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3.1 Jenis Penelitian

Penelitian deskriptif adalah jenis penelitian yang dilakukan untuk mengetahui
keberadaan variabel (Sugiyono, 2005). Daftar jenis tumbuhan langka dari GenBank
digunakan sebagai data sekunder untuk penelitian ini. Selanjutnya, untuk
mengidentifikasi tumbuhan langka, dilakukan penyejajaran, pembuatan konsensus
sekuen, dan mendesain primer menggunakan penanda rpoCl.
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2024 hingga Juni 2025 dan
dilakukan di Laboratorium Riset Departemen Pendidikan Biologi, Fakultas
Pendidikan Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FPMIPA), Universitas
Pendidikan Indonesia, Jalan Dr. Setiabudi No.299, Bandung.
3.3 Alat dan Bahan

Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini yaitu perangkat komputer yang
terhubung dengan koneksi internet dan bahan berupa sekuen DNA tumbuhan
langka yang diperoleh dari GenBank.
3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Pengambilan Data

Penelitian ini menggunakan data sekuens DNA dari spesies tumbuhan langka

yang diperoleh berdasarkan daftar yang diterbitkan oleh Lembaga Ilmu
Pengetahuan Indonesia (LIPI) Press serta beberapa artikel ilmiah terkait. Pemilihan
spesies dilakukan secara acak, dengan mempertimbangkan ketersediaan data
sekuens di basis data GenBank. Proses pencarian difokuskan pada gen rpoCl
menggunakan nomor akses spesifik untuk memudahkan pencarian sekuens melalui
situs  https://www.NCBLnlm.nih.gov/. Selain itu, informasi tambahan juga
dikumpulkan dari artikel ilmiah yang diperoleh melalui pencarian di Google
Scholar dan ResearchGate, menggunakan kata kunci seperti “DNA Barcoding”,
“rpoCI”, “Rare Plants DNA Sequences”, serta istilah lain yang sesuai dengan

spesies target.
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Data dalam penelitian ini disesuaikan dengan klasifikasi kelangkaan yang
ditetapkan oleh International Union for Conservation of Nature (IUCN), yang
mencakup kategori seperti critically endangered (CR; kritis), endangered (EN;
genting), dan vulnerable (VU; rentan). Berikut cara memperoleh data tumbuhan
pada IUCN Redlist.

Informasi dari IUCN dapat diakses dengan mengetikkan "ITUCN" pada
kolom  pencarian di = Google  atau  langsung  melalui  laman
https://www.IUCNredlist.org/, di mana nama spesies yang dicari dapat dimasukkan
di kotak pencarian (Gambar 3.1). Gambar 3.2 memperlihatkan hasil pencarian dari
spesies Lobelia sancta. Dari data yang ditampilkan, dapat diketahui pada bagian
‘The Red List Assessment’ bahwa spesies ini dikategorikan sebagai CR, dengan
tanggal penilaian akhir (‘Last Assessed’) pada 13 Mei 2009. Selain itu, pada bagian
‘Scope of Assessment’ tercantum status Global, yang menunjukkan bahwa secara

global spesies ini termasuk dalam kategori Critically Endangered (CR).
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Gambar 3.1 Laman IUCN

(Sumber : Internasional Union for Conservation of Nature)

Lobelia sancta

Lobelia sancta has most recently been assessed for The JUCN Red List of Threatened Species in 2009.

Lobelia sanctais listed as Critically Endangered under criteria B1ab(iii)+2abiii).
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Gambar 3.2 Informasi Data Lobelia sancta pada Laman [UCN
(Sumber : Internasional Union for Conservation of Nature)
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Tabel 3.1 menyajikan data sekunder mengenai tumbuhan langka yang
digunakan untuk desain primer, meliputi nama ilmiah tumbuhan, nomor akses, serta
jumlah pasangan basa (pb) yang memudahkan pencarian data sekuen beserta
ukurannya di pangkalan data GenBank. Sebanyak 25 sekuen spesies tumbuhan
langka dikumpulkan dalam data tersebut. Selain itu, Tabel 3.2 dan Tabel 3.3

menampilkan data sekunder tumbuhan langka dan non-langka untuk pengujian

efektivitas, masing-masing terdiri dari 10 spesies.

Tabel 3.1 Data Sekunder Macam-Macam Tumbuhan Langka berdasarkan

Penanda rpoc! untuk Desain Primer

Status
No. Familia Nama Spesies Nomor Akses Jumlah pb
IUCN
1 Acanthaceae Justicia flava NC 044862.1 2064 VU
2 Akaniaceae Bretschneidera sinensis NC 037753.1 2076 EN
3 Alismataceae Sagittaria lichuanensis OK589351.1 2052 EN
4 Carramboa trujillensis KJ434454.1 2091 EN
Asteraceae Dendrosenecio
5 NC _037956.1 2091 EN
cheranganiensis
] Gymnospermium
6 Berberidaceae NC 030061.1 2076 EN
microrrhynchum
7 Sclerotheca viridiflora NC 035396.1 2049 CR
8 Campanulaceae  Lobelia yuccoides NC 035395.1 2049 EN
9 Lobelia sancta NC 035386.1 2049 CR
10 Geraniaceae Pelargonium cotyledonis ~ EU922580.1 2070 CR
11 Hydrangeaceae  Kirengeshoma palmata NC 044808.1 2061 EN
12 Hydrocharitaceae Najas flexilis KM373909.1 2055 VU
13 Magnoliaceae Magnolia officinalis KY085916.1 2046 EN
14 Marchantiaceae ~ Marchantia paleacea X04465.1 2055 VU
15 Myristicaceae  Horsfieldia pandurifolia  NC 042225.1 2052 EN
16 Nyssaceae Diplopanax stachyanthus ~ MG524991.1 2061 VU
17 Pandanaceac Martellidendron hornei MT046760.1 2061 VU
18 Solanum paucissectum NC 041624.1 2046 EN
19 Solanum hypacrarthrum  NC _041611.1 2046 EN
20 Solanum cajamarquense  NC_041599.1 2046 EN
- Solanaceae

21 Solanum albornozii NC 041590.1 2046 EN
22 Solanum acroglossum NC 041588.1 2046 EN
23 Solanum achacachense NC 041587.1 2046 EN
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Status
No. Familia Nama Spesies Nomor Akses Jumlah pb

IUCN
24 Solanaceae Capsicum tovarii NC 033526.1 2067 EN
25 Ulmaceae Ulmus americana NC 044473.1 2046 EN

Tabel 3.2 Data Sekunder Macam-Macam Tumbuhan Langka berdasarkan

Penanda rpoc! untuk Uji Efektivitas

Jumlah Status
No. Familia Nama Spesies Nomor Akses
pb IUCN
1 Araucariaceae Agathis dammara AB650587.1 2394 VU
Calocedrus
2 Cupressaceae AB715258.1 2118 EN
formosana
3 Isoetes malinverniana OM870180.1 2914 CR
- Isoetaceae
4 Isoetes azorica OMS870175.1 2919 \'48)
5 Pinaceae Picea morrisonicola AB547998.1 2772 \'48)
6 Torreya jackii MK249064.1 2118 EN
7 Taxaceae Torreya taxifolia MK249063.1 2118 CR
8 Torreya californica MK249062.1 2118 VU
9 ) Zamia furfuracea JQ770267.1 2764 EN
_ Zamiaceae
10 Ceratozamia hildae JQ770266.1 2766 CR

Tabel 3.3 Data Sekunder Macam-Macam Tumbuhan Tidak Langka berdasarkan

Penanda rpoc! untuk Uji Efektivitas

Jumlah Status
No. Familia Nama Spesies Nomor Akses
pb IUCN
1 Annonaceae Cananga odorata KU645819.1 2055 LC
2 Fabaceae Butea monosperma KY628020.1 2875 LC
3 Geraniaceae Pelargonium luridum KU535491.1 2079 LC
4 Isoetaceae Isoetes welwitschii OMS870260.1 2931 LC
Isoetes
5 OM870186.1 2914 LC
sampathkumaranii
- Isoetaceae
6 Isoetes schweinfurthii OMS870183.1 2906 LC
7 Isoetes duriei OMR870176.1 2018 LC
8 Moringaceae Moringa oleifera KY697382.1 2837 LC
9 Poaceae Cenchrus ciliaris KY860696.1 2052 LC
10 Podocarpaceae Podocarpus totara IJN627389.1 2454 LC
Keterangan: Kritis (Critically Endangered/CR), Genting (Endangered/EN),
Rawan (Vulnerable/VU)
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Sekuens DNA diperoleh dari GenBank melalui situs resmi National Center
for Biotechnology Information (NCBI). Untuk mengakses sekuen tersebut, "NCBI"
diketik di kolom pencarian Google atau langsung mengunjungi laman
https:/www.NCBLnlm.nih.gov/ (Gambar 3.3). Pencarian dilakukan dengan
memasukkan nama spesies dan gen penandanya, misalnya “Calocedrus formosana
rpoCI”, sebagaimana diperlihatkan pada Gambar 3.4. Hasil pencarian sekuens
DNA spesies Caloedrus formosana dengan penanda rpoClI dapat dilihat pada
Gambar 3.5. Penjelasan beberapa istilah penting yang muncul dalam proses

pencarian tersebut disajikan dalam Tabel 3.4.

