BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian
deskriptif. Menurut Sugiyono (2018) penelitian deskriptif digunakan untuk
memberikan gambaran yang lebih terperinci atau menganalisis suatu gejala
atau fenomena. Pada penelitian ini, melakukan analisis pengembangan DNA
barcode tumbuhan langka berdasarkan penanda mat-K dari genom kloroplas
secara in silico.
3.2 Waktu dan Lokasi Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Januari 2022 hingga April 2022.
Penelitian ini dilakukan di rumah peneliti, di Jalan Kiara Sari III No. 4, Komp.
Kiara Sari Asri, Buahbatu, Bandung.
3.3 Alat dan Bahan

Dalam melakukan penelitian ini dibutuhkan alat (Tabel 3.1) dan bahan
(Tabel 3.2) sebagai berikut:

Tabel 3.1 Alat yang digunakan

No Alat Spesifikasi Kegunaan
Laptop Perangkat bantuan untuk mengolah
1 . Lenovo . o
(Windows) dan menganalisis data penelitian

Akses internet dalam proses
2 Internet Wi-Fi Indihome o
penelitian

Tabel 3.2 Bahan yang digunakan

No Bahan Kegunaan
Sekuen DNA kloroplas daerah mat-K Sampel yang akan digunakan pada
: dari GenBank NCBI penelitian
2 Program Microsoft Excel Membuat tabel data sekuen DNA
3 Program NotePad Membuat FASTA format (.txt)
4 Program ClustalX Alignment sekuen DNA
5 Program BioEdit Membuat konsensus sekuen DNA
6 Program FastPCR Merancang primer serta uji coba PCR
secara in silico
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3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Inventaris Data Tumbuhan Langka

Tumbuhan langka yang digunakan merupakan tumbuhan yang secara
garis besar tumbuh dan berasal dari Indonesia yang terdapat pada database
IUCN (International Union for Conservation of Nature) Red List dengan tiga
kategori status kelangkaan Critically Endangered (CR; Kritis), Endangered
(EN; Genting), dan Vulnerable (VU; Rentan).
3.4.2 Mengambil Data Sekuen dari GenBank

Data spesies tumbuhan langka yang telah diperoleh sebelumnya, dicari
sekuen DNA daerah mat-K yang diperoleh dari database Genbank NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Tabel 3.3 merupakan database tumbuhan langka
yang ditemukan menggunakan penanda gen mat-K pada GenBank NCBI.

Tabel 3.3 Database GenBank Tumbuhan Langka

No Famili Spesies IUCN | Tahun | Accession Number
1 | Araceae Amorphophallus titanum EN 2018 KY490479.1
2 | Araucariaceae Agathis borneensis EN 2012 AB023975.1
3 | Araucariaceae Agathis dammara VU 2012 AB650545.1
4 | Dipterocarpaceae | Anisoptera laevis VU 2017 KY972901.1
5 | Dipterocarpaceae | Anisoptera marginata VU 2019 KY972903.1
6 | Dipterocarpaceae | Cotylelobium burckii EN 2019 KY972911.1
7 | Dipterocarpaceae | Dryobalanops aromatica vu 2017 KY972931.1
8 | Dipterocarpaceae | Dryobalanops beccarii EN 1998 KY972933.1
9 | Dipterocarpaceae | Dryobalanops rappa EN 2019 KY972935.1

10 | Dipterocarpaceae | Hopea centipeda EN 2019 KY972945.1
11 | Dipterocarpaceae | Hopea nervosa CR 1998 KY972949.1
12 | Dipterocarpaceae | Hopea pentanervia VU 2019 KY972953.1
13 | Dipterocarpaceae | Hopea vaccinifolia EN 2019 KY972955.1
14 | Dipterocarpaceae | Shorea acuminatissima VU 2019 KY972970.1
15 | Dipterocarpaceae | Shorea albida VU 2019 KY972975.1
16 | Dipterocarpaceae | Shorea atrinervosa VU 2017 KY973014.1
17 | Dipterocarpaceae | Shorea bracteolata EN 2017 KY972988.1
18 | Dipterocarpaceae | Shorea confusa VU 2019 KY972973.1
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19 | Dipterocarpaceae | Shorea domatiosa EN 2019 KY973040.1
20 | Dipterocarpaceae | Shorea inaequilateralis EN 2019 KY973009.1
21 | Dipterocarpaceae | Shorea johorensis CR 1998 KY973023.1
22 | Dipterocarpaceae | Shorea laevis VU 2017 KY972983.1
23 | Dipterocarpaceae | Shorea mecistopteryx VU 2019 KY973033.1
24 | Dipterocarpaceae | Shorea obscura VU 2019 KY973011.1
25 | Dipterocarpaceae | Shorea ochracea VU 2019 KY973041.1
26 | Dipterocarpaceae | Shorea ovata EN 1998 KY973046.1
27 | Dipterocarpaceae | Shorea quadrinervis VU 2019 KY973058.1
28 | Dipterocarpaceae | Shorea smithiana VU 2019 KY973064.1
29 | Dipterocarpaceae | Vatica endertii EN 2019 KY973072.1
30 | Ebenaceae Diospyros celebica VU 1998 DQ924004.1
31 | Euphorbiaceae Mallotus brachythyrsus VU 2020 EF582634.1

