Gambar 3.13.

olors Quality Help

Font Size:[10 »

N Complete Alignment

Output Guide Tree File:

e \OneDrive\D

Output Alignment Files:

Clustal; [C: ASUS\OneDrivel\Dokumen{SYARAT|

Nexus: |C:AUsersiASUSIOneDriveiDokumen{S'YARAT|
ALIGN CANCEL

26 AV216746 .1 Aquil
29 KU244042 17Aquil
30 AV216759 .1 Gonys

Tuler 1

File C:\UsersiASUS10neDriveiDokumen\SYARAT SKRIPSIDATA 0CHAVData

Gambar 3.14 Lakukan alignment dengan cara Pilih ALIGNMENT — Do Complete
Alignment

Langkah selanjutnya dilakukan dalam urutan yang sama seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 3.10 Setelah semua langkah telah dilakukan, hasil akan
dihasilkan seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3.15. Sekuen yang telah

melakukan alignment berhasil akan berbeda dari yang belum.
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O ClustalX (1.83) - @
Fie Edt Aignment Tiees Colors Qualy Help

Multiple Alignment Mode ~|  Font Size:10 ~

MKB79920 1_Frioc

1

2 MTB72540.1 knoec
3 OND54976 1_archi
4 MGB36254.1 Syzyg
5
6
7
8

K¥979256 1 Hopea
KY927233 . 1_Aquil
KU244042 1 Aquil

AY216746 1 Aquil
5 AY216741 1 Aquil
10 AY216759.1 Conys
11 FJ466479 1 Canar
12 DO32226.1 Altim | —
19 D(I24221 1 Dicsp
14 DOS24254.1 Diesp
15 FJ917091 1 krtoc
16 KUBEE464. 1 krtoc
17 MGII497 1 Santa
16 AYSE5180.1 knoxp
19 GU250761 1 Perse
20 GUE0760.1 Ferse | -
21 GU250759 1 Perse | -
22 GUE0780.1 Perse | -
23 GU50777 1 Perse | -
24 GU078L. 1 Beils | -
25 MUB098E3 1 Wynph
2 MUB09789. 1 Nynph
27 MUB03876 1 Wynph
29 MH267586.1_Tamus
29 AY327836 1 Psilo
30 MT212392.1 Fleio

ruler 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630

vﬂJ Dl 2

NEXUS-Alignment file created ||

Gambar 3.15 Sekuen DNA setelah dilakukan proses alignment

Pada bagian bawah, bacaan "NEXUS Alignment file created" akan muncul
sebagai hasil dari proses alignment menggunakan ClustalX, yang menghasilkan dua
output file, yaitu file dengan format "aln™ dan "dnd".
3.4.3 Membuat Consensus Sekuen

Program BioEdit merupakan salah satu perangkat lunak yang dapat
dimanfaatkan untuk membentuk sekuen konsensus pada tumbuhan langka,
khususnya dengan menggunakan penanda genetik trnL-F (Triesita et al., 2018).
Proses ini dilakukan dengan terlebih dahulu memasukkan file sekuen DNA dari
tumbuhan langka yang telah melalui tahap penyelarasan (alignment) ke dalam
program tersebut. Setelah data dimasukkan, BioEdit memungkinkan pengguna
untuk mengidentifikasi posisi-posisi nukleotida yang paling umum atau dominan di
antara berbagai sekuen, sehingga menghasilkan satu sekuen konsensus yang
merepresentasikan karakter genetik utama dari sampel yang dianalisis. Proses

pembentukan consensus pada program BioEdit, dapat dilihat sebagai berikut.
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Preprocessing Data —Pembuatan Consensus Sekuen

1. Jalankan aplikasi BioEdit.

Pilih menu File, lalu Open.

Pilih file hasil pensejajaran sekuen format (.aln), klik Open.
Pilih menu Alignment, lalu Create Consensus Sequence.

o~ w D

Format).

FASTA format — Klik OK.

Pilih menu Edit, lalu Save.