W= An offcial websito of the United States govornment
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Protein
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NCBI News & Blog
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c
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Gambar 3.3 Laman NCBI

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)
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Gambar 3.4 Tipe Sekuen Diubah Menjadi “Nucleotide”, kemudian Nama Spesies
dan Penandanya Dimasukkan

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)
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Calocedrus formosana chloroplast rpoC1 gene for RNA polymerase beta subunit-

1, complete cds
GenBank: AB715258.1

FASTA Graphics
Golo: @
Locus AB715258 2118 bp  DNA  linear PN 26-APR-2013
DEFINITION Calocedrus formosana chloroplast rpoCl gene for RNA polymerase beta
subunit-1, complete cds.
ACCESSTON ~ AB715258
VERSION  AB715258.1
KEYWORDS
SOURCE chloroplast Calocedrus formosana
ORGANISM Calocedrus formosana
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spernatophyta; Pinopsida; Pinidae; Conifers II; Cupressales;
Cupressaceae; Calocedrus.
REFERENCE
AUTHORS Wy, C.S., Chaw,S.M. and Huang,Y.Y.
TITLE  Chloroplast phylogenomics indicates that Ginkgo biloba is sister to
JOURNAL  Genome Biol Evol 5 (1), 243-254 (2013)
PUBMED 23315384
REMARK  DOI:10.1093/gbe/evtoe1
REFERENCE 2 (bases 1 to 2118)
AUTHORS Wy, C. and Chaw,S.
TITLE  Direct Submission
JOURNAL  Submitted (27-APR-2012) Contact:Chung-Shien Wu Academia Sinica,

Biodiversity Research Center; Academia Road Sec. 2, Taipei 11529,
Taiwan

ORIGIN
1 atgaatgacc

61 ctcgcttogt

121 cagattttag

181 tttggaccta

241 aaggaaaact

301 cgaattcgaa

361 tatttcaaac

421 gaagacccag

601 gctatcagag
661 gaatggaaga
721 gaatttttga
781 ctttcacttc
841 attcaaaaaa
901 gacctgagge
961 ctttatctaa
1021 geatttctaa
1081 geacttcttg
1141 aaatcgttct
1201 aaacgggtcg
1261 caatgtggat
1321 ctagttgaac
1381 asacctatta
1441 cageaccca
1501 cgtgccattc
1561 cagatggctg
1621 ttttcccatc
1681 gatatgcttc
1741 aggtaccatc
1801 gatgcgctta
1861 tggagoagag
1921 gttcaatatg
1981 ggtagagtgg
2041 aatcgagaaa

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2118
alocedrus formosana™
gene
s

“RNA polymerase beta subunit-1"

1
/trans ation="¥NDONKHEQLQIGLVSPEQILANSERILPNGERVGQVTAEQILD

YRTYEPIRNGLLCI AC TQCGVELVIDPRI
RRYRMGYIKLACPVVHIWYFKRRPSYIASLLDKTRKEL EDPVYCDVCITRPTVNKPTL
LRFQGEL AGLDLQMIIDH:

YIEWKKIDTKISILFSSEETQTEFLKQDCPLKKLYKSMKKKLLSLQRRKDRLVRRMKF
AKYFIQKNVEPQWMVLCLLPVLPPDLRPMYKLNEGGVITSDLNELYLKVIRRNNNLLE
SIKWTRAFLIPNLLFDQKRLVQKAVDALLDNSIGTQPVKDSKDRPYKSFSDFLOGKEG
RFRESLLGKRVDYSGRSVIVVGPHLSLYQCGLPREMATELFQAFLIRDLVERQIAPNL.
RTAKFLIRDRKPTIWNILKQTIQRHPILLNRAPTLHRLGIQAFLPVLIKERAIRLHPL
VCAGFNADFDGDQMAVHVPLSMEAQVEARLLMFSHLNLISPTIGDPICVPTQDMLLGL
'YRSTLQKNQGIYENRYHPNNSKKKIVSPSFYSYDDALKAYEQKQIDLDSPLWLRWRRD
IDTSIINSVNRELPIEVQYESFGTFYEIYDHFRIRKGRVGKILNKYIRTTVGRIRFNR
ETEEATKGLWTFDIRQELSLFRI"

agaatasaca cgaacaactt caaattggat tagtttctcc cgagcagatt
ctganagaat attacctaat ggagasagag ttggacaagt gactgcagaa
attatagaac ttatgaacca ataagaaatg gattactttg tgaaagaata
agaaaagggg agtttgtgct totgtasaac ctccaatgat ggaaaatgag
acgactccaa tttttgtact caatgtggag ttgaacttgt tattgatcct
gatatcgaat gggatacatt asactggcat gtccagttgt teatatttgg
gacgtceeag ttatatcgeg agtctattag ataaaactcg tasagaatta
tatactgega tgtttgtatt actaggccca cagttaacaa gecaacttta
agggagaact tcgtgaatat gagtctcaat tttgggcaa agatattgct
cttgggattt tgcgctattt caagagcgag aaattgccac tggaggaaaa
aacaattage tggtctagat ctgcasatga ttatagatca ttcatatata
aaatagatac aaaaatatct atattatttt cgtcggagga gacacaaacc
agcaagactg tcctttgaaa aaattatata asagtatgaa gaaaaaactt
aaagaagaaa ggatcgtttg gttagacgga tgasatttgc taaatatttt
atgtagaacc acaatggatg gttttatgce tattaccagt tcttcctece
caatgtataa attaaatgaa ggtggagtga ttacttcgga tctcaatgaa
aagttatccg tcgaaataat aatcttttag aatccatasa atggactcgt
taccaaattt attgtttgat cagaagagat tagtccaaaa agcggtagat
ataatagtat aggcacgcaa ccggtgaaag atagtaagga tagaccttat
cagatttcct ccaagggaaa gaaggaagat ttcgtgasag tttacttgga
attattcagg tegtictgtt attgtggtag gtccceatct ctcattatat
tacccegaga aatggeaata gaactttttc aageattttt aattcgtgat
gacagattgc tcccaatcta agaactgcta aatttttaat tcgagatagg
tatggaacat acttaaacag actatccaaa gacatcccat attgttaaat
ccttacacag attaggaata caagcatttc tacctgtttt aatasaagaa
ggttacacce attggtttgt geaggattta atgeggactt tgacggagat
tecacgtace tttatctatg gaagctcaag tggaagetcg tttacttatg
teaatcttat ctctccaact ataggagacc ctatttgtgt accgactcaa
taggacttta tagatcaact cttcasaaaa accagggcat ttatgaaaat
cgaataactc aaaaaagaag atcgtctcac cttcgtttta tagctatgat
aagcttatga acaaaaacaa attgatttag acagtccttt atggctccga
atatagatac ctctattatt aattcagtaa atcgagaact tcctatcgaa
aatctttcgg taccttctac gaaatctatg atcattttag aataagaaaa
ggaasatact gaatasatac attcgaacaa ccgttggte tattcgtttt
tagaagaage tataaaagge ttgtggactt ttgatatccg acaagaattg

2101 tcactattca gaatttaa

(Sumber : National Center of Biotechnology Information)
Tabel 3.4 Poin dalam Hasil Data NCBI

Istilah

Penjelasan

Nomor AB715258.1

Nomor akses unik untuk sekuen DNA tersebut

Nomor 2118 bp

Panjang sekuen berupa 2118 pasangan basa

atau karakter

26-APR-2013

Tanggal publikasi data, yaitu pada 26 April
2013

Calocedrus formosana

Nama spesies yang memiliki sekuen DNA

tersebut

Source - Features

Informasi atau identitas yang menjelaskan

sekuen DNA tersebut

‘ORIGIN’

Penanda awal dimulainya data sekuen DNA

Angka 1 pada ‘ORIGIN’

Indeks awal karakter pertama pada sekuen

DNA

Angka 61 — 2101 pada
‘ORIGIN’

Indeks karakter berikutnya dalam sekuen

DNA

Tanda ‘//°

Penanda akhir dari sekuen DNA
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Gambar 3.5 Informasi Data Calocedrus formosana menggunakan Penanda rpoC1
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Terdapat enam kolom sekuens yang masing-masing terdiri dari 36 baris,
dengan setiap baris memuat 10 karakter nukleotida. Untuk keperluan penelitian,
sekuens dalam format FASTA dapat diperoleh dengan memilih opsi “FASTA”
yang terletak di pojok kiri atas tampilan (Gambar 3.6). Informasi sekuens yang
dibutuhkan ditampilkan pada Gambar 3.7, kemudian data tersebut disalin dan
ditempelkan ke dalam perangkat lunak NotePad sebagaimana ditunjukkan pada
Gambar 3.8.

Calocedrus formosana chloroplast rpoC1 gene for RNA polymerase beta subunit-
1, complete cds

GenBank: AB715258.1
FASTA  Graphics

Gambar 3.6 Opsi “FASTA” untuk Memperoleh FASTA Format dari Sekuen

tersebut.

FASTA ~ Send to: v

Calocedrus formosana chloroplast rpoC1 gene for RNA polymerase beta subunit-
1, complete cds

