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The COVID-19 Pandemic has greatly impacted various sectors, one of
sector which is the education sector. Education activity can be carried
out by using online technology. These alternative activities can be
channeled by carrying out a primer design using software PerPrimer
and on the COI gene. The purpose of this research is to apply online
technology in molecular biology learning using PerlPrimer software
and Primer-BLAST feature on the NCBI site to find out how to get the
best primary sequences. The method used to design primers and
perform comparisons perlprimer by downloading fasta on the COI
Diasporus diastema gene from GenBank: KT186586 which was
selected in the NCBI database (The National Center for Biotechnology
Information). The results obtained using Primer-BLAST feature on the
NCBI site are more recommended to get the best primary design
compared to using PerlPrimer software.

Adanya pandemi COVID-19 sangat berdampak pada berbagai sektor,
salah satunya adalah sektor pendidikan. Kegiatan pendidikan dapat
terlaksana dengan adanya teknologi daring. Alternatif kegiatan
tersebut dapat tersalurkan dengan melakukan desain primer
menggunakan software PerPrimer dan Primer-BLAST pada Gen COL
Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah untuk menerapkan
teknologi daring dalam pembelajaran biologi molekular dengan
menggunakan software PerlPrimer dengan fitur Primer-BLAST pada
situs NCBI agar dapat mengetahui cara mendapatkan sekuens
primer terbaik. Metode yang digunakan untuk mendesain primer
dan melakukan pembanding PerlPrimer dengan cara mengunduh
fasta pada gen COI Diasporus diastema dari GenBank: KT186586
yang dipilih pada database NCBI (The National Center for
Biotechnology Information). Hasil yang didapatkan penggunaan fitur
Primer-BLAST yang ada pada situs NCBI lebih direkomendasikan
untuk mendapatkan design primer terbaik dibandingkan dengan
menggunakan software PerlPrimer.
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PENDAHULUAN

Tatanan kehidupan sosial masyarakat
telah berubah sejak terjadinya pandemi
COVID-19. Hal tersebut merupakan faktor
eksternal yang menjadi pengaruh terhadap
pembelajaran saat ini (Strielkowski, 2020;
Saraswati & Mertayasa, 2020). Aktivitas
pembelajaran tatap muka tidak
memungkinkan pada kondisi saat ini,
sehingga dilakukan pembelajaran yang
membatasi kontak fisik antar pendidik dan
pelajar. Dampaknya, dominan dirasakan
pada pembelajaran sains yang
membutuhkan kegiatan praktikum di
laboraturium (Saraswati & Mertayasa,
2020). Mahasiswa yang mempelajari sains,
bukan hanya memerlukan pemahaman
dengan konsep, fakta, dan teori, tetapi juga
perlu melakukan kegiatan praktikum.
Praktikum dilakukan untuk menemukan
hasil penelitian dari pemahaman konsep,
fakta, dan teori yang diajarkan (Hamidah,
2014; Mardhotillah et al., 2020).

Biologi molekular adalah cabang
biologi yang kegiatan pembelajarannya
diperlukan ketelitian dalam penelaahan,
pembahasan, serta prosedur laboraturium
yang menyangkut tentang beragam kejadian
biologis pada organisme di tingkat molekul.
Hal tersebut menyebabkan dibutuhkannya
pendukung aktivitas mahasiswa yang
berupa fasilitas selama kegiatan
pembelajaran dalam menerapkan konsep
biologi molekular (Suryanti dkk, 2019).
Teknologi daring hadir untuk membantu
para pelajar melaksanakan kegiatan
pendidikannya di dalam rumabh. hal tersebut
dikarenakan teknologi daring mudah
dilaksanakannya serta dapat dijangkau oleh
banyak orang (Saraswati & Mertayasa,
2020). Tujuan dilakukannya penelitian ini
adalah untuk menerapkan teknologi daring
dalam pembelajaran biologi molekular
dengan menggunakan software PerlPrimer
dengan fitur Primer-BLAST pada situs NCBI
agar dapat mengetahui cara mendapatkan
sekuens primer terbaik.

Primer adalah molekul
oligonukleotida untai tunggal dan tersusun
atas 30 basa. Keberhasilan dalam melakukan
sequencing DNA merupakan hasil dari faktor
desain primer yang tepat. Desain primer

juga menjadi faktor penting dalam membuat
alat PCR yang spesifik, efektif dan efisien
bagi peneliti maupun Kklinisi. Desain primer
yang digunakan untuk PCR yaitu sepasang
primer yang dikenal dengan forward primer
dan reverse primer. Tiap penelitian panjang
primer yang digunakan juga berbeda-beda
tetapi tetap meminimalkan ukuran primer
(Sasmito dkk, 2014).

Gen COI (cytochrome oxidase subunitI)
adalah salah satu gen dalam DNA
mitokondria (mtDNA) yang dapat dipakai
untuk penanda genetik agar memudahkan
dalam mempelajari karakteristik antar
spesies maupun individu. Hampir semua
proses identifikasi hasil pemuliaan hewan
baik intraspesies maupun interspesies
menggunakan penanda Gen COIL Gen COI
memiliki kemampuan mutasi yang cepat
sehingga dapat membedakan sampel pada
tingkat taksonomi yang lebih rendah seperti
spesies. (Hebert dkk, 2003; Suriana dkk,
2019). Pada artikel ini, gen yang digunakan
berasal dari spesies Diasporus diastema.
Diasporus diastema (Eleutherodactylidae)
adalah aboreal umum, spesies nokturnal
yang mendiami hutan lembab. Spesies ini
biasanya ditemukan di hutan tua, selain itu
juga ditemukan di fragmen hutan dan di
habitat yang terganggu. Diasporus diastema
sulit ditemukan karena tempatnya yang
tersembunyi dari vegetasi dan memiliki
ukuran yang kecil 26 mm (Hilje & Aide,
2012).

Ada hal yang mempengaruhi tingkat
reproduksi dari Diasporus diastema yaitu
suhu yang tinggi. Hal ini berdasarkan
penelitian sebelumnya menjelaskan bahwa
pada spesies yang berkabat dekat dengan
Diasporus diastema menunjukkan suhu yang
lebih tinngi dapat mempercepat
perkembangan embrio telur, akan tetapi
juga dapat memperlambat penetasan jika
suhu ekstrim (>24°C) (Batista et al, 2016).
Diasporus diastema bertelur di habitat
arboreal dan berkembang langsung menjadi
katak kecil tanpa tahap menjadi larva
(Rivera and brian, 2018).



METODE
Bahan dan Alat

Seperangkat  komputer