Klik hasil Consensus, pilih menu Edit, lalu Copy Sequences to Clipboard (Fasta

6. Simpan data dalam FASTA format, Klik menu FILE — Save Sequences As, Klik

7. Jalankan aplikasi Notepad. Paste hasil consensus sekuen pada aplikasi Notepad.

Gambar 3.16 Langkah-langkah pembuatan consensus sequence menggunakan

BioEdit.

Berikut merupakan ilustrasi langkah-langkah pembuatan consensus sekuen

menggunakan perangkat lunak Bioedit :

) Biokdit Sequence Alignment Editor - [Untitled]
% Fle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help

=0

B & [CouierNew = m — Ototal sequences

Mode:Select / Side Selection:0 =
— Poslt et atf!

e
— = o 10 o Seroll LT T

£ 1DTT §oo- iR BENTIDINEE ¢ & S P etdon g q et
Bt A AR ol e o i e o e O
j 10 20 30 40 50 €0 70 80

Gambar 3.17 Perangkat lunak BioEdit
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% Biokdit Sequence Aligs - o X
$ File Edit Sequence Accessory Application  RNA World Wide Web  Options  Window _ Help
=0
g2 ’W‘m B 0 total sequences
Mode: |Select / Slide Selection:0
o |Select /She Fosion: pos2Label
IDIT oo o
g =L & o A ‘E@‘.éﬁlll Look in: [ Data 30 species (FIX | of @~
| 0 20 34 AN Neme - Status Date modlfied Tpe
i [E] Consensus Data traL-F (30 Species) @ 2/22/2025 10:47 PM Text Document
ome
$ Dato trnL-F (30 species) (bioedit konsesus) () 2/22/2025 10:52 PM FAS File
‘ [# Data trnL-F (30 species) © 3/30/2025 12:18 AM ALNFile
Desktop [] Date trnL-F (30 species).dnd [©] 3/30/2025 12:18 AM DND File
[5] Data trnL-F (30 species) @ 3/30/2025 12:18 AM NS File
5] Data trnL-F (30 species) @ 2/20/202512:52 AM Text Document
Libraries 5] F1621299.1_Heliconia_stricta_trnL-F @ 3/16/2025 339 PM Text Document
] 5] Primer Tanaman Langka (10 Pasang) @] 3/16/2025 328 PM Text Document
= [5] Primer Tanaman Langka FASR PCR (6 Pasang) () 341772025915 AM Text Document
This PC
Netwark
File name: [Data tmL-F (30 species) -l Open
Flesdfbpe  [AlFies () & &=
ENm]| 2]

Gambar 3.18 Data yang telah dikumpulkan di input, klik Simbol folder pada
sebelah kiri atas.

Selanjutnya dilakukan pembuatan consensus sekuen pada data yang telah
diinput, dapat dilihat pada Gambar 3.19.

/ Biokdit Sequence Alignment Editor - [CAUsers\ASUS\OneDrive\Dokumen\SYARAT SKRIPSNDATA OCHA\Data 30 species (FIX)\Data trnl-F (30 species).aln]

9 Fle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA WorldWideWeb Options Window Help NED
=0 Minimize Alignment
Miimize alignment to mask
g & [Couieilien
_ Sequence Identity Matrix i

Mode:[Select /Side =] Creste Consensus Sequence St

—— Entropy (HG) plot T
£I1DITHe e o

A Toggle Translation @Y | g oo oo g e e e e RERRIERER
= Positional Nucleotide Numerical Summary 70 80 S0 100 110 120 130

hMRE79920-1 £
o roea0 1 & Positional Amino Acid Numerical Summery
oN054576.1 3| Positional frequency summary (any characters, ~-.are gaps)
McB36258.1 8
RyS79256.1 Hl Find Conserved Regions
EY927233.1 A Similarity Matrix (for alignment and shading) >
FU244082.1 3|
av216746.1 & Strip columns containing gaps
:Z ]]:g;g;- ]]: 2 Plot identities to first sequence with a dot
FI46E475.1 C Information scan B
i aaaaer1 2 Plot a bitmap representing the alignment (1 pxel per base)
D924254.1 D Create IUPAC consensus in selected columns (nuclectice only, no threshold)
FJ517051.1 B
FUB554¢4 1 B Flush the alignment (pad ends with gaps to longest sequence)
MG999457.1 5 Align pipes throughout aligmnment
2v555180.1 3
Gu2s07€1.1 B Align spaces throughout alignment
Gu250760-1 |
GU250759.1 |
U250780_1 |
Gu250777_1 |
Gu250761.1 B