GenBank: AB715258.1

GenBank Graphics

>AB715258.1 Calocedrus formosana chloroplast rpoCl gene for RNA polymerase beta
subunit-1, complete cds
ATGAATGACCAGAATAAACACGAACAACTTCAAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTCGCTTGGT
CTGAAAGAATATTACCTAATGGAGAAAGAGTTGGACAAGTGACTGCAGAACAGATTTTAGATTATAGAAC
TTATGAACCAATAAGAAATGGATTACTTTGTGAAAGAATATTTGGACCTAAGAAAAGGGGAGTTTGTGCT
TGTGTAAAACCTCCAATGATGGAAAATGAGAAGGAAAACTACGACTCCAATTTTTGTACTCAATGTGGAG
TTGAACTTGTTATTGATCCTCGAATTCGAAGATATCGAATGGGATACATTAAACTGGCATGTCCAGTTGT
TCATATTTGGTATTTCAAACGACGTCCCAGTTATATCGCGAGTCTATTAGATAAAACTCGTAAAGAATTA
GAAGACCCAGTATACTGCGATGTTTGTATTACTAGGCCCACAGTTAACAAGCCAACTTTATTGCGATTTC
AGGGAGAACTTCGTGAATATGAGTCTCAATTTTGGGCAAAAGATATTGCTTCTTATCTCTCTTGGGATTT
TGCGCTATTTCAAGAGCGAGAAATTGCCACTGGAGGAAAAGCTATCAGAGAACAATTAGCTGGTCTAGAT
CTGCAAATGATTATAGATCATTCATATATAGAATGGAAGAAAATAGATACAAAAATATCTATATTATTTT
CGTCGGAGGAGACACAAACCGAATTTTTGAAGCAAGACTGTCCTTTGAAAAAATTATATAAAAGTATGAA
GAAAAAACTTCTTTCACTTCAAAGAAGAAAGGATCGTTTGGTTAGACGGATGAAATTTGCTAAATATTTT
ATTCAAAAAAATGTAGAACCACAATGGATGGTTTTATGCCTATTACCAGTTCTTCCTCCCGACCTGAGGC
CAATGTATAAATTAAATGAAGGTGGAGTGATTACTTCGGATCTCAATGAACTTTATCTAAAAGTTATCCG
TCGAAATAATAATCTTTTAGAATCCATAAAATGGACTCGTGCATTTCTAATACCAAATTTATTGTTTGAT
CAGAAGAGATTAGTCCAAAAAGCGGTAGATGCACTTCTTGATAATAGTATAGGCACGCAACCGGTGAAAG
ATAGTAAGGATAGACCTTATAAATCGTTCTCAGATTTCCTCCAAGGGAAAGAAGGAAGATTTCGTGAAAG
TTTACTTGGAAAACGGGTCGATTATTCAGGTCGTTCTGTTATTGTGGTAGGTCCCCATCTCTCATTATAT
CAATGTGGATTACCCCGAGAAATGGCAATAGAACTTTTTCAAGCATTTTTAATTCGTGATCTAGTTGAAC
GACAGATTGCTCCCAATCTAAGAACTGCTAAATTTTTAATTCGAGATAGGAAACCTATTATATGGAACAT
ACTTAAACAGACTATCCAAAGACATCCCATATTGTTAAATCGAGCACCCACCTTACACAGATTAGGAATA
CAAGCATTTCTACCTGTTTTAATAAAAGAACGTGCCATTCGGTTACACCCATTGGTTTGTGCAGGATTTA
ATGCGGACTTTGACGGAGATCAGATGGCTGTCCACGTACCTTTATCTATGGAAGCTCAAGTGGAAGCTCG
TTTACTTATGTTTTCCCATCTCAATCTTATCTCTCCAACTATAGGAGACCCTATTTGTGTACCGACTCAA
GATATGCTTCTAGGACTTTATAGATCAACTCTTCAAAAAAACCAGGGCATTTATGAAAATAGGTACCATC
CGAATAACTCAAAAAAGAAGATCGTCTCACCTTCGTTTTATAGCTATGATGATGCGCTTAAAGCTTATGA
ACAAAAACAAATTGATTTAGACAGTCCTTTATGGCTCCGATGGAGGAGAGATATAGATACCTCTATTATT
AATTCAGTAAATCGAGAACTTCCTATCGAAGTTCAATATGAATCTTTCGGTACCTTCTACGAAATCTATG
ATCATTTTAGAATAAGAAAAGGTAGAGTGGGGAAAATACTGAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TATTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCTATAAAAGGCTTGTGGACTTTTGATATCCGACAAGAATTG
TCACTATTCAGAATTTAA

Gambar 3.7 Data dalam Format FASTA
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>AB715258.1 Calocedrus formosana chloroplast rpaCl gene for RNA polymerase beta subunit-1,
complete cds
ATGAATGACCAGAATAAACACGAACAACTTCAAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTCGCTTGGT
CTGAAAGAATATTACCTAATGGAGAAAGAGTTGGACAAGTGACTGCAGAACAGATTTTAGATTATAGAAC
TTATGAACCAATAAGAAATGGATTACTTTGTGAAAGAATATTTGGACCTAAGAAAAGGGGAGTTTGTGCT
TGTGTAAAACCTCCAATGATGGAAAATGAGAAGGAAAACTACGACTCCAATTTTTGTACTCAATGTGGAG
TTGAACTTGTTATTGATCCTCGAATTCGAAGATATCGAATGGGATACATTAAACTGGCATGTCCAGTTGT
TCATATTTGGTATTTCAAACGACGTCCCAGTTATATCGCGAGTCTATTAGATAAAACTCGTAAAGAATTA
GAAGACCCAGTATACTGCGATGTTTGTATTACTAGGCCCACAGTTAACAAGCCAACTTTATTGCGATTTC
AGGGAGAACTTCGTGAATATGAGTCTCAATTTTGGGCAAAAGATATTGCTTCTTATCTCTCTTGGGATTT
TGCGCTATTTCAAGAGCGAGAAATTGCCACTGGAGGAAAAGCTATCAGAGAACAATTAGCTGGTCTAGAT
CTGCAAATGATTATAGATCATTCATATATAGAATGGAAGAAAATAGATACAAAAATATCTATATTATTTT
CGTCGGAGGAGACACAAACCGAATTTTTGAAGCAAGACTGTCCTTTGAAAAAATTATATAAAAGTATGAA
GAAAAAACTTCTTTCACTTCAAAGAAGAAAGGATCGTTTGGTTAGACGGATGAAATTTGCTAAATATTTT
ATTCAAAAAAATGTAGAACCACAATGGATGGTTTTATGCCTATTACCAGTTCTTCCTCCCGACCTGAGGC
CAATGTATAAATTAAATGAAGGTGGAGTGATTACTTCGGATCTCAATGAACTTTATCTAAAAGTTATCCG
TCGAAATAATAATC AGAATCCATAAAATGGACTCGTGCATTTCTAATACCAAATTTATTGTTTGAT
CAGAAGAGATTAGTCCAAAAAGCGGTAGATGCACTTCTTGATAATAGTATAGGCACGCAACCGGTGAAAG
ATAGTAAGGATAGACCTTATAAATCGTTCTCAGATTTCCTCCAAGGGAAAGAAGGAAGATTTCGTGAAAG
TTTACTTGGAAAACGGGTCGATTATTCAGGTCGTTCTGTTATTGTGGTAGGTCCCCATCTCTCATTATAT
CAATGTGGATTACCCCGAGAAATGGCAATAGAACTTTTTCAAGCATTTTTAATTCGTGATCTAGTTGAAC
GACAGATTGCTCCCAATCTAAGAACTGCTAAATTTTTAATTCGAGATAGGAAACCTATTATATGGAACAT
ACTTAAACAGACTATCCAAAGACATCCCATATTGTTAAATCGAGCACCCACCTTACACAGATTAGGAATA
CAAGCATTTCTACCTGTTTTAATAAAAGAACGTGCCATTCGGTTACACCCATTGGTTTGTGCAGGATTTA
ATGCGGACTTTGACGGAGATCAGATGGCTGTCCACGTACCTTTATCTATGGAAGCTCAAGTGGAAGCTCG
TTTACTTATGTTTTCCCATCTCAATCTTATCTCTCCAACTATAGGAGACCCTATTTGTGTACCGACTCAA
GATATGCTTCTAGGACTTTATAGATCAACTCTTCAAAAAAACCAGGGCATTTATGAAAATAGGTACCATC
CGAATAACTCAAAAAAGAAGATCGTCTCACCTTCGTTTTATAGCTATGATGATGCGCTTAAAGCTTATGA
ACAAAAACAAATTGATTTAGACAGTCCTTTATGGCTCCGATGGAGGAGAGATATAGATACCTCTATTATT
AATTCAGTAAATCGAGAACTTCCTATCGAAGTTCAATATGAATCTTTCGGTACCTTCTACGAAATCTATG
ATCATTTTAGAATAAGAAAAGGTAGAGTGGGGAAAATACTGAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TATTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCTATAAAAGGCTTGTGGACTTTTGATATCCGACAAGAATTG
TCACTATTCAGAATTTAA

Gambar 3.8 Data pada Perangkat Lunak NotePad

Pengubahan nama data dilakukan agar lebih mudah dibaca, yaitu dengan
menghapus informasi lain selain nama spesies, penanda, dan simbol “>’. Spasi pada
nama diganti dengan tanda ‘_’, dan tanda >’ tetap dipertahankan di awal nama agar
formatnya benar (Gambar 3.9). Prosedur ini dilakukan untuk seluruh tumbuhan
yang menjadi objek penelitian. Setelah data dikumpulkan, semuanya disimpan
dalam satu file yang sama seperti terlihat pada Gambar 3.10. Penyimpanan data
dalam satu file bertujuan untuk memudahkan pengelolaan saat akan digunakan, dan

file disimpan dengan nama sesuai kebutuhan penelitian.