32 | Lauraceae Litsea fenestrata VU 2019 AB259076.1
33 | Lauraceae Phoebe excelsa VU 2020 AB259099.1
34 | Nepenthaceae Nepenthes adnata EN 2013 AF315866.1
35 | Nepenthaceae Nepenthes dubia CR 2000 AF315869.1
36 | Nepenthaceae Nepenthes lavicola CR 2000 AF315935.1
37 | Nepenthaceae Nepenthes mapuluensis EN 2014 AF315918.1
38 | Nepenthaceae Nepenthes mikei vuU 2000 AF315911.1
39 | Nepenthaceae Nepenthes rhombicaulis vu 2000 AF315874.1
40 | Nepenthaceae Nepenthes sumatrana CR 2013 AF315872.1
41 | Orchidaceae Paphiopedilum glaucophyllum EN 2014 AY557205.1
42 | Orchidaceae Paphiopedilum primulinum CR 2014 JN181451.1

43 | Proteaceae Heliciopsis lanceolata EN 1998 EU642696.1
44 | Taxaceae Taxus wallichiana EN 2010 DQ478792.1
45 | Zingiberaceae Boesenbergia loerzingii CR 2019 MN803392.1
46 | Zingiberaceae Burbidgea stenantha EN 2018 KY620236.1
47 | Zingiberaceae Etlingera corrugata EN 2018 KY620239.1
48 | Zingiberaceae Globba variabilis VU 2019 AY341098.1
49 | Zingiberaceae Hedychium horsfieldii VU 2019 AF478859.1
50 | Zingiberaceae Scaphochlamys polyphylla VU 2019 LC148397.1
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Sekuen DNA daerah mat-K yang telah diperoleh dari GenBank disusun

dalam FASTA (.txt) format menggunakan program NotePad. Format FASTA

berasal dari FASTA software package yang saat ini menjadi standar dalam

bioinformatika. Pada Gambar 3.1 menunjukkan halaman utama pada laman

GenBank NCBI, untuk mencari sekuen DNA sampel tumbuhan langka pada

Tabel 3.3 dengan cara memasukkan nama spesies beserta penanda yang

digunakan yaitu mat-K kemudian klik search. Sekuen DNA yang dipilih yaitu

sekuen DNA yang complete cds.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Informatio

s,
Pl
c

"
gor

c

s.

i~ MATK orthologs from vertebrates

c
megakaryocyte-associated tyrosine kinase

s

N How are onthologs calculated?

o Genes with similar protein architectures
How are similar genes calculated?

cr

P

s.

c

R

o

R

c

FASTA G

Summary + Sort by Default order ~ Send to: ~

Filtors: Manage Filters

Analyzo these sequences.
Run BLAST

Find related data
Database: Select e

Search dotails
("Anisoptera laevis"[Organism] OR

anisoptera laevis[ALL Fields]) AND
matk (ALl Fields]

Search Sao more.

Recent activity
Tum O Clear

Q@ anisoptera laovis matk (5)

Anisoptera laevis isolate 16-2455 tmK-UUU gene. partial sequence; and maturase K (matK) gene.
2. complete cds: plastid
1,787 bp linear DNA
KY$72901.1 GI: 1239395021

GonBank FASTA Graphics PopSel

K-UUU

See more.

Gambar 3.1 Laman GenBank NCBI

Pada Gambar 3.2 ditemukan informasi data mengenai spesies sampel

tumbuhan langka yang dicari, kemudian klik FASTA untuk memperoleh

sekuen DNA.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide Nucleotide e
Advanced

GenBank Sendto: +

Anisoptera laevis isolate 16-2455 trnK-UUU gene, partial sequence; and maturase
K (matK) gene, complete cds; plastid

goBank: KY972901.1
aphics PopSet

Locus KY972901 1787 bp  ODNA  linear PLN 06-SEP-2017

DEFINITION Anisoptera laevis isolate 16-2455 trnK-UUU gene, partial sequence;
and maturase K (matk) gene, complete cds; plastid.

ACCESSION ~ KY972901

VERSTON ~ KY972901.1

KEYWORDS .
SOURCE plastid Anisoptera laevis
ORGANISM Anisoptera laevis
Eukaryota; Viridiplantae; St Enbryophyta; T phyta;

Spermatophyta; Magnoliopsida; eudicotyledons; Gunneridae;
Pentapetalae; rosids; malvids; Malvales; Dipterocarpaceae;
Anisoptera.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1787)

AUTHORS ~ Heckenhauer,J., Samuel,R., Ashton,P.S., Turner,B., Barfuss,M.H.J.,
Jang,T.-S., Temsch,E.M., McCann,J., Abu Salim,K.,
Attanayake,A.M.A.S. and Chase,M.W.

TITLE  Phylogenetic analyses of plastid DNA suggest a different
interpretation of morphological evolution than those used as the
basis for previous classifications of Dipterocarpaceae (Malvales)

JOURNAL  Bot. J. Linn. Soc. (2017) In press

REFERENCE 2 (bases 1 to 1787)

Login
Help
Change region shown ©
Customize view ©
Analyze this sequence C
Run BLAST
Pick Primers
Highlight Sequence Features
Find in this Sequence
Related information 2
Taxonomy
BioCollections
PopSet
LinkOut to external resources e
Order MATK cDNA clone/Protein/Antibody/RNAI
[OriGene)

Gambar 3.2 Informasi Data Anisoptera laevis berdasarkan Penanda mat-K
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Pada Gambar 3.3 merupakan sekuen DNA yang dicari dan siap
digunakan untuk proses selanjutnya dengan meng-copy paste sekuen DNA

pada program NotePad.