1 wpe b b CAGTAAGCTGCTGGEATCITAGT CTAAGCTAGIC CEEATCTGGCCT: TGCAATCCGGATCAT:
h\we09785.1 NITC T T CAGTAAGCTGCTGGGATCTTAGE CTAAGCTAGTC CGGATCTGGCCT! TGCAATCCGGATCAT:
IMWB09876.1 N|TC T, T, CAGTRAAGCTGCTGTGATCTTAGC CTAAGCTAGTC CGGATCTAGCCT! TGCAATCTGGATCAT!
MH267586.1 T
av327836.1 B
uT212352.1 B
clustal Cons|
£V w2 T L)

Gambar 3.19 Consensus sekuen dibuat dengan cara klik Alignment, kemudian
pilih Create Consensus Sequence
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-
% Biokdit Sequence Alignment Editor - [C\Users\ASUS\OneDrive\ Dokumen\SYARAT SKRIPSNDATA OCHA\Data 30 species (FIX)\Data tmL-F (30 species)aln]
% File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA Warld WideWeb Options Window Help BEID
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-

Gambar 3.20 Hasil Consensus Sekuen

Pada Gambar 3.20 menunjukkan baris terakhir yang menghasilkan
consensus sekuen, yang disebut "Consensus”. Selanjutnya, untuk membuat primer,
data disimpan dalam format FASTA di NotePad (Gambar 3.22).

it Sequence Alignment Editor - [C\Users\ASUS\OneDrivel Dokumen\SYARAT SKRIPSNDATA OCHA\Data 30 species (FX\Data trol.-F (30 species).ln]
9 File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help NEIEY:
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{Hode 5o atia None [
Copy Cri+C ) fuler
se Sl L T =1
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o ey L L P RSN RERRTRRRENERRRIEIN
90 100 110 130 140 160 170
R Paste Over Shift+ Crb+ V'
MT8725 Paste Over Titles E
oN0S49
hice 362 Paste Onto Titles I
;;2222 Delete Del i
i‘;g ;gg Cut Sequence(s) CtrleF7 ;
A¥2167 Copy Sequence(s) Ctrl+F8
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rosced Paste Sequence(s) CtrleFS
DQ3522 Delete Sequence(s) Ctrl-+Del
D05242
222§1‘,§ Copy Sequence(s) Vertically (tab-formatted)
KUB554 Copy Sequences to clipboard (Fasta Format)
gg;gg; Copy sequence titles Shifts Ctrl+ C
cu2507 Copy sequence titles up tofirst (
cu2507 pree "
ggggg; Search >
gg%gg; Select All Sequences CtiisA
Unselect All Sequences AGTCTATTTAGITATAACGGATCTGECCT: TGCAATCCGGATCAT. T T
MWEO 7 AGTCTATTTAGTTATAACGGATCTGECC CARTCCGGATC
MWE 058 Unselect All Residues 'AGTCTATTTAGTTATAACGGATCTAGCCT: TGCAATCTGGATCAT. T:
MA2E75 Ivert title selection
A¥3278
MT2123 Ivert residue selections
Clusta
Conse Select to End AGTCTATTTAGTTATAACGGATCTRGCCT: TGCAATCYGGATCAT. cayTCCTC lche K
Select to Beginning
Select Residues of Selected Sequences L
Y

Gambar 3.21 Data disimpan dalam FASTA format dengan cara Block consensus
— Edit — Copy Sequences to clipboard (FASTA format).