>Calocedrus_formosana_rpoC1
ATGAATGACCAGAATAAACACGAACAACTTCAAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTCGCTTGGT
CTGAAAGAATATTACCTAATGGAGAAAGAGTTGGACAAGTGACTGCAGAACAGATTTTAGATTATAGAAC
TTATGAACCAATAAGAAATGGATTACTTTGTGAAAGAATATTTGGACCTAAGAAAAGGGGAGTTTGTGCT
TGTGTAAAACCTCCAATGATGGAAAATGAGAAGGAAAACTACGACTCCAATTTTTGTACTCAATGTGGAG
TTGAACTTGTTATTGATCCTCGAATTCGAAGATATCGAATGGGATACATTAAACTGGCATGTCCAGTTGT
TCATATTTGGTATTTCAAACGACGTCCCAGTTATATCGCGAGTCTATTAGATAAAACTCGTAAAGAATTA
GAAGACCCAGTATACTGCGATGTTTGTATTACTAGGCCCACAGTTAACAAGCCAACTTTATTGCGATTTC
AGGGAGAACTTCGTGAATATGAGTCTCAATTTTGGGCAAAAGATATTGCTTCTTATCTCTCTTGGGATTT
TGCGCTATTTCAAGAGCGAGAAATTGCCACTGGAGGAAAAGCTATCAGAGAACAATTA
CTGCAAATGATTATAGATCATTCATATATAGAATGGAAGAAAATAGATACAAAAAT,
CGTCGGAGGAGACACAAACCGAATTTTTGAAGCAAGACTGTCCTTTGAAAAAATTATATAAAAGTATGAA
GAAAAAACTTCTTTCACTTCAAAGAAGAAAGGATCGTTTGGTTAGACGGATGAAATTTGCTAAATATTTT
ATTCAAAAAAATGTAGAACCACAATGGATGGTTTTATGCCTATTACCAGTTCTTCCTCCCGACCTGAGGC
CAATGTATAAATTAAATGAAGGTGGAGTGATTACTTCGGATCTCAATGAACTTTATCTAAAAGTTATCCG
TCGAAATAATAATCTTTTAGAATCCATAAAATGGACTCGTGCATTTCTAATACCAAATTTATTGTTTGAT
CAGAAGAGATTAGTCCAAAAAGCGGTAGATGCACTTCTTGATAATAGTATAGGCACGCAACCGGTGAAAG
ATAGTAAGGATAGACCTTATAAATCGTTCTCAGATTTCCTCCAAGGGAAAGAAGGAAGATTTCGTGAAAG
TTTACTTGGAAAACGGGTCGATTATTCAGGTCGTTCTGTTATTGTGGTAGGTCCCCATCTCTCATTATAT
CAATGTGGATTACCCCGAGAAATGGCAATAGAACTTTTTCAAGCATTTTTAATTCGTGATCTAGTTGAAC
GACAGATTGCTCCCAATCTAAGAACTGCTAAATTTTTAATTCGAGATAGGAAACCTATTATATGGAACAT
ACTTAAACAGACTATCCAAAGACATCCCATATTGTTAAATCGAGCACCCACCTTACACAGATTAGGAATA
CAAGCATTTCTACCTGTTTTAATAAAAGAACGTGCCATTCGGTTACACCCATTGGTTTGTGCAGGATTTA
ATGCGGACTTTGACGGAGATCAGATGGCTGTCCACGTACCTTTATCTATGGAAGCTCAAGTGGAAGCTCG
TTTACTTATGTTTTCCCATCTCAATCTTATCTCTCCAACTATAGGAGACCCTATTTGTGTACCGACT!
GATATGCTTCTAGGACTTTATAGATCAACTCTTCAAAAAAACCAGGGCATTTATGAAAATAGGTACCATC
CGAATAACTCAAAAAAGAAGATCGTCTCACCTTCGTTTTATAGCTATGATGATGCGCTTAAAGCTTATGA
ACAAAAACAAATTGATTTAGACAGTCCTTTATGGCTCCGATGGAGGAGAGATATAGATACCTCTATTATT
AATTCAGTAAATCGAGAACTTCCTATCGAAGTTCAATATGAATCTTTCGGTACCTTCTACGAAATCTATG
ATCATTTTAGAATAAGAAAAGGTAGAGTGGGGAAAATACTGAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TATTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCTATAAAAGGCTTGTGGACTTTTGATATCCGACAAGAATTG
TCACTATTCAGAATTTAA

Gambar 3.9 Format Penamaan
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>Torreya jackii._rnoCl
ATGAGTGACCAGGATAAACATCAACAACTTCGAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTTGCTTGGT
CTGAAAGAATTTTACCTAATGGAGAAAGAGTCGGAGAAGTGACTACAGACTATACTTTAGATTATAAAAC
TTATGAACCAGAAAGAGATGGATTATTTTGTGAAAAAATCTTTGGACCTAAAAAAAGGGGAGTTTGTGCT
TGTGGAAAATCTCGAGTGATCGAGAATGAAAAGGAAGACCACAAATCCAATTTTTGTGCCCAATGTGGAG
CTGGCATGTCCAGTTGT

AGGGTTCACTTAAATATGAGCATCAATCCTGGCCAGAGATTATTGCTTATTATCTCTCTTGGGATTTTGG
GCTATTTCAAGAGAGAGAAATAGCCACTGGGGGAAAAGCTATCAGAGACCAACTAGCGGGTCTGGATCTG
CAAATTATTCTGGATCGTTCATATATGGAATGGAAGAGATTGGACGAAATAATATCTATACTATTTACGG
GGACTACTAATGCCAAAAAGGATATAGTTTTTGATAAGGGATTAAAAAAGATGTATGATAAATTGAATGA
GCAAGAACTTCAAAAACTTCGAAGAAGAAAGGATCTTTTGGTTAGACGCATGAGATTAGCTAAATATTTT
ATTCAAGCAAATATAGAACCACAATGGATGGTTTTATCCCTATTACCAGTTCTTCCTCCCGATCTGAGGC
CAATGTTTCAATTAGATGAAGTTGGACTGATTAGTTCGGATCTCAATGAACTTTATCAAACAGTTATCCG
TCGAAATAATCTTCTTATTCACCTTAGAAAAAATACTAATGTATTTGTAATGCCGGATTTATTGACTGAT
CAAAAGAGATTAGTCCAAGAAGCCGTAGATGCACTTCTTGATAACGGCATCGGCGGACAACCAGTGAGAG
ACAGTCATGATAGACCTTATAAATCGTTATCAGATTTCATCCAAGGCAAAGAAGGAAGATTTCGTGAAAA
TTTACTTGGAAAACGAGTTGATTATTCAGGTCGTTCTGTTATTGTGGTAGGTCCCCTTCTTTCATTGTAT
CAATGTGGATTACCCCGAGAAATCGCAGTAGAGCTTTTTCAAGCATTTTTAATTCGTGATCTAATTGAAC
GACAAATTGCTCCCAATCTAAGAGCAGCTAAAAGTATAATTCGAGATAGGGGACCCATTATATGGAACGT

ATGCGGATTTTGACGGAGATCAGATGGCTGTCCACGTACCTCTATCGATGGAAGCTCAAGTAGAAGCTCG
TTTACTTATGTTTTCTCATCTCAATCTTATCTCTCCAACTATAGGATATCCTATTTGCGTACCGACTCAA
GATATGCTTCTCGGACTTTATAGATCAACTCTTCAAAAAAACCAAGGTATTTATGAAAATAGGTACCACC
CAGATAACTCAAAAAAGAAGATCATTTCACCTTCGTTTTCTAGTTATGATGATGCACTCAGAGCTTATCA
ACAAAAACGAATTGATTTAGACAGTCCGTTATGGCTCCGGTGGGGGAGAGATATAGATATCCCTATTATA
AATTCAGTAAACCGAGAAGTCCCTATCGAAGTTCAATATGAATCTTTGGGTACTTTCTACGAAATCCATC
AACATTTTCGAATAAGAAAAGGTAGAATGGGAGAAATACTTAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TACTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCCATAAAAGGTTTGTGGGCTTATGATATCCGACAAGAACTG
TCACTATTCAGAATATAA

>Torreya taxifolia_rpocl
ATGAGTGACCAGGATAAACATCAACAACTTCGAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTTGCTTGGT
CTGAAAGAATTTTACCTAATGGAGAAAGAGTCGGAGAAGTGACTACAGACTATACTTTAGATTATAAAAC

AACATTTTCGAATAAGAAAAGGTAGAATGGGAGAAATACTTAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TACTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCCATAAAAGGTTTGTGGGCTTATGATATCCGACAAGAACTG
TCACTATTCAGAATATAA

1

A ACAACTTCGAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTTGCTTGGT
CTGAAAGAATTTTACCTAATGGAGAAAGAGT CGGAGAAGTGACTACAGACTATACTTTAGATTATAAAAC
TTATGAACCAGAAAGAGATGGATTATT TTGTGAAAAAAT CTTTGGACCTAAAAAAAGGGGAGTTTGTGCT
TGTGGAAAATCTCGAGTGATCGAGAATGAAAAGGAAGACCACAAATCCAATTTTTGTGCCCAATGTGGAG
TTGAACTTGTTGTTGATTCTCGAATTCGAAGATATCAAATGGGATACATTAAACTGGCATGTCCAGTTGT
TCATATTTGGTATTTCAAACGGCGTCCCAGTTATATTGCGGATCTATTAGATAAAACTCGTAAAGAATTA
GAAGACCCAGTATACTGCGATGTTTATATTACTAGGTCCATGGCTAACAAGCCAACTTTATTGCGATTTC
AGGGTTCACTTAAATATGAGCATCAATCCTGGCCAGAGATTATTGCTTATTATCTCTCTTGGGATTTTGG
GCTATTTCAAGAGAGAGAAATAGCCACTGGGGGAAAAGCTATCAGAGACCAACTAGCGGGTCTGGATCTG
CAAATTATTCTGGATCGTTCATATATGGAATGGAAGAGATTGGACGAAATAATATCTATACTATTTACGG
GGACTACTAATGCCAAAAAGGATATAGTTTTTGATAAGGGATTAAAAAAGATGTATGATAAATTTAATGA
GCAAGAACTTCAAAAACTTCGAAGAAGAAAGGATCTTTTGGTTAGACGCATGAGATTAGCTAAATATTTT
ATTCAAGCAAATATAAAACCACAATGGATGGTTTTATCCCTATTACCAGTTCTTCCTCCCGATCTGAGGC
CAATGTTTCAATTAGATGAAGTTGGACTGATTAGTTCGGATCTCAATGAACTTTATCAAACAGTTATCCG
TCGAAATAATCTTCTTATTCAACTTAGAAAAAATACTAATGTATTTGTAATGCCGGATTTATTGACTGAT
(CAAAAGAGATTAGTCCAAGAAGCCGTAGATGCACTTCTTGATAACGGCATCGGCGGACAACCAGTGAGAG
ACAGTCATGATAGACCTTATAAATCGTTATCAGATTTCATCCAAGGCAAAGAAGGAAGATTTCGTGAAAA
TTTACTTGGAAAACGAGTTGATTATTCAGGTCGTTCTGTTATTGTGGTAGGTCCCCTTCTTTCATTGTAT
CAATGTGGATTACCCCGAGAAATCGCAGTAGAGCTTTTTCAAGCATTTTTAATTCGTGATCTAATTGAAC
GACAAATTGCTCCCAATCTAAGAGTAGCTAAAAGTATAATTCGAGATAGGGGACCCATTATATGGAACGT
ACTTAAACAAATTATGCAAAGACATCCCGTATTGTTAAATCGAGCGCCTACCTTACACAGATTAGGAATA
CAAGCATTTATACCTATTTTAATAGAAGAACGTGCTATTCGTTTACATCCATTGGTTTGTGCAGGATTTA
ATGCGGATTTTGACGGAGATCAGATGGCTGTCCACGTACCTCTATCGATGGAAGCTCAAGTAGAAGCTCG
TTTACTTATGTTTTCTCATCTCAATCTTATCTCTCCAACTATAGGATATCCTATTTGCGTACCGACTCAA
GATATGCTTCTCGGACTTTATAGATCAACTCTTCAAAAAAACCAAGGTATTTATGAAAATAGGTACCACC
CAGATAACTCAAAAAAGAAGATCATTTCACCTTCGTTTTCTAGTTATGATGATGCACTCAGAGCTTATCA
ACAAAAACGAATTGATTTAGACAGTCCGTTATGGCTCCGGTGGGGGAGAGATATAGATATCCCTATTATA
AATTCAGTAAACCGAGAAGTCCCTATCGAAGTTCAATATGAATCTTTGGGTACTTTCTACGAAATCCATC
AACATTTTCGAATAAGAAAAGGTAGAATGGGAGAAATACTTAATAAATACATTCGAACAACCGTTGGTCG
TACTCGTTTTAATCGAGAAATAGAAGAAGCCATAAAAGGTTTGTGGGCTTATGATATCCGACAAGAACTG
TCACTATTCAGAATATAA