Anisoptera laevis isolate 16-2455 trnK-UUU gene, partial sequence; and maturase
K (matK) gene, complete cds; plastid

GenBank: KY972901.1

GenBank Graphics PopSet

>KY972901.1 Anisoptera laevis isolate 16-2455 trnK-UUU gene, partial sequence; and
maturase K (matK) gene, complete cds; plastid
ATCTTTGGTTCAATCAATTAGAAATGGAGGAACTTAAAGTCTATTTAGAACTCAATAGATCTAGACAACA

TAACTTCCTATACCCACTTCTTTTTCAGGAGTATATTTATGCACTTTCTCATGATCATGGTTTTAATAGT
AATAGATCACTTTTTTTGGAAAATGCGGGTTCGGGCAATAAATTCAGTTTACTGATTGTAAAACGTTTGA
TTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTTATTAGTTTTTCTAATGATTCTAATCAAAATCCCTTTTTTGG
GCACAATAAGAATTTGTATTCTCAAATGATATCGGCTGGATTTGCAATCATTGTGGAAATTCCATTTTCC
CTACAATTAGGATCTTATTTACAAGGGAAAGAAGGAGTAAAAT CTCATAATTTCCAATCAATTCATTCAA
TATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTATGTGTTAGATGTACTAATACCTCATCCCAT
CCATCTGGAAATCTTGATTCAAGTCCTTCGCTACTGGGTAAAGGAGTCCTCTTCTTTGCATTTATTACGA
TTCCTTCTCTACAAATATTGCAATTTTAAGAGTCTTATTACTCCAAAGAAATCCCTTTTTTTTTTGAATC
CAAGATTTTTCTTATTCCTATATAATTCTTATGTATGTGAATACGAATCCATTTTCCTTTTTCTCCGTAA
CCAATCCTCTCATTTACGATCAACTGCTTCTGGAGTCTTTCTTGAACGAATCCATTTCTATCGAAAAATA
GAGCATCTCGTAGAAGTCTTTGCTAATGATTTTCAGGCTAACTTATGTTTGTTCAAGAACCCTTTCATAC
ATTTTGTTAGATATCAAAGAAAATCAATTCTGTCTTCCAAGGATACGCCTCTTCTGATGAATAAGTGGAA
ATTTTACTTTGTCGATTTATGGCAATATTATTTTTACATGTGGTCTCAATCAGGAAGGATACGGATCCGG
ATAAACCAATTATCAAAAAATTCTCTCAATTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTATGCGATTAGATTCTTTAG
TGGTACGGAGTCAAATGCTAGAAAACTCATTTATAGTAGATAATGTTATGAAGAAGCTGGAAACAAAAAT
TCCAATTCTAGCCTTGATTGGATCATTGTCCAAAGCAAAATTTTGTAACGCAATAGGGCATCCCATTAGT
AAGCCGATCTGGACCGACTCATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGTGCGGATATGCAGAAATCTTT
CGCATTATTACAGTGGATCCTCAAAAAAAAAAAATTTGTATCGGATCAAATATATACTTCGACTTTCTTG
TGTTAAAACTTTGGCTCGTAAACACAAGAGTACTGTACGTTCCTTTTTGAAAAGATTGGGTTCAGACTTG
TTGGAAGAATTTCTGACAGAGGAAGAACAAGTTCTTTCTTTGATATTCCCAAGAGCTTATTCTACTTCGC
GAAAGTTATATAGAGGGCGAATTTGGTATTTGGATATTCTTTGTGTCAATGCCTTGGCCGATTATGAATG
ATTGGTTAGGGGACCTTGTAAATGAAAAGGGATTACTAAAAAAAGAAGTACTAGCTAATGAAGAGATACA
AAAAATTCATTCATTTATGAAATGTTCATGTAGGAAGAAAGACTAAGGGTAAGGGGAGGGGTGATCGACC
GAGTATTCCACTTTTTTAGAGTCCTGTTTAGCCAAGAAACAGAGTTTTAGATGTATACATAGAGAGAGCC
GTGTGCAATGAAAAATGCAAGCACGGTTTGGGGAGGG

Gambar 3.3 Sekuen DNA dalam Bentuk FASTA Format
Pada Gambar 3.4 data sekuen DNA telah disimpan dengan format .txt,

data diawali dengan tanda “<” dan dilanjut dengan nama spesies yang

2

disambung dengan simbol “ .