Santana Kocha, 2025

ANALISIS MOLEKULER BERBASIS PENANDA trnL-F UNTUK DETEKSI TUMBUHAN LANGKA
SECARA IN SILICO

Universitas Pendidikan Indonesia | repository.upi.edu | perpustakaan.upi.edu



40

Consensus

TCAACTCACATAACATAAAAAT AMAATAGTGAGTTAGTTCAGTAAGCTGCTGKGATCTTAGCTTATTATAGCTAAGCTAGTC
AAAAAKAAGAAGAATAT TGACCATTCCACTATTTCAKATCGAGCAGGRAARATGCGCGRAGRAGAGGCAGATATATGTGGGA
AAAGGGT TAAAAAT AGGAGCAGGCACTTTTTTCCGATATCGRATCGGTATTTAATGAATTGAATGGT TCTAACAGRAAGG
RDATTGAGCCTTGGTWTGGAAACYTACYAARTGDHARCTTHCAAAT TCAGRGRAACCYHGGAANDWHYWWNRAWDGGHAATC
DABRHWHRVHDDDHRHBDBKWGGATAACKVERDHDWHTNDVBHTYDNBNNNDNNEDDHDNMKIMR KMHDENNDNNDNWDMNN

DNMNNHNNNEDRNHNNDNYHHDMWWHNHNNNNNNDHNDNHNDDHHHDWONDWWDWE WIWNWONNWNDHNNDNNNDHNRNDYH
KHBDDYDDDKHWNBKVDADADHBNAHTDATBOVDCGAGRATAAAGAKAGAGTCCMDT TYTACMYTGTHAAWRNCGACAACAC
KRGREKWWMVARKMSCTMKRTYYCYAVBMMNHMARDRHNBRBYNDVRCYYNDHHTRIWWY T TWYKWDDRHNHYHVHNBHNBHHT
NDMNNDHWDHBNHTHWBWYWAGTYNHBYNMNDYNNVYNNHNNNNRTATTGATATABDYDNDDNNNNMHNMNNDNNVNBSDBHB
DVRHWDWYWNNRDNDHNHNBNHNBNAWWY ADDHHENDDNHDHRDNHHBYHHNNNMNNHNNNMNNNDNHNWNNNNDNHWBYNH
VHNENNNDAWDVGTCDGGATAGCHCAGHTGGTAGARCWSDRSDMBKRWRAWKCMKSGTVBYVWYMGT TCAAATAA

Gambar 3.22 Hasil FASTA disimpan pada perangkat lunak NotePad.

Basa DNA selain ‘ATGC’ yang tertera pada consensus kemudian diubah
pada perangkat lunak NotePad (Gambar 3.24) berdasarkan IUPAC DNA Code
(Gambar 3.23). Penggunaan IUPAC DNA code dalam desain primer bertujuan
untuk mengakomodasi variasi genetik pada daerah target DNA, meningkatkan
spesifisitas primer, dan memastikan keberhasilan reaksi PCR (Nuryady, M. M., et
al, 2023).

IUPAC Nucleotide Code Base
A Adenine
C Cytosine
G Guanine

T (or U) Thymine (or Uracil)
R AorG
Y CorT
S GorC
W AorT
K GorT
M AorC
B CorGorT
D AorGorT
H AorCorT
Vv AorCorG
N Any base
.or - Gap

Gambar 3.23 IUPAC DNA Codes
(Sumber: The International Union of Pure and Applied Chemistry)
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Consensus

TCAACTCACATAACATAAAAATACAATAGTGAGT TAGTTCAGTAAGCTGCTGTGATCTTAGCTTATTATAGCTAAGCTAGTCT,
AAAAATAAGAAGAATATTGACCGTTCCACTATTTCATATCGAGCAGGGAAAATGCGCGRAGGAGAGGCAGATATATGTGGGAT.
AAAGGGT TAAAAATAGGAGCAGGCACTTTTTTCCGATATCGGATCGGTATTTAATGAAT TGAATGGTTCTAACAGAAAGGAAAG
GTATTGAGCCTTGRTATGGAAACTTACCAAGTGGCAGCTTCCAAATTCAGGGGAACCTTGGAATTAACAACAAAAGGTAATCC
TATGCAAGGCTGGTAAGAGGAGGATAACTATAGAGACTTGGCTTGGCTCTATCAGGAATCCGACGTCAGGACATTTATATGGT