A TGACC/ TTCGAATTGGATTAGTTTCTCCCGAGCAGATTCTTGCTTGGT
CTGAAAGAATTTTACCTAATGGAGAAAGAGT CGGAGAAGTGACTACAGACTATACTTTAGATTATAAAAC

Gambar 3.10 Contoh beberapa Data dalam Format FASTA

3.4.2 Sequence Alignment

Proses pengolahan data meliputi tahap penyusunan, penyesuaian, serta
karakterisasi data menggunakan perangkat lunak ClustalX (Thompson et al., 1997).
Penting untuk diketahui bahwa ClustalX hanya dapat mengolah data yang
tersimpan dalam format FASTA, yang dapat disiapkan melalui aplikasi NotePad.
Aplikasi ClustalX sendiri dapat diunduh dari
situs http://www.clustal.org/download/current/. Adapun langkah-langkah untuk

melakukan penyejajaran sekuens (alignment) dengan ClustalX disajikan pada

Gambar 3.11.

Preprocessing Data — Sequence Alignment

mulai

1. Unduh dan instal perangkat lunak ClustalX

Buka aplikasi, lalu pilih menu FILE — Load Sequences untuk memuat data

Pilih file sekuens yang akan dianalisis, lalu klik Open

. Lanjutkan dengan mengakses menu ALIGNMENT — Do Complete
Alignment untuk memulai proses penyejajaran

5. Setelah proses selesai, beri nama pada file hasil penyejajaran dan klik OK

6. Simpan hasilnya dalam format FASTA dengan memilih FILE — Save

Sequences As, lalu klik OK

selesai

Gambar 3.11 Langkah-Langkah melakukan Sequence Alignment menggunakan
Perangkat Lunak Clustalx.
Perangkat lunak ClustalX diunduh  melalui  situs resmi di

http;//www.clustal.org/download/current/.  Data  yang akan disejajarkan
Aisyah Fikria Fauziah, 2025
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dimasukkan ke dalam ClustalX (Gambar 3.12), hasil tampilan akan terlihat seperti

pada Gambar 3.13, yang menunjukkan beberapa sekuen dengan panjang yang

bervariasi.
[Maltie Alignment Mode =] Font Size{10 <]
.44! 2T 2]

Gambar 3.12 Perangkat Lunak ClustalX

Gambar 3.13 Data Sekuen DNA Dimasukkan pada ClustalX

Sebelum memulai proses penyejajaran, simpan data dalam format NEXUS
dengan cara klik menu Alignment, pilih Output Format File, kemudian NEXUS
format dipilih seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3.14. Penyejajaran dilakukan
dengan memilih menu ALIGNMENT — Do Complete Alignment (Gambar 3.15).
Setelah semua tahapan selesai, hasil penyejajaran akan muncul seperti pada
Gambar 3.16, yang menunjukkan perbedaan antara sekuen sebelum dan sesudah
disejajarkan. Data yang berhasil disejajarkan akan ditandai dengan munculnya

pesan “NEXUS-Alignment file created” pada bagian bawah layar. Dari proses ini,

Aisyah Fikria Fauziah, 2025
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ClustalX menghasilkan tiga file keluaran yaitu dengan ekstensi ‘.aln’, ‘.dnd’, dan

(3

.nxs’.

File Edt Aignment Trees Colors Quality Help

Multiple Alignment Mode +|  Font Size{10 ~|

#7 Output Format Options -

CLOSE

Output Files
% CLUSTAL format I~ NBRF/PIR format
I~ GCGIMSF format [~ PHYLIP format
[~ GDEformat & NEXUS format
I~ FASTA format

GDE output case :

CLUSTALW sequence numbers : OFF  ~

Output order

Parameter output

Tuler 1 10 e . e . . e
< L.M O

Gambar 3.14 Data Disimpan dalam Format NEXUS

o]

% Complete Aignment
Output Guide Tree File:
[cAUserstaiiDesktopisokrispi2.Oiprimer 2.0,

Output Alignment Files:

Clustal: [CUserstaiiDesktoplsokrispii.Oiprimer 2.0.
Nexus: | CAUserstaiiDesktopisokrispii2.O\primer 2.0.

ALIGN CANCEL

Gambar 3.15 Lakukan Penyejajaran dengan Cara Pilih Menu ALIGNMENT — Do
Complete Alignment

1 ClusaX (183)
Fle Edt Aignment Trees Colors Quality Help

Multiple Alignment Mode ~|  Font Size10 ~!

T remetiaotticsn
=

ruler 1 10 20

Gambar 3.16 Sekuen DNA Setelah Dilakukan Proses Penyejajaran
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3.4.3 Membuat Konsensus Sekuen

Konsensus sekuen disusun menggunakan perangkat lunak BioEdit Sequence
Alignment Editor (TA, 1999). Langkah-langkah dalam pembuatan konsensus
sekuen dengan BioEdit ditunjukkan pada Gambar 3.17.

Preprocessing Data — Pembuatan Konsensus Sekuen

mulai

1. Jalankan aplikasi BioEdit

2. Impor file data melalui menu FILE — Open

3. Pastikan data sekuen memiliki eksistensi ‘txt’ atau ‘aln’ agar dapat terbaca
4

Pilih menu ALIGNMENT — kemudian klik opsi Create Consensus

Sequences

5. Simpan hasil konsensus dengan memberi nama file dan klik OK

6. Pilih FILE — Save Sequences As, dan simpan dalam format FASTA, lalu
klik OK

selesai

Gambar 3.17 Langkah-Langkah Pembuatan Konsensus Sekuen menggunakan
BioEdit.
Perangkat  lunak  BioEdit  dapat  diunduh  melalui  laman
https://bioedit.software.informer.com. Setelah dijalankan, antarmuka BioEdit akan
terlihat seperti pada Gambar 3.18. Data hasil penyejajaran sekuen dimasukkan

dengan mengklik ikon “Folder” di bagian kiri atas tampilan (Gambar 3.19).

Gambar 3.18 Perangkat Lunak BioEdit

Aisyah Fikria Fauziah, 2025
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Gambar 3.19 Data yang Telah Dikumpulkan Dimasukkan, Klik Menu ‘Folder’
pada Sebelah Kiri Atas.

Data yang telah dimasukkan kemudian dibuat konsensus sekuennya. Menu
“Alignment” dan “Create Consensus Sequence” dipilih (Gambar 3.20). Hasil
konsensus sekuen muncul pada baris terakhir dengan label “Consensus” seperti
terlihat pada Gambar 3.21. Data konsensus ini kemudian disimpan dalam format
FASTA (Gambar 3.22) dan disimpan ke dalam perangkat lunak NotePad untuk
keperluan pembuatan primer (Gambar 3.23). Basa DNA selain ‘A’, ‘T’, ‘G’, dan
‘C’ yang muncul pada konsensus kemudian diubah sesuai dengan kode nukleotida
ITUPAC yang dijelaskan pada Gambar 3.24 dan disimpan kembali ke NotePad 3.25.
Setelah konsensus sekuen selesai, langkah selanjutnya adalah melakukan uji coba

in silico PCR, yang diawali dengan proses desain primer.

¥ Biokdit Seq
Fle Est Se

® D

P Cllsenanesito

T} o] =l

Gambar 3.20 Konsensus Sekuen Dibuat dengan Cara Klik Menu ‘Alignment’,

kemudian Pilih ‘Create Consensus Sequence’
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Gambar 3.21 Hasil Konsensus Sekuen

% Bkt Sequence Algnment dtor
Fle Eit Sequence Aignmert View Accesory Applcation RNA. Word Wide Web _Options Window Hep
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Gambar 3.22 Data Disimpan dalam FASTA Format dengan Cara Block
Konsensus — Edit — Copy Sequences to Clipboard (FASTA Format)