@ O Untitled

>KY972901.1_Anisoptera_laevis
ATCTTTGGTTCAATCAATTAGAAATGGAGGAACTTAAAGTCTATTTAGAACTCAATAGATCTAGACAACA
TAACTTCCTATACCCACTTCTTTTTCAGGAGTATATTTATGCACTTTCTCATGATCATGGTTTTAATAGT
AATAGATCACTTTTTTTGGAAAATGCGGGTTCGGGCAATAAATTCAGTTTACTGATTGTAAAACGTTTGA
TTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTTATTAGTTTTTCTAATGATTCTAATCAAAATCCCTTTTTTGG
GCACAATAAGAATTTGTATTCTCAAATGATATCGGCTGGATTTGCAATCATTGTGGAAATTCCATTTTCC
CTACAATTAGGATCTTATTTACAAGGGAAAGAAGGAGTAAAATCTCATAATTTCCAATCAATTCATTCAA
TATTTCCTTTTTTAGAGGACAAATTCTCACATTTAAATTATGTGTTAGATGTACTAATACCTCATCCCAT
CCATCTGGAAATCTTGATTCAAGTCCTTCGCTACTGGGTAAAGGAGTCCTCTTCTTTGCATTTATTACGA
TTCCTTCTCTACAAATATTGCAATTTTAAGAGTCTTATTACTCCAAAGAAATCCCTTTTTTTTTTGAATC
CAAGATTTTTCTTATTCCTATATAATTCTTATGTATGTGAATACGAATCCATTTTCCTTTTTCTCCGTAA
CCAATCCTCTCATTTACGATCAACTGCTTCTGGAGTCTTTCTTGAACGAATCCATTTCTATCGAAAAATA
GAGCATCTCGTAGAAGTCTTTGCTAATGATTTTCAGGCTAACTTATGTTTGTTCAAGAACCCTTTCATAC
ATTTTGTTAGATATCAAAGAAAATCAATTCTGTCTTCCAAGGATACGCCTCTTCTGATGAATAAGTGGAA
ATTTTACTTTGTCGATTTATGGCAATATTATTTTTACATGTGGTCTCAATCAGGAAGGATACGGATCCGG
ATAAACCAATTATCAAAAAATTCTCTCAATTTTCTGGGTTATCGTTCAAGTATGCGATTAGATTCTTTAG
TGGTACGGAGTCAAATGCTAGAAAACTCATTTATAGTAGATAATGTTATGAAGAAGCTGGAAACAAAAAT
TCCAATTCTAGCCTTGATTGGATCATTGTCCAAAGCAAAATTTTGTAACGCAATAGGGCATCCCATTAGT
AAGCCGATCTGGACCGACTCATCAGATTCTGATATTATTGATCGCTTTGTGCGGATATGCAGAAATCTTT
CGCATTATTACAGTGGATCCTCAAAAAAAAAAAATTTGTATCGGATCAAATATATACTTCGACTTTCTTG
TGTTAAAACTTTGGCTCGTAAACACAAGAGTACTGTACGTTCCTTTTTGAAAAGATTGGGTTCAGACTTG
TTGGAAGAATTTCTGACAGAGGAAGAACAAGTTCTTTCTTTGATATTCCCAAGAGCTTATTCTACTTCGC
GAAAGTTATATAGAGGGCGAATTTGGTATTTGGATATTCTTTGTGTCAATGCCTTGGCCGATTATGAATG
ATTGGTTAGGGGACCTTGTAAATGAAAAGGGATTACTAAAAAAAGAAGTACTAGCTAATGAAGAGATACA
AAAAATTCATTCATTTATGAAATGTTCATGTAGGAAGAAAGACTAAGGGTAAGGGGAGGGGTGATCGACC
GAGTATTCCACTTTTTTAGAGTCCTGTTTAGCCAAGAAACAGAGTTTTAGATGTATACATAGAGAGAGCC
GTGTGCAATGAAAAATGCAAGCACGGT TTGGGGAGGG|

Gambar 3.4 Penyusunan FASTA Format pada Program NotePad
3.44 Sequence Alignment
Sequence alignment adalah penyusunan atau penyejajaran sekuen yang
dilakukan untuk menentukan tingkat homologi dari urutan basa DNA yang

dianalisis (Retnaningati, 2017). Sequence alignment digunakan untuk
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mendeteksi tingkat kesamaan di antara sekuen-sekuen yang disejajarkan.
Pensejajaran sekuen DNA gen mat-K menggunakan perangkat lunak ClustalX
(Thompson et al., 1997). Pensejajaran sekuen di ClustalX akan menghasilkan
tiga data, yaitu data dengan format ALN file (.aln), NEXUS file (.nxs), dan
format (.dnd). Data dengan format (.aln) yang selanjutnya akan diolah
menggunakan program BioEdit.

Hasil alignment didapatkan pada aplikasi ClustalX, menu file dan load
sequence dipilih. File berisi sekuen DNA dipilih dalam bentuk FASTA format.
Jika file sekuen DNA telah dimasukkan ke dalam program ClustalX maka akan
terlihat seperti pada Gambar 3.5. Menu alignment dan do complete alignment
dipilih, maka data dengan format ALN akan tersimpan pada folder yang sama.

W7 ClustalX (1.83)
File Edit Alignment Trees Colors Quality Help

Font Size{10 ~

Multiple Alignment Mode ~

< ol |

Gambar 3.5 Program ClustalX
3.4.5 Konsensus Sekuen DNA

Untuk mendapatkan konsensus sekuen DNA menggunakan bantuan
perangkat lunak BioEdit. Saat menggunakan BioEdit, fitur create consensus
sequence digunakan untuk mendapatkan konsensus sekuen DNA dan
dilakukan analisis secara manual. Hasil sekuen konsensus DNA diperoleh pada
aplikasi BioEdit seperti pada Gambar 3.6, kemudian menu file dipilih dan
diklik open. File hasil alignment dipilih dalam bentuk format ALN file, lalu
menu alignment dan create consensus sequence dipilih. Consensus diblok,
kemudian sequence FASTA format dicopy dan dipaste pada program NotePad.
Pada Gambar 3.7 merupakan hasil konsensus sekuen DNA yang diperoleh

dari tumbuhan langka.
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New Alignment CtiisN
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Open.. cti0

Newfrom Ciipboard (B8 B

New Text
Open As Text one. Statt

Save SR L b

Seroll

speed slow g 4 fast

R o o o

€0 70 80

Save As...