AAGAATTTAAGGGTTATCTCTGCAAATCTGCCAAGATGACCGATTCCTTTCGAAGAGATCAGGTAGAAAAGTTGTTTATTCAGG

TTCAGCTGAGCACCTCAATATTTGATTTATTAAGCGAGGATAAAGATAGAGTCCCGTTCTACCTTGT TAATGACGACAACACA
TGGGTTTCGAGGACCTCTATTTCCAGGCCAAAAAAGTGGACCCTGGCCTGTCCTAATTTTTCGAATGTTCCA CTGCTTTA
GGTTATTTTTGCATTACATAAGTCGATCCTGACTACTTGAGT TGATATTGATATAGGCGAGTGCTAATTCCTH (
ACATTGTCAAGGTGTAATGGTTCTTAATTATTCACGATTTGCGATCTGCCAATAATAAACACTAAAGCGTAAGTGAAACCACT
GATCGCCTAATGGTCGGGATAGCTCAGATGGTAGAGCAGGGCGACGGTGATTCAGCGTAGTAACAGT TCAAATAA

Gambar 3.24 Hasil consensus

Setelah mendapatkan consensus sekuen, uji coba in silico PCR dilakukan,
tetapi terlebih dahulu dilakukan desain primer.
3.4.4 Desain Primer

Menggunakan perangkat lunak FastPCR untuk memilih consensus sekuen
yang berpotensi untuk dijadikan primer dan mengoptimalkan desain primer untuk
urutan DNA atau cDNA target (Kalendar et al., 2017). Hal ini dilakukan untuk
memastikan bahwa primer yang akan dibuat selektif dan efisien. Seleksi adalah
memastikan bahwa pasangan primer tersebut tepat mengikat targetnya. Perangkat
lunak FastPCR juga dapat mengidentifikasi panjang amplikon, orientasi, dan lokasi
primer setiap amplikon. Proses mendesain awal menggunakan perangkat lunak
FastPCR digambarkan dalam Gambar 3.25:

Proses Desain Primer

mulai
1. Aplikasi FastPCR dibuka
2. Input data yang akan diolah, Klik menu FILE — Open
3. Data hasil consensus dipilih - klik Open
4. Primer dibuat, Klik PCR Primer Design — Klik RUN
5. Data disimpan, Klik menu FILE — Save As dengan format ‘txt’. - Klik OK

Gambar 3.25 Langkah-langkah mendesain primer menggunakan perangkat lunak
FastPCR.
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Berikut merupakan ilustrasi langkah-langkah mendesain  primer

menggunakan perangkat lunak FastPCR :

DS @

W=(AIC) R=

H(xb@ah O8I IEIEZLT D
W=(AIT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V=(AIGIC) H=(AICIT) D=(A/GIT) B=(CIGIT} N=(A/G/CIT), U=T and |
PCR Primer Design | in silica FCR | Primer Test | Primers List analysis | Restriction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Poiymerase Cyciing Assemoly |

Parameters for PCR product analysis PCR primer design options
Synchronizing Tm(*C) and dG(kcalimol) for primer pair (<): 3 [¥ Non-specific priming control I~ Gibson assembly

Limitfor compatible combination of pair primers| 10 Do ey i I~ Multiplex PCR

[~ C=>=T bisulphite conversion
Minimal difference b

[~ Inverted PCR I~ Unique PCR
I™ Circular DNA I™ Group-specific PCR

Maximal differenc

Main Sequence(s) | Additional sequence(s) or primers | Results report |

2,04811B) 49PN 4312025

Gambar 3.26 Perangkat lunak FastPCR

Pengunduhan perangkat lunak FastPCR bisa dilakukan pada laman

https://primerdigital.com/fastpcr.html.