>Consensus
ATGAAKMAKAAKTTTTCTTCTATGATYGAYCRVHATAMACAYCAACADCTHMGAATTGGAYYAGTNTCHCCKSAACAAATMMGBNHTTGGKCHAMH
AAAATBYTVCCNAATGGNGARVTNRTTGGAGARGTRACAAAACCYTMHACHTTTCATTAYGATAAATATCGTAARACHAATAAACCDGAAAAAGAT
GGHTTRTTTTGTGAAARAATYTTTGGNCCTATHAAAAGYGGVATTTGYDCDTGTGGAAADTATCGAGNDATHGRADMTRAAAARGAARABACGMND
VAATTTTGTGAACAATGYGGRGTNGARTTTGTBGATTCTCGVATACGAMGRTATCAAATGGGMTAYATHAAACTVGCRTRYCCNGTRRBBCATGTD
TGGTATTTRARACGTYTTCCTAGTTATATYGYVARTCTTTTRGATAAACCBCTTAAVGAVTTAGAARRYCTHGTATAYYGCGRTGTSTATCCCRAT
TTTKHTTTTGCTAGGYCYRTARVDAAAAARCCBACTTTHTTACGATTACRVGGTTYATTBVACGAATMTGAAAHHCAAYCHYGGAAAKAYANBHTY
YCNHTYTTTTTTACTACYMVRRGYTTCVTCGADRHNTTTCGMAATMGAGARATNTCNACHGGNGSRGGTKCTATHMGAVARCAATTRGCYRATYYR
GATTTRCGMVDDVTTMTARAKNHTTCRTTGKYVGARTGGRARGADTTDGNDGAVVARGRDNMMDCNGMTGGDAVHGAATVGGAARATVRAARVRTT
VRRMGAAGAAARGAYYTTTTRVTTAGACGHRTRVRAYTRGCTAARMATT TKMTTCDAACAAATRTARARCCHRAAYGGATGGTTTTRTGHBTATTA
CCRGTTCTTCCYCCBGAVTTRMGDCCNATVWWTVADATAGVYGRGGDTVAAYYARTRASHTCNGATHTDAATGAAMTHTATMGAAGARTTMTYHDT
MGDAAYAATRCYCTTMNNGATYYHTTARBANCNAGTRDAKHYACDCCMGRDGVHTTARTAAYDKSTCAVGARARANTVBTACAAGAAGCYGTKGAT
RCRCTTCTYGATAAYGGDRBHHGNGGRCAACCDAHRARRGAHDRTCATAATARRVYTTACAARTCNYTTTCDGATDTAATTGARGGNAAAGARGGR
AGAKTTCGYGADACTYTRCTTGGHAAAMGRGTYGATTATTCVGGDCGDTCHGTBATTGTHGTDGGHCCYTYDCTTTCATTVCATCRVTGTGGATTR
CCHCGNGAAATNGCAATAGARCTTTTYCARVCATTTGTNATTCGHGVHYTAATYAGAVAVCRHBYTGCTYCBAAYATVRGNVYTGCNAARAVKMDR
ATTMDVRAAAAARARVVNDTTRTDTGGRAAATMCTTCRRGAARTTVTGVADGRVCAYCCYGTATTRYTRAATAGAGCRCCHACNYTGCATMGATTA
GGHATACARGCVTTYCWVCCNRTTTTAGTVRADGGDCGHGCTATTTDKTTACATCCDTTAGTTYGYAADGGHTTYAATGCNGAYTTTGAYGGRGAT
CAAATGGCBGTTCAYGTRCCTTTATCHTTRGARGCTCAAGYDGARGCNCRTTTACTTATGTTTTCTCATANRAATCTHTTRTCTCCNRCTATHGGR
GAHCCCATTTSBGYVCCNACBCAAGATATGCTYMKBGGRCTCTATRTNTTAACRAKYGRDAAHVRTCGRGGTATTTRTDBAAATAGRTATAATHCD
YSDAATYDHARARAHTATBMAAATVMAANDRYY GVMRDWRMBVAYWVYNAGTATACGAAAAAVBATANVWAWDVDAAAGAACHHTNTTTTTBDART
KCYTATGAKGCDHTTGGVGCTTATCRDCRRAAAMRAATYNATTTABVBAGTBCTTTDTGGCTBCGRTGGCRAHTAGATBDAYGHVTHATTDBHKCA
ATAAATCDAGAARBDCCYATYGARRTTCAHTATGAATCTTTDGGNAHYTHTYATGARATTTATGGVVAYTHTCTAATARNAARAARTVGTATAAAA
AAAVARATBNBTTNTATHBAYATTCGAACHACWVYKGGNYVTATTBYTYTTTATCGMVAAATHGAAVARGCYVTACADGGDWTTTVBCDDRBHHVH
HKWAAWYMDANVVBDBYNDHVBVVDHWVNWRWMWMRMMKGGWTAA

Gambar 3.23 Hasil FASTA Disimpan pada Perangkat Lunak NotePad
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TUPAC nucleotide code Base
A Adenine
C Cytosine

Q

Guanine

—
)
=

=

) Thymine (or Uracil)
AorG
CorT
GorC
AorT
GorT
AorC
CorGorT
AorGorT
AorCorT
AorCorG

any base

AEBEEEEHLEIREE

o
=
[l

gap

Gambar 3.24 Kode Nukleotida IUPAC

>Converted_consensus
ATGAAGAAGAAGTTTTCTTCTATGATCGACCAAAATAAACACCAACATCTAAGAATTGGACCAGTCTCACCGGAACAAATAAGCCATTGGGCAAAA
AAAATCCTACCCAATGGCGAAATCATTGGAGAAGTAACAAAACCCTAAACATTTCATTACGATAAATATCGTAAAACAAATAAACCTGAAAAAGAT
GGATTATTTTGTGAAAAAATCTTTGGCCCTATAAAAAGCGGAATTTGCTCTTGTGGAAATTATCGAGCTATAGAATATAAAAAAGAAAACACGACT
AAATTTTGTGAACAATGCGGAGTCGAATTTGTCGATTCTCGAATACGAAGATATCAAATGGGATACATAAAACTAGCATACCCCGTAACCCATGTT
TGGTATTTAAAACGTCTTCCTAGTTATATCGCAAATCTTTTAGATAAACCCCTTAAAGAATTAGAAAACCTAGTATACCGCGATGTGTATCCCAAT
TTTGATTTTGCTAGGCCCATAAATAAAAAACCCACTTTATTACGATTACAAGGTTCATTCAACGAATATGAAAAACAACCACGGAAAGACACCATC
CCCATCTTTTTTACTACCAAAAGCTTCATCGATAACTTTCGAAATAGAGAAATCTCCACAGGCGGAGGTGCTATAAGAAAACAATTAGCCAATCCA
GATTTACGAATTATTATAAAGCATTCATTGGCAGAATGGAAAGATTTTGCTGAAAAAGAT CAATCCGATGGTAAAGAATAGGAAAATAAAAAAATT
AAAAGAAGAAAAGACCTTTTAATTAGACGAATAAAACTAGCTAAAAATTTGATTCTAACAAATATAAAACCAAAACGGATGGTTTTATGACTATTA
CCAGTTCTTCCCCCCGAATTAAGTCCCATAAATAATATAGACGAGGTTAAACCAATAAGATCCGATATTAATGAAATATATAGAAGAATTATCATT
AGTAACAATACCCTTACCGATCCATTAACACCCAGTATAGACACTCCAGATGAATTAATAACTGGTCAAGAAAAACTACTACAAGAAGCCGTGGAT
ACACTTCTCGATAACGGTACAAGCGGACAACCTAAAAAAGAATATCATAATAAAACTTACAAATCCCTTTCTGATTTAATTGAAGGCAAAGAAGGA
AGAGTTCGCGATACTCTACTTGGAAAAAGAGTCGATTATTCAGGTCGTTCAGTCATTGTAGTTGGACCCTCTCTTTCATTACATCAATGTGGATTA
CCACGCGAAATCGCAATAGAACTTTTCCAAACATTTGTCATTCGAGAACTAATCAGAAAACAACCTGCTCCCAACATAAGCACTGCCAAAAAGATA
ATTATAAAAAAAAAAAACTTTATTTGGAAAATACTTCAAGAAATTATGAATGAACACCCCGTATTACTAAATAGAGCACCAACCCTGCATAGATTA
GGAATACAAGCATTCCAACCCATTTTAGTAAATGGTCGAGCTATTTTGTTACATCCTTTAGTTCGCAATGGATTCAATGCCGACTTTGACGGAGAT
CAAATGGCCGTTCACGTACCTTTATCATTAGAAGCTCAAGCTGAAGCCCATTTACTTATGTTTTCTCATACAAATCTATTATCTCCCACTATAGGA
GAACCCATTTGCGCACCCACCCAAGATATGCTCAGCGGACTCTATATCTTAACAAGCGATAAAAATCGAGGTATTTATTCAAATAGATATAATACT
CGTAATCTAAAAAAATATCAAAATAAAACTACCGAAATAAACAACAACCAGTATACGAAAAAACATACAAAATATAAAGAACAATCTTTTTCTAAT
GCCTATGAGGCTATTGGAGCTTATCATCAAAAAAAAATCCATTTACACAGTCCTTTTTGGCTCCGATGGCAAATAGATCTACGAATAATTTCAGCA
ATAAATCTAGAAACTCCCATCGAAATTCAATATGAATCTTTTGGCAACTATCATGAAATTTATGGAAACTATCTAATAACAAAAAATAGTATAAAA
AAAAAAATCCCTTCTATACACATTCGAACAACAACGGGCCATATTCCTCTTTATCGAAAAATAGAAAAAGCCATACATGGTATTTACCTTACAAAA
AGAAAACATACAACTCCCTAACAATAAACAAAAAAAAAGGGATAA

Gambar 3.25 Hasil Konsensus sekuen

3.4.4 Desain Primer

Pemilihan konsensus sekuens yang memiliki kandidat untuk dibuat menjadi
primer dilakukan menggunakan perangkat lunak FastPCR (Kalendar et al., 2017).
Perangkat lunak ini dimanfaatkan untuk mengoptimalkan desain primer terhadap
urutan DNA atau cDNA target, guna memastikan efisiensi dan selektivitas yang
tinggi. Selektivitas dalam konteks ini merujuk pada kemampuan primer untuk
secara spesifik mengenali dan berikatan dengan target yang tepat. Selain itu,
FastPCR juga berfungsi dalam menentukan lokasi, orientasi, dan panjang amplikon
dari primer yang dirancang. Berikut langkah-langkah untuk mendesain primer

menggunakan perangkat lunak FastPCR (Gambar 3.26) :
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Preprocessing Data — Desain Primer

mulai

1. Buka aplikasi FastPCR

2. Impor file data melalui menu FILE — Open

3. Pilih file konsensus yang akan digunakan dan Klik Open

4. Akses menu PCR PrimerDesign, lalu tekan tombol RUN untuk
menghasilkan primer

5. Simpan hasil desain dengan memilih FILE — Save As, lalu simpan dalam
format ‘txt’ dan klik OK

selesai

Gambar 3.26 Langkah-Langkah Mendesain Primer menggunakan Perangkat

Perangkat Ilunak FastPCR dapat diunduh melalui situs resmi

Lunak FastPCR.