Retrieve sequences from GenBank or GenPept

Copy file name to clipboard

Export >
Import >
Import from Clipboard

Merge into Alignment based on a Reference Sequence

Merge from Clipboard

Append Alignment

Go to GenBank

Close

Batch ABI to SCF trace file conversion

Batch Export of Raw Sequence Trace Data

Batch Export of (artificially) Reverse-Complemented Raw Sequence Trace Data

Revertto Saved Ccti+R
Graphic View
Print Window
Print Alignment as Text Ctl+P

\Haninadzkm\ HMBF\skripsi\consensus skripsi 50 fix .aln
\Haninadzkrm\ HMBF\skripsi\fasta skripsi 50 fix .aln
~\Haninadzkm\ HMBF\skripsi\latian.aln

C:\Users\Hanina\Downloads\consensus latian.gb.

Exit

@ 24°C Berawan ~ O @

Gambar 3.6 Program BioEdit

¥ Biokdit -1 p: skripsi 50 fix .aln] -
% Fie Edt Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window _Help
® D
a E 'Wl m B 52 total sequences
R seect/sice ] Porion 8 ABO23STS1_Agatis b2 Nerperin Hek Nore St
£1DIT e ©wE 3;;:&3.—“&4“,33.
T J

K¥572975.1

R¥573009.1
KY573040.1
RKY573011.1

CTTCTTTTTCGGGAGTATATTTATGCAC
CCACTTCTTTTTCGGGAGTATATTTATGCACTTTCTCATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATC
GGAGGAACTTAAAGTCTATTTAGA ACTCAATAGATCTAGACAACATAAC T CCTATACCCACTIC T T T T ICGGGAGTATAT T TATGCACT TTCTCATGATCATGGT T T TAATAGTAATAGATCA

CTTAAAGTCTATTTAGA CTCAATAGATCTAGACAACATAACTTCCTATACCCACTTCTTTTTCGGGAGTATATTTATGCACTTTCTCATGATCATG

CAGERATTCAAMBEAFATITAG

Eroazesd i TATCARAGATATITAGA CTCGATAGATCTCGAARA: T ACATTTGCTCATGATCACAGITTAAA
AF315535.1 ATTACGAGGATACTTAG ACTAGATAGATCTTGGCAACGTGACTTTTTATATACACTTATCCTTCAGG: TCATTGGCACATGATCAT
aF315874.1 TTACGAGGATACT CTAGATAGATCTTGGCAACGTGACTTTTTATATACACT TATCCTTCAGGAATATATTTATTCATTGECACATGATCATGETTTCAR

CATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATCACT!
b

GTTTTAATAGTAATAGATCACT!

KY973014.1 sszscmcﬁ:,.,;smruﬂusg ACTCAATAGATCTAGACAACATAACTICCTATACCCACTICTTTIICGGGAGTATATTTATGCACTTTCICATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATCACT!
KY572983.1 CTCRA! CAACATAACTTCCTATACCCA 3 ATTTA CTCATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATCA
R¥572970.1 TCARTAGATCTAGACAACATAACT ICCTATACCCAC T TCT T T TTCGGGAGTACAT T TATGCACT TTCTCATGATCATGGTTT TAATAGTAATAGATCACT
KY572945.1 c; c c: cTTCC!

R¥572945.1 c CTTCCTAT.

KY572953.1 1"““LTLGAT;.TAG;.CLLL_ATQQC“I‘CCTLTA CCACTTCTTTTTCGGGAGTATATTTATGCACTTTCTCATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATCACT!

KY572955.1 T, AATAGATCTAGACAACATAACTTCCTATACCCACTICTTITTCGGGAGTATATTTATGCACTTICTCATGATCATGGTTTTAATAGTAATAGATCACT
KY972973.1 S| GGAGGAACTTARAGTCTATTTNGA ACTCAATAGA T CTAGACAACA A T T CC T AT ACC A T T O P GGG G AT AT TATGCACT I TCT CATGATCATGGT TTTAATAGTAATAGATCACT:
KY973041.1 s| GGAGGAACTTAAAGICTATITAGA ACTCAATAGATC ATGCACTTTCTC]

R¥572985.1 3 GTCTATT! A TCTAGACAAC c;

[KY972931.1 L| GGAGGRAC TTARAGTCTATITAGA ACTH rrr;GAT;.TAG;c;;\_ATn1c*ru_r;1‘ncccm_rm_rrITTLGGGLGIAIAT* TGCACTTT

RKY572933.1 TARAGTCTATTTAGA CTCAATAGATCT. CTTCCTATACCCACTTCTTTTTCGGGAGTATATT!

K¥972935.1 GeAGGARCTTARAGTGTATTTAGA wc;;mspums;c;uz.rucﬁrccrnzh CACTTCTTTTTCGGGAGTATATTT.