FastPCR 6.9

File Edit Search Conveting PCR Database Alignment Run Help

DS EEHE xnan DEFRBAIELERZ T D

W=(AIC) R=(AIG) W=(ATT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(G/T) V=(AIGIC) H=(AICIT) D=(A/GT)

'GIT) N=(AIGICIT), U=T and | DNARNA K]

PGR Primer Design |in siico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Searcn | Polymerase Cycting Assembly |

Parameters for PCR product analysis PCR primer design options

ST T T S e B [ ) e T ¥ Non-specific priming control I~ Gibson assembly
Limit for compatible combination of pair primers| 10 B B T [~ Multiplex PCR

I~ C=>T bisulphite conversion

Minimal di een multiplex PG
I~ Inverted PCR [~ Unique PCR
I™ Circular DNA I~ Group-specific PCR

Sequences: 1 : 962 | Additional sequence(s) or primers | Results report |

TGAGCCTTCGTATGGARACCTACTAAGTGOTAACTICCARACT CAGAGRARCCCTGGARTARRARATCES
CARTCCT! TCCTTGTTTIT TAGGT! TCAATGGAAGCTGTTCTAAC
AARTGGAGTTGATTGCATTGCOTTGOTAGCTGERATTCCTCTTTCTAT CTAAATTACAGARRAGATAACC
CTATATACCTANTACGCACGTATATATACTGACATATCARACGATTARTCACGACCCARATCCATARTAR
TTATTTATATAATTATAATARATTTTTATATAATTATARTARATTCARRATTTTAT GARARATTRAAGAS
TTATTGCGRATCCATTCTAAATTGRAGTAAGAGTCGARTATTCAGTGATCARATCATTTGARRARRARRA
TGATTAATCGGACGAGAATARAGACAGAGTCCCATTCTACATGTCAATACCGACAACARTGARATTTATA
S TAAGAGGAARATCCOTCOACTTTAGARATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCARAARACCAT TIT
ACCTCTTAAGTATTTTICCTCTTITCCETCEOTEACTCARAATTCACTATGTTTTCCATTTACTCTACTE
TTTCGCARRARGATCCGAGCOTTTTATGTTTAGTTTAGCACAAGTTTTTGTGCAATACACGTACRAGARS
ATATATGTACRARGACTCCCGAGTATTGARTTITTCACTATTCACAATCTATATTGTTACOTTATCCTTA
CACTTATAAATATCARAAGGTCCTCCTTTTTATTTAAGACCARARAATTTTCAGGGATTAGGTAAGGCTT
TTARRACTTTTTTGTCCTTTTARTGGACATARACACARGCCCCTAGTARGATAAGGCARTGCATGGARRA
TAGTCGGRATAGCTCAGTT GETAGAGCAGAGGACT GARAATCCTCRTCETCH

2,048MB) 1245AM | 4/4i2025

Gambar 3.27 Consensus sekuen diinput pada FastPCR

Pada FastPCR, desain kandidat primer dilakukan pada bagian "PCR Primer
Design”, kemudian input consensus sekuen dalam format FASTA pada bagian

"General sequences”, lalu klik "RUN". Pada Gambar 3.28 disajikan hasil kandidat-
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kandidat primer dari consensus tersebut, untuk mempermudah melakukan uji in

silico PCR, file disimpan pada Microsoft Excel atau Spreadsheet.

Sequences: 1 1755| Additional sequence(s) or primers PCR primers design result 1

PCR primers and probe design

Timerl Sequence(5'-3") Length(nt) Im("C) dG(kcal/mol) GC(%) Linguistic_Complexity(s) Primer_Efficiency(%)
H agrTtagtt ctgct 60. 78 77

: 77 a gcgga 60

23
23
23

74
23
23
23

]
e
e ]

3 om
DR

gaccagtgtttys
TCCQCaatTcaaTarggataget
agcagcttactgaactaactcac 23

3G e
WM e
)

I

Sequence (§'-

") length(nt)  Tm(°C) dG(kcal/mol) GC(%) Linguistic Complexity($)  Primer Efficiency(%) Fragment Size(bp)/Im("C)  Teopt(°C)
255-277  agctatccatattgaattgcgga 23 -26.8 39.1 38 74