37

di

https://primerdigital.com/FastPCR.html. Tampilan perangkat lunak FastPCR akan

terlihat seperti pada Gambar 3.27. Proses desain kandidat primer dilakukan pada

menu ‘PCR Primer Design’, kemudian konsensus sekuen dimasukkan ke bagian

‘General Sequences’ dalam format FASTA (Gambar 3.28), lalu klik tombol ‘RUN".

Hasil kandidat primer dari proses ini ditampilkan pada Gambar 3.29, dan

selanjutnya file tersebut disimpan dalam format Microsoft Excel untuk

memudahkan pelaksanaan uji in silico PCR.

) FastPCR 6.9 - o X
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help

DEESEH XDBMA SRIBRIRLERST| D

M=(A/C) R=(A/G) W=(ATT) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/C/T) D=(A/G/T) B=(C/G/T) N=(A/G/C/T), U=T and |
PCR Primer Design | in silico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restrction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cycling Assembly |

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| 1 [ Overtapping primers I Multiplex PCR

I~ C>>T bisulphite conversion

g

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

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

F5-Run [ Reading sequence(s)

Lihmz - cuserstinmz\FastPCRI 2,048Mb RAM Free (from 2,046M8) 112AM | 52612025

Gambar 3.27 Perangkat Lunak FastPCR
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'Q FastPCR 6.9 - o X
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help

DEEEH Xxbaa SEIIR EEL T D

M=(A/C) R=(A/G) W=(AIT) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/CIT) /T) B=(C/G/T) N=(A/GIC/T), U=T and |
PCR Primer Design | in siico PCR | Primer Test| Primers List Analysis | Restiction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cyciing Assembly |

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
Limit for compatible combination of pair primers] 10 T [ovetipoins ceimes I~ Multiplex PCR

I~ C>>Tbisulphite conversion

I~ Inverted PCR I~ Unique PCR
I™ Circular DNA' I~ Group-specific PCR |
|
|
Sequences: 1 : 2157 | Additional sequence(s) or primers | Results report | |
TTICT GARTTGE rvveeeyl |
 TCATTACGATARATATCGTARAACARAT TATTTTGT rCTT TTGCTCTTGTGGARATTATCGAGCTAT: r1176TG ||
GCGGAGTCGARTTTGICGAT 1GGTAT - TAGATARACCCCTTARAGAATTA ||
GATGTGTATCCCAATTTIGATTT GATTACAAGGTTCAT G TITTTACT f
GCTTCATCGR CGARATAGA TTTACGAATTATTATARAGCATTCAT TIT AAGATCAATCCGATGGTA |
TTTAAT TTTATGACTATTACCAGTICT G |
AN TATACACCACETTARACCARTAAGATCCCATA TTAR T ARATATAT CTTACCGATCCATTAMCACCCAGTAT o |
63 TICTGATTTAAT CGCG TATT ||
GGTCGTTCAGTCATTGTAGTT TTCATTACATCAATGTGGATT TTTCCARACATTTGTCAT 1
TIAT TCAAGRAAT T 16T ||
TCCTTT. T T GTT GT TTATCATTAGAAG TTTACTTATGTTTTCTCAT TCTATT ;
T GAGGTATTTATIC TAGA Gl TACG |
TATGAATCTIT T TTTAT TATCT CACAT’ GCCATATTCCTCTTTATC TAG) s
CATACATGGTATITACCT erec f
|
|
[1:2157 at A=876.0 T=065.0 G=302.0 C=414.0 R=1178.0 Y=979.0 Y/R=0.831 CG=33.2% Tm=76.2°C |Open Raw (TextPlain) Sequence I Reading sequence(s)
{Hhmz C:\Users\ilhmz\FastPCR\ 2,048Mb RAM Free (from 2,048M8) 114 AM 526/2025
@) FastPCR69 - o X

File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help

DEEEE XDEHACERRAVIRLERS T ) |
Wi=(A1C) R=(AIG) W=(ATT) S={G/C) Y~(CIT) K~(G/T) V={AIGIC) H={AICIT) D=(A/GT) B~(C/GT) N=(AIGICIT), U=T and |
{FCRPrimer Design | in silico PCR | Primer Test| Primers List Analysis | Restriction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cycling Assembly |

Parameters for PCR product analysis PCR primer design options

Synchronizing Tm(*C) and dG(kcal/mol) for primer pair (). 3 ¥ Non-specific priming control I~ Gibson assembly
Limit for compatible combination of pair primers| 10 o I Multiplex PCR

I~ C>>Tbisulphite conversion

I~ Inverted PCR I~ Unique PCR
I Circular DNA I~ Group-specific PCR
Sequences: 1 : 2157 | Additional sequence(s) or primers PCR primers design result
0
PrimerID Sequence (5'-3") Length(nt)  Tm(°C) dG(kcal/mol) GC(3) Linguistic Complexity(s)  Primer Efficiency(s)
ctaagastiggaccagtcteace 23 60 e s 79
gaccagretcaccggaacaaa 2 e 485 w7
sccagrctcaccggaacasatas 23 €2. s o0 n2
cteaccggaacaaataageea 21 e e o2 1
gascasataagccattgggca 22 €2. s o0 w2
aacasataagccattgggcasaa 23 €0, o0 &
cetacceaatggegaaateat 2 el e o0 a3
aatggcgasatcattgagaagt 23 61.0 1o m
ctitggecctatasasageggaa 23 6L 585 el
geccratasseageggaatiige 23 6l 585 e
geggaattigetcrigtagan 2 e R
getcttgrggasattatcgager 23 6L 5w m
tgtgaacaatgeggagtogar 21 s e e s
tgaacaatgeggageegaatte 22 EL. soee e
atgeggagtegaatigiega 21 e R
cggagtegasttigtegattete 23 EL. ERR TR
tasaactagcatacccegtaace 23 60. s o6 @
ctageatacceogtaaceeat 2 e 4o e
ceegraacceatgrtrggtat 21 6. e 2 e
aacctagtataccgegatgigt 22 6L s oes e
ataccgegatgtgratcecas 20 e € e w0
cogegatgtgtatcocaatte 2 el e e e
cgegatgrgtatcecaattttga 23 6L, soes @
castittgattitgotaggocea 23 60 1o 0
caggeggaggtactataagaa 21 e )
[1:2157 0t A=876.0 T=065.0 G=302.0 C=414.0 R=1178.0 Y=979.0 YIR=0.631 CG=33.2% Tm=78.2°C | Open Raw (Text/Plain) Sequence W Reading sequence(s)
Lcurmm task: PCR Primers Design ~ F5- Run 2,048Mb RAM Free (from 2,048MB) 1:15AM 5/26/2025

Gambar 3.29 Hasil Desain Primer

3.4.5 Uji Coba In silico PCR

Optimalisasi primer yang telah dirancang dilakukan menggunakan perangkat
lunak in silico PCR. Program ini bekerja berdasarkan simulasi reaksi rantai
polimerase (PCR) secara komputasional untuk memperkirakan hasil amplifikasi.
Melalui proses ini, dapat diperoleh informasi mengenai posisi primer, arah
orientasi, serta panjang amplikon yang dihasilkan. Menurut Kalendar et al. (2011),
proses amplifikasi DNA melibatkan beberapa siklus, yaitu: (1) denaturasi, yakni
pemisahan untai ganda DNA menjadi untai tunggal; (2) annealing, yaitu proses
penempelan primer pada templat DNA; dan (3) ekstensi, di mana primer
Aisyah Fikria Fauziah, 2025
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diperpanjang dengan bantuan enzim DNA polimerase. Tahapan perancangan
sekuens dan uji in silico terhadap primer ini dilakukan menggunakan perangkat
lunak FastPCR.

Langkah-langkah untuk uji coba primer dengan in silico PCR menggunakan

perangkat lunak FastPCR yakni (Gambar 3.30).

Preprocessing Data — In silico PCR

mulai

1. Jalankan aplikasi FastPCR dan pilih menu /n silico PCR

2. Buka file hasil desain primer, lalu pilih salah satu kandidat untuk uji — klik
Copy File

3. Tempelkan (Paste) file tersebut ke dalam bagian ‘Additional Sequences’

4. Pilih salah satu sekuens DNA target, lalu Copy File dan tempelkan ke
bagian ‘General Sequence’

5. Tekan RUN untuk menjalankan simulasi PCR dan buka bagian ‘PCR
Result’ untuk melihat hasilnya

selesai

Gambar 3.30 Langkah-Langkah Uji Coba Primer dengan In Silico PCR

menggunakan Perangkat Lunak Fastpcr.

Pada menu ‘/n silico PCR’, sekuen tumbuhan yang ingin diuji dimasukkan ke
bagian ‘General Sequences’ (Gambar 3.31), sedangkan pasangan kandidat primer
dimasukkan ke bagian ‘Additional Sequences’ (Gambar 3.32). Setelah itu, klik
‘RUN’ untuk menjalankan simulasi amplifikasi. Hasil amplifikasi akan muncul di
bagian ‘In silico PCR Result’. Gambar 3.33 memperlihatkan hasil positif, yaitu
tumbuhan berhasil diamplifikasi yang ditandai dengan munculnya nama spesies
dan amplikon yang dihasilkan. Sebaliknya, hasil negatif, yaitu tumbuhan yang
gagal diamplifikasi, ditandai dengan tidak adanya output pada FastPCR seperti
pada Gambar 3.34.