KY572901.1 2/ GGAGGAAC \GTCTATTTAGA CTCAATAGATCTAGAC:

KY972903.1 2| GGAGGAACTTARAGTCTATTTAGA CTCAA! ACAAC;

KY972911.1 sszscuwrg;;sururhu CT CAAC:

51573072.1 TAAAGTCTATTTA Canc

AF315872.1 l\TGGDAGAATT;CGI—GGATACTTLGI—, ACTAGATAGATCTT CGTGACTTTTTATATACACTTATCCTTCAGGAATATATTTATTCATTGGCACATGATCATGGTTTCAR
AF315869.1 T, cIT. CTAGATAGATCTTGGCAACGTGACTTTTTATATACACTTATCCTTCAGGAATATATTTATTCATTGGCACATGATCATGGTTTCAR
AF315866.1 ATGGBAGAATT G.G:;Ammr;es ACTAGATAGATCTITGGCAACGTGACTTTTTATATACACTTATCCTICAGGARTATATITATTCATTIGGCACATGATCATGGITTCAR
AF315918.1 ,\ TACGAGGATACTTAG: CTAGATAGATCTTGGCAACGTGACTTTTTATATACACTTATCCTTCAGGAATATATTTATTCATTGGCACATGATCATGGTTT

AF315511.1 TTACGAGGAT: Ga C: CAACGTGACTTTTTATATACACTTATCCTTCAGGAATATATTTATTCATTGGCACATGATCATGGTTTCAA

A2023675.1 ATGAATGAGTTCCAAAGAGGTGGAAC AAACATAGATCTTGGCACCAATGCTTTTTATATCCGCTCTTTTTTCAGGAAGATCTITATGCARTTGCTCATGATTATCATTTAGATA
AB650545.1 ATGAATGAGTTCCAAAGAGGTGGARR AACATAGATCTTGGCAACAATGCTTTTTATATCCGCTCTTTTTTCAGG! ATGCAATTGCTCATGATTATCATTTAGATA

I/TGGATGAGTTACAAAGATATGGAAR TCTTGGCAACAATGCT T T TATATCCACT T T T T T T TCGAGAAGATCTTTACACARTTGCTCATGATCTTTATTTAGATA
Cons

TGGADGARYTHHRARDMTDYKKARATTAAAMVWVNATRGATY THGRCAACRENVSTTYBTATAYMCRY THETHY TTCRRGMRKATMT TTAY DY ARTRKCHY.

o e =F

Berawan A O

Gambar 3.7 Konsensus Sekuen DNA

3.4.6 Desain Primer

Desain primer dilakukan untuk mendapatkan kandidat primer yang

dapat digunakan untuk amplifikasi DNA dengan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR) secara in silico (Hidayat et al., 2020). Hasil yang didapatkan

yaitu kandidat pasangan primer forward dan primer reverse yang akan di uji

coba amplifikasinya pada setiap sekuen DNA daerah mat-K di semua sampel

yang digunakan.
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Konsensus sekuen DNA yang dihasilkan kemudian diproses pada
program FastPCR (Kalendar et al., 2017) untuk mendapatkan kandidat primer.
Pada Gambar 3.8 PCR Primer Design merupakan fitur utama yang digunakan,
selanjutnya konsensus sekuen DNA dimasukkan pada kolom General
Sequences dan dilakukan proses Running seperti pada Gambar 3.9. Hasil
kandidat primer akan terlihat pada kolom Result Report pada Gambar 3.10

dan data sekuen kandidat primer dipindahkan ke Microsoft Excel.

@) FastPCR62 - a X
File Edit Search Conveting PCR Datsbsse Alignment Run Help
DEEEHd Xad ORBBRAIHXERST| D
(1) Y=(C) Ke(GT) B=(CIGIT) Ne(AIGICTT), U=T and
IPCR Primer Design | |rIsH|cq PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering | Searching | LTR Search | MITE Search | SSR Search | Tools | Polymerase Cyciing 4| » |

Parameters for PCR product analysis.
Synchronizing Tm(*C) and dG(kcalimol) for primer pair (=] 3
Limitfor compatible combination of pair primers| 10
I~ Polymerase extension cloning (OE-PCR)
I Multiplex PCR

Minimal difference between multiplex PCR

ucts (op) 0
Waximal difference between Ta of multiplex PCR products (+°C}

PCR primer design options
¥ Non-specific priming control

¥ Linguistic sequence complexity control

I Overtapping primers
[~ C>>T bisulphite conversion

General Sequence(s) | Additional sequence(s) or pre-designed primers (probes) lst | Results report

I~ Inverted PCR
I Circular DNA

2.0481) 1303 0510412022

1303

S ®EY oy W

@ 27°C Hyan 7

Gambar 3.8 Program FastPCR

@) FastPCREE

File Edit Search Converting PCR Datsbase Alignment Run Help

DEEEHd X2a# ORIV BEEERS
1=(AIC) R=(AIG) W=(AIT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V=(AIGIC) H=(AICIT) D=(A/GIT) B={CIGIT) N

(A

.
PCR Primer Design | in silico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering

’! =
Start.
o eing | LTR Search| WTE Sear | 55R Seareh | Tooks | Paymerase

Cycling 4| ¥

Parameters for PCR product analysis
‘Synchronizing Tm(*C) and dG(kcalimol) for primer pair (+) 3
Liitfor compatible combination o pairprimers] 10
[~ Polymerase extension cloning (OE-PCR)
I~ Muitiplex PCR

multiplex PCR products (op 0

Minimal

PCR primer design options

% Non-specific piming control

¥ Linguistic sequence complexity control

I™ Overiapping primers
I~ C>>T bisulphite conversion

I Inverted PCR
I™ Circular DNA'

Maximal iffere ultiplex PCR products (°C)] 0
Sequences: 1: 2804 | Additional sequence(s) or pre-designed primers (probes) list | Results report
g o CTCOCATCARTGRAGRATTA S
TIGCAKTCATIGIGGARATICCATIT TTCCAATCAATTCATICAATATTTCCTTTTTTAGAGGACRATTCTCAC
1T 16T 11 G TGTAAT 1
o e T T TCTGEAGT
T T
iTACGCCT
« : rnCTrCanC
ACTTTGECTC TCAGAATIGITGG! GTTCTTICTTTG s
TTCTTIGTAT TAGG GGATTACT TTCARRTGTACTATCCAAT
\TAACTATAGATCAARARAT TICAGTTATG TTAGGG
1 CCTATTAT: ]
|2.048M1B) 13.04 05/04/2022