27 gaccagtgtttggttcaatcaga 23 3

7 agctatccatattgaattgcgga 23
1111 tgtcggtattgacatgtgttgte 23

25-51 gtgagttagtteagtaagetget 23
:R_305-327 gaccagtgtttggttcaatcaga 23

Gambar 3.28 Hasil Desain Primer

3.4.5 Uji Coba In silico PCR

Pengoptimalan primer yang telah dilakukan menggunakan program Fast
PCR in silico. Mekanisme kerja program ini mengacu pada alat komputasi yang
umum digunakan untuk menghitung hasil reaksi berantai polimerase (PCR). Proses
ini dapat menghitung lokasi primer, orientasi, dan panjang setiap amplikon. Dalam
penelitian Kalandar et al. (2011) mencatat bahwa DNA template diamplifikasi
melalui berbagai siklus, termasuk: denaturasi (perombakan DNA template untai
ganda menjadi tunggal); proses annealing (primer pada DNA template); dan reaksi
ekstensi (pemanjangan primer dengan bantuan DNA polymerase). PCR dilakukan
menggunakan perangkat lunak FastPCR setelah tahap pembuatan sekuen dan uiji
coba primer dengan in silico.

Langkah-langkah uji coba primer secara in silico dengan perangkat lunak
FastPCR dimulai dengan membuka program, memasukkan sekuens DNA target
dan primer yang telah dirancang, lalu mengatur parameter seperti suhu annealing
dan panjang produk. Setelah itu, FastPCR mensimulasikan proses PCR dan
menampilkan hasil berupa posisi ikatan primer, ukuran fragmen, dan kemungkinan

amplifikasi non-spesifik. Proses ini ditunjukkan pada Gambar 3.29.
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Proses Uji Coba In silico PCR

mulai

1. Aplikasi FastPCR dibuka

2. Pilih Insilico PCR

3. Data hasil desain primer dibuka, kemudian salah satu kandidat primer dipilih
untuk diuji coba - Copy File

4. File disalin atau Paste pada laman ‘Additional Sequnces’

5. Salah satu sekuen DNA dipilih, kemudian Copy File — Paste pada laman
‘General Sequence’

6. Klik RUN — Buka laman ‘PCR Result’ untuk melihat hasil.

selesai

Gambar 3.29 Langkah-langkah uji coba primer dengan in Silico PCR
menggunakan perangkat lunak FastPCR.

Berikut merupakan ilustrasi langkah-langkah uji coba in silico PCR

menggunakan perangkat lunak FastPCR :

[onanis KA

2,0480M8) 1241 AM | 41472028

Gambar 3.30 FASTA tumbuhan diinput pada FastPCR

Dalam perangkat lunak FastPCR, uji coba in silico PCR dilakukan melalui
fitur khusus yang tersedia pada bagian "in silico PCR". Tahapan pertama dimulai
dengan membuka menu tersebut, kemudian memasukkan sekuens DNA target dari
tumbuhan yang akan diuji. Sekuens ini dimasukkan ke dalam kolom "Sekuen
Umum" sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 3.30. Data sekuens ini merupakan
urutan nukleotida dari spesies tumbuhan yang menjadi objek analisis dan berfungsi

sebagai template untuk proses simulasi PCR.
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Setelah sekuens target dimasukkan, langkah berikutnya adalah menginput
pasangan primer yang telah dirancang sebelumnya ke dalam kolom "Sekuen
Tambahan", seperti yang terlihat pada Gambar 3.31. Pasangan primer ini terdiri dari
primer maju (forward) dan primer balik (reverse) yang berperan penting dalam
menginisiasi amplifikasi fragmen DNA pada lokasi yang spesifik.

Setelah kedua komponen sekuens target dan pasangan primer dimasukkan
dengan benar. Selanjutnya, proses simulasi dilakukan dengan mengklik tombol
"RUN", yang akan memulai analisis in silico PCR. Hasil dari proses ini akan
menunjukkan apakah amplifikasi berhasil atau tidak, ditandai dengan muncul atau
tidaknya produk amplicon beserta informasi spesifik seperti lokasi ikatan primer

dan panjang fragmen hasil amplifikasi.