Aisyah Fikria Fauziah, 2025
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-
) FastPCR 69
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run

D@ Xb2a#s SEFSA|S

Help

HZXERLT| D

M=(A/C) R=(A/G) W=(A/T) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/C/T) D=(A/G/T) B=(C/G/T) N=(A/G/C/T), U=T and |

PCR Primer Design in silico PCR I Primer Tesrl Primers List Analysis ] Restriction Enzyme Tool | Searching | Tools ] Repeats Search ] Polymerase Cycling Assembly |

Length range of PCR product (bp)] 50 [ 3000

¥ PCR product prediction

[V Show all matching sites of primer binding

[~ Show only matching sites of primer binding that generate products
[~ Show amplicon sequence

I~ Show only amplicons lengths

Mismatches allowed in 3-end, 0.5t | 1

I~ Restrict analysis to F/R primer pairs |~ Statistic report

] i fon I~ Report amplicons to table
[~ Circular sequence

[~ Linked (Associated) search

I” Probe search

{Sequences: 1 - 2046'| Pre-designed primers list: 2 : 42| PCR primers design result |

>Solanum_paucissectum_rpoCl
ATGATTGATCGATATAAACATCARCAGCTCCGAATTGGATCAGTTTCTCCTCAACARATARGTGCTIGGG
[CCACAAARATCCTGCCTAATGGAGAGATAGT ARCARAACCCTATACTTTTCATTACAARAC
AAATARACC( TGGATTATTTTGTGARAGAATTTTTGGTCCTATARRAAGCGGRATTTGTIGCT
TGTGGARRTTATCGAGTARTCGGAGATGARARAGAAGACCCGARATTTTGTGAACARTGCGGAGTCGRAT
TTGTTGATTCTCGGATACGAAGGTATCAARTGGGCTATATCARACTCGCATGCCCAGTARCCCATGTGTG
(GTATTT: TTCCTAGTTATATTGCGAATCTTTTAGATARACCTCTTARAGAATTAGAAGGCCTA
GTATACTGCGATTTTTCTTTTGCTAGGCCCATAACTARARRGCCCACTTTCTTACGATTACGAGGTTTAT
TCGARTATGARATCCAATCTTGGARATACAGCATCCCACTTTTTTTTACTACCCAGGGTTTCGATACATT
TCGCARTCGAGAARTCTCTACTGECGCAGETGCTATCCGAGRACRATTAGCCGATCTAGATTTACGRATT
ATTATAGAGAATTCGTTGGTAGAR T ACACAGGGRATGRATGGGRAG
ATCGARRAGTT TTTTTGGTTAGACGCGTGGARTTGGCTARGCATTTTATTCGARC
ARATATAGAGCCAGARTGGATGGTTTTGTGTCTATTACCAGTTCTTCCTCCTGAGTTGAGACCGATCATT
CAGATAGATGGGGGTAAACTARTGAGCTCAGATATTARTGRACTCTATAGARGAGTTATCTATCGGARCA
ATACCCTTACCGATCTATTAACARCARGTAGATCTACGCCAGGAGAATTAGTAATGTGTCAGGAGRARTT
AGTACRAAGAAGCCGTGGATACACTTCTTGATAATGGAATCC CAATGAGGGACGGTCATAAT
AAAGTTTACARGTCATTTTCTGATGTAATTGAAGGC] TTTCGTGAGACTCTGCTTGGTA
ARCGAGTCGATTATTCAGGACGTTCTGTCATTGTCGTGGGTCCTTCACTTICATTACATCGATGTGGATT
(GCCTCGTGARRTAGCAATAGAACTTTTCCAGACATTTGTARTTCGTGGTCTAATTAGACAACGTCTTGCT
TCGARCATAGGAGTTGCTRAGAGTAARATTC CGATTGTATGGGARATCCTICARGRAG
I TTATGCAGGGACACCCTGTATTGCTGARTAGAGCACCTACGCTGCATAGATTAGGCATACAGGCATTCCA
(GCCCGTTTIT GCGCTATTTGTTTACATCCATTAGTTTGCAAGGGATTCAATGCCGATTTT
(GATGGAGATCAARTGGCTGTTCATGTACCTTTATCCTIGGAGECTCAAGTAGAGGCCCGTTTACTTATGT
TTTCTCATATGARTCTTTTGTCTCCGGCTATTGGEGATCCCATTTCCGTACCAACGCAAGATATGCTTAT
I TGGACTCTATGTATTAACGAGCGGARRTCATCGAGGTATTTGTGTARATAGATATARTCCATGTAATCGC
AGARACTATCAAAATCAAARRAGARGTGACAATAGTTACTATARGTATACGARAGAACCCTTTITTICGA
ATTCCTATGATGCAATTGGGECTTATCGECAGRARCGRATCART TTAGATAGTCCTTTGTGECTCCRETG

‘A=645 0 T=606.0 G=438.0 C=357.0 R=1083.0 Y=963.0 Y/R=0.889 CG=38.9% Tm=80.5°C |Open FASTA Sequences with a > symbol ‘ ¥ Reading sequence(s)

[1: 20460t

Lculrenttask’ insilicoPCR  F5-Run [ 2,048Mb RAM Free (from 2,048M8) [ t21am 52602025 4
Gambar 3.31 FASTA Tumbuhan Dimasukkan pada FastPCR

'q; FastPCR 69 - o x

File Edit Search Converting PCR Database
DERESHd X OpRIX

Alignment Run  Help

HZEFLT| D

M=(A/C) R=(A/G) W=(A/T) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/C/T) D=(A/G/T) B=(C/G/T) N=(A/G/C/T), U=T and |
PCR Primer Design _in silico PCR ] Primer Test | Primers List Analysis | Restriction Enzyme Tool | Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cycling Assembly |

Length range of PCR product (bp);| 50 3000

¥ PCR product prediction

[V Show all matching sites of primer binding

I~ Show only matching sites of primer binding that generate products
I~ Show amplicon sequence

[~ Show only amplicons lengths

Mismatches allowed in 3-end, 0.5 nt:

|~ Statistic report
sion I~ Report amplicons to table

I~ Restrict analysis to F/R primer pairs
m)
I~ Circular sequence

I~ Linked (Associated) search
I Probe search

T bisuiphite cons

Sequences: 1 : 2046 | Pre-designed primers list 42| PCR primers design lesultl

>1:F_1035-1055
actactacaagaagccgtgga
>1:R_1041-1061
agtgtatccacggettottgt

1:2046 nt

A=645.0 T=606.0 G=438.0 C=357.0 R=1083.0 Y=963.0 Y/R=0.889 CG=38.9% Tm=80.5°C [ Open FASTA Sequences with a > symbol [ ¥ Reading sequence(s)

| Currenttask: in silico PCR F5-Run

2,048Mb RAM Free (from 2,048M8) 121AM  [5262025

Gambar 3.32 Pasangan Kandidat Primer Dimasukkan pada FastPCR
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-
@) FastPCR 6.9
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help
DEREH X2asa OISR IEEERST D
M=(A/C) R=(A/G) W=(A/T) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/C/T) D=(A/G/T) B=(C/G/T) N=(A/G/C/T), U=T and |
PCR Primer Design in silico PCR | Primer Test' Primers LisrAnalys:s] Restriction Enzyme Tool] Searching | Tools] Repeats Search ] Polymerase Cycling Assembly'

Length range of PCR product (bp):| 50 3000

V' PCR product prediction

[V Show all matching sites of primer binding

I~ Show only matching sites of primer binding that generate products
[~ Show amplicon sequence

[~ Show only amplicons lengths

Sequences: 1 : 2046 | Pre-designed primers list: 2 : 42

Mismatches allowed in 3-end, 0.5 nt: 1

I Restrict analysis to F/R primer pairs [~ Statistic report

mier=as rsion I~ Report amplicons to table
[~ Circular sequence

[~ Linked (Associated) search

I” Probe search

In silico Primer(s) search for: solanum paucissectum_rpocl
1:r_1041-1061 5'-agtgtatccacggctictigt

Position: 984<-1004 100% Tm = €1.7°C
<-tgttctteggcacctatgtga-s

[RNRNR RN NR RN
gtacaagaagccgtggatacactictt
1:£_1035-1055 5'-actactacaagaagccgtgga
Position: 978->998 908 Tm = 51.7°C
5-actactacaagaagccgtgga->

[ A RN RN RN RN
aaattagtacaagaagccgtggataca

[1: 2046t
[Culrenr task: in silico PCR F5-Run

‘ Open FASTA Sequences with a > symbol ‘ ¥ Reading sequence(s)
[ 2,048Mb RAM Free (from 2,048MB) [ 1:23 AM 5262025

Gambar 3.33 Hasil Positif /n Silico PCR

-
) FastPCR 6.9 - (] X
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help
DS HX22#H ORIV BEEXERB T D
M=(A/C) R=(A/G) W=(A/T) S=(G/C) Y=(C/T) K=(G/T) V=(A/G/C) H=(A/C/T) D=(A/G/T) B=(C/G/T) N=(A/G/C/T), U=T and |

PCR Primer Design in Silico PCR | Primer Test] Primers List Analysis | Restriction Enzyme Tool ] Searching | Tools | Repeats Search | Polymerase Cycling Assembly |

Length range of PCR product (bp):| 50 3000

¥ PCR product prediction

[V Show all matching sites of primer binding

[~ Show only matching sites of primer binding that generate products
[~ Show amplicon sequence

I~ Show only amplicons lengths

Mismatches allowed in 3-end, 0.5 nt: l—
I Restrict analysis to F/R primer pairs |~ Statistic report
I C==T bisuiphite conversion
I~ Circular sequence

I~ Linked (Associated) search
I” Probe search

I~ Report amplicons to table

Sequences: 1 : 2046 | Pre-designed primers list: 2 : 42

|1: 2046 nt
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Gambar 3.34 Hasil Negatif In Silico PCR
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3.5 Alur Penelitian
Dalam rangka mencapai tujuan penelitian ini, beberapa tahapan yang sistematis
dan terstruktur telah direncanakan untuk mendukung kelancaran penelitian.

Tahapan-tahapan ini ditunjukkan pada Gambar 3.35.

Penyusunan proposal

A 4

Seminar proposal

. 4

Pengambilan data sekunder dari GenBank

4

Alignment dan pembuatan konsesnsus sekuen

A 4

Desain primer

A 4

Uji coba primer dengan In silico PCR
9

Seminar hasil

A 4

Penyusunan skripsi

Gambar 3.35 Alur Penelitian

Aisyah Fikria Fauziah, 2025
DETEKSI MOLEKULER TUMBUHAN LANGKA MENGGUNAKAN MARKA rpoC1 SECARA IN SILICO

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