13,

@ 27°C Hyjan ~ & & 7 O

Gambar 3.9 Pemasukan Konsensus Sekuen DNA dan Proses Running pada

Hanina Dzikrina, 2022

Program FastPCR
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@) FastPCR63 - X
File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help

DESESH Xbas ORRJIR ARALERLT| D

W=(AIC) Re(AIG) W=(AIT) S=(GIC) V=(CIT) K=(GIT) V=(AIGIC) H=(AICIT) D=(AJGIT) B=(CIGIT) i (AGICTT), U=T and 1

PCR Primer Design | in silico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering | Searching | LTR Search | MITE Search | SSR Search | Tools | Polymerase cyaing_«[ » |

Parameters for PCR product analysis PCR primer design options
Tm(*C) and 3
for primer pair (2| ¥ Non-specific priming control I~ Inverted PCR
Limitfor compatible combination of pair primers] 10 ¥ Linguistic sequence complexity control I Circular DNA
I~ Polymerase extension cloning (OE-PCR) I~ Overlapping primers
I~ Multiplex PCR I~ C>>Tbisulphite conversion

Minimal difference between multiplex PCR prod

Maximal difference between Ta of multiplex PCR products (+°C} 0

Sequences: 1: 2804 | Additional sequence(s) or pre-designed primers (probes) list PCR primers design result
1 ~
Sequence (5'-3") Length(nt)  Tm(°C) dG(kcal/mol) Tm 3'end(°C) GC(%) Linguistic_Complexity(3)  Primer Quality(t)
aaattegtecagacteigge 21 -24,3 37,4 38,1 82 91
tregtecagactreggtaga 21 . 2,5 87 =6
cqrccagactitiggragagre 22 -26,4 35,5 50,0 8 79
atccgtocacaccatcage 19 60,7 78
ccacaccatcageagagttt 20 60,9 76
agcatguogeatcaatgga 15 60,2 78
atgrogeatcaatggagaattat 23 88
cocatcaatggagaatiatgaga 23 80
tcagicttaccagattctiiagt 23 85
traccagatictiiggragggaa 23 95
gtggagtttgaatttattgegtt 23 78
trtattgcgricgaagasggte 22 85
cgaagaaggtcragtgattcaaa 23 ee
tetagtgattcasagtigggtca 23 &5
tasatggatcgagtectatgact 23 %0
grectatgactegaattggea 21 B
tectatgactcgaattggcaata 23 3
actcgaattggcaatagggasa 22 0
cgaattggcaatagggasagaa 22 80
aaagcaacgagettatgtretit 23 50
trtgaatgattatcegecctast 23 83
gattatccgecctaatiacatgt 23 0
tocgecctaattacatgttazaa 23 8
gattagigactgatcegggaaa 22 -25,9 42,8 45,5 90 04818) 1208 0510412022

Gambar 3.10 Kandidat Primer yang Diperoleh
3.4.7 In Silico PCR

Uji coba PCR secara in silico menggunakan program FastPCR
(Kalendar et al., 2017) dengan menggunakan primer dan sekuen sampel DNA
berdasarkan penanda mat-K. /n Silico PCR merupakan fitur utama yang
digunakan, selanjutnya sekuen DNA dimasukkan pada kolom General
Sequences seperti pada Gambar 3.11. Kandidat primer di uji satu persatu
terhadap sekuen DNA dan dimasukkan pada kolom Additional sequences serta
selanjutnya dilakukan proses Running seperti pada Gambar 3.12. Hasil dari in

silico PCR akan terlihat pada Gambar 3.13 pada kolom Result report.

@) FastPCR68 - X
File Edit Search Conveting PCR Database Alignment Run Help

DEEEH X2ad DRI IRNZERZT D

W=(AIC) R=(A/G) w=u.'pmm‘x=(crr) V=(AIGIC) H=(A/CIT) D=(AIGIT) B=(C/GIT) N=(A/GICIT), U=T and |

PCR Primer Design| in silico PCR | primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering | Searching | LTR Search | MITE Search | SR Search | Tools | Polymerase Cycling 4 »

Length range of PCR product (bop):| 30 | 10000 Mismatches allowed in 3-end, 0.5nt | 0

¥ PCR product prediction [~ Restrict analysis to F/R primer pairs I Statistic report
[¥ Show all matching sites of primer binding r

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

I~ Show amplicon sequence I~ Linked (Associated) search

I~ Show only amplicons lengths I” Probe search

| Sequences: 26~ 55246 | Pre-designed primers list: 1: 20| In silico PCR Result

>ky973041.1_shorea_ochracea

acagttiggagagay
>ky97304€.1_shorea_ovata

2.043M8) 05.20 1110412022

C Hujanringan A

Gambar 3.11 Pemasukan Sekuen DNA
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@) FastPCR 6.8
File Edit Search Conveting PCR Datebase Alignment Run Help
DEESHd X224 ORVBAIHEERS

W=(AIC) R=(A/G) W=(AIT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V=(A/GIC) H=(AICIT) D=(AJGIT) B=(C/GIT) N=(A/0¥opmtimiand |
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PCR Primer Design _in silico PCR | Primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering | Searching | LTR Search | MITE Search | $SR search | Tools | Polymerase cyciing 4| »