T EAT Sesrch Convering b Algnmert R TP
DEESHd xR A SRJBAFIEHEERSLT| D

M=(AIC) R=(A/G) W=(AIT) 5=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V={AIGIC) H=(AICIT) D=(AJGIT) B=(CIGIT) N=(AJGICIT), U=T and |
PCR Primer Design In siico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction Enyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cyding Assembly |

Length range of PCR product (bop):| 50 3000 Mismatches allowed in 3-end, 0.5 nt. 1

¥ PCR product prediction I~ Restrictanalysis to FIR primer pairs I~ Statistic report

¥ Show all maiching sites of pimer binding [ I~ Report amplicons to table
I~ Show only matching sites of primer binding that generate products I~ Circular sequence

I~ Show amplicon sequence I Linked (Associated) search

I~ Show only amplicons lengths I™ Probe search

Sequences: 1: 962 | Pre-designed primers list: 2 : 44 | In silico PCR Result

>1:F_255-277
agctatccatattgaattacgga
>1:R_355-37%
atcggasasaagtgectgete

2,048MB) 125TAM | 4412025

Gambar 3.31 Pasangan kandidat primer diinput pada FastPCR

Hasil uji coba primer secara in silico menggunakan perangkat lunak
FastPCR dapat dibedakan menjadi dua kategori utama, yaitu hasil positif dan hasil
negatif. Hasil positif menunjukkan bahwa primer yang diuji mampu mengenali dan
mengikat sekuens DNA target dengan tepat, sehingga amplifikasi berhasil terjadi.
Hal ini ditandai dengan munculnya nama spesies tumbuhan yang sesuai pada output
program, serta terbentuknya produk amplicon dengan ukuran yang sesuai prediksi
desain primer. Kondisi ini menunjukkan bahwa primer tersebut efektif dan spesifik
untuk mendeteksi DNA tumbuhan yang dianalisis, seperti terlihat pada Gambar
3.32.
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Sequences: 1: 656 | Pre-designed primers list: 2 - 38 flr:l_ silico ch'ﬁ"ﬁ'és:u\("l

In silico Primer(s) search for: 1
f S'-agctatccatattgaattgcgga

23 100% Im = €0.1°C

S-agCTaTCCataTtgaattgcgga->
FRERERETRRn el

actctcggcaacggatatctogget

1:r_355-375 5'-atcggaaaaaagtgcctgctc

Position: 299<-319 100% Tm = €1.8°C

<-cagaaacttgegttcaacg-5
(EERRRRNRARRR AR
gagtctttgaacgcaagttgegeee

|Amplicon size: 121bp Ta=5%°C

Gambar 3.32 Hasil Positif In silico PCR

Sebaliknya, hasil negatif menunjukkan kegagalan proses amplifikasi, yang
ditandai dengan tidak adanya produk amplicon maupun informasi spesies pada hasil
simulasi. Primer yang tidak cocok ini mungkin tidak mengenali sekuens target
karena perbedaan urutan nukleotida, pengaturan suhu annealing yang kurang
optimal, atau desain primer yang kurang tepat. Akibatnya, amplifikasi tidak terjadi
dan keluaran FastPCR menunjukkan hasil kosong atau nihil, sebagaimana

diperlihatkan pada Gambar 3.33.

Sequences: 1 656 | Pra-dasigned primess list- 2 - 42 In silico PCR Result

Gambar 3.33 Hasil Negatif In silico PCR
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3.4.6 Alur Penelitian
Alur penelitian dalam penelitian ini disusun sebagai berikut

[ Penyusunan proposal }

O

[ Pengecekan status kelangkaan tumbuhan ]

O

[ Pengambilan data sekunder dari GenBank }

O

[ Alignment dan pembuatan konsensus ]

O

[ Desain primer ]

O

[ Uji coba primer dengan In silico PCR ]

O

[ Penyusunan skripsi ]

Gambar 3.34 Alur penelitian
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