Length range of PCR product (op):| 30 | 10000

¥ PCR product prediction

Mismatches allowed in 3-end, 0.5nt| 0

I~ Restrict analysis to F/R primer pairs
¥ Show all matching sites of primer binding (i

I Statistic report

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

[~ Circular sequence
I~ Linked (Associated) search

I~ Show only amplicons lengths I~ Probe search

Sequences: 26 - 55246 | Pre-designed primers list 1 20| In silico PCR Result

ccacaccatcageagagttt

12.048MB) 05.20 110412022

& 21°C Hujanringan ~ G & Z @

0520
o2 ™

Gambar 3.12 Pemasukan Salah Satu Kandidat Primer

@) FastPCRE8

File Edit Search Converting PCR Database Alignment Run Help

DSEEH Xbhada OBBLRAIRLEEST/ D
M=(A/C) R=(A/G) W=(AIT) S=(GIC) Y=(CIT) K=(GIT) V=(A/GIC) H=(A/CIT) D=(A/GIT) B=(C/GIT) N=(A/GICIT), U=T and |

PCR Primer Design in silico PCR | primer Test | Primers List Analysis | Restriction | Clustering | Searching | LTR Search | MITE Search | SR Search | Tools | Polymerase Cyciing 4| »

Length range of PCR product (op)| 30 | 10000

¥ PCR product prediction I~ Restrict analysis to F/R primer pairs
¥ Show all matching sites of primer binding (i

Mismatches allowed in 3-end, 0.5nt| 0
I Statistic report
I~ Show only matching sites of primer binding that generate products

I~ Show amplicon sequence
I~ Show only amplicons lengths

I Circular sequence
I Linked (Associated) search
I~ Probe search

Sequences: 26 : 55246 | Pre-designed primers list: 1 : 20 [In silico PCR Resut |

Tn silico Primer(s) search for: af315966.1 nepenthes_adnata
L s'-attcgecacaccatcage

Position: 31->49 1008 Tm = 59,2°C
s-attegtecacaccatcage->
PELELTT
ggattegtecacaccatcagearag

In silico Primer(s) search for: af315869.1 nepenthes_dubia
L 5'-attcgrecacaccatcage

Position: 27->45 1008 Tm = 59,2°C
5-attcgtecacaccatcage->

PULETE T
agatccgrecacaccatcageagag

In silico Primer(s) search for: af315935.1 nepenthes_lavicola

= X
2.048MB) 05.20 11/04/2022

0520

& 21°C Hujanringan A & & Z

o2

Gambar 3.13 Hasil Running In Silico PCR

3.4.8 Uji Efektivitas

Uji efektivitas merupakan hubungan antara hasil yang didapat dan

seberapa jauh tingkat keberhasilan output. Dapat dikatakan bahwa uji

efektivitas ini merupakan uji kelayakan pada penelitian pengembangan,

tujuannya untuk melihat sejauh mana keefektifan hasil yang telah

dikembangkan atau diperoleh.

Primer yang sudah didapatkan diuji kembali dengan menggunakan

program FastPCR dengan menggunakan sekuen DNA selain pada Tabel 3.3.
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Sekuen DNA diletakkan pada kolom General sequences, selanjutnya primer
diletakkan pada kolom Additional sequences, dan dilanjutkan proses Running.
Hasil akan terlihat pada kolom Result report seperti pada Gambar 3.14, yaitu

muncul atau tidaknya segmen DNA atau amplicon.

Sequences: 50 - 97168 | Pre-designed primers list: 2 : 44 |In silico PCR Resuit

In silico Primer(s) search for: ky972901.1_anisoptera_laevis
1:£_1635-1657 §5'-ggagtctttcttgaacgaatcca
Position: 732->754 100% Tm = 58,2°C
S-ggagtctticttgaacgaatcca->

(RRRRARNY] (RRRRRAR
ctggagtcttictigaacgaatccattic

1:r 2083-2113 S'-cagatcggcttactaatggga
Position: 1181<-1201 100%¢ TIm = 59,8°C
<-agggtaatcattcggctagac-5

|

I I i
attagtaagccgatcrggace

0

>1:£_1635-1657 732->754
cttgaacgaatcca
r_2093-2113 1181<-1201

5'-cagatcggcttactaatggga

Amplicon size: 470bp Ta=65°C a)

Sequences: 1: 1566| Pre-designed primers list: 2 - 44 InsnlncoPCRResuIt

b)

Gambar 3.14 Uji Efektivitas; a) Hasil Positif /n Silico PCR dan b) Hasil
Negatif In Silico PCR
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3.5 Alur penelitian

Penyusunan proposal penelitian

y

Persiapan alat dan bahan

\4

Pengoleksian data tumbuhan langka

v
Pengambilan data sekuen DNA
berdasarkan penanda mat-K di GenBank
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

\4

Penyusunan sekuen DNA mat-K dengan
program NotePad
(FASTA format (.txt))

y

Alignment atau pensejajaran sekuen DNA
menggunakan program ClustalX

\ 4

Membuat konsensus sekuen DNA
menggunakan program BioEdit

A 4

Mendesain primer menggunakan FastPCR

A 4

Uji coba PCR secara in silico
menggunakan program FastPCR

\ 4

Uji Efektivitas secara in silico
menggunakan program FastPCR

Gambar 3.15 Alur Penelitian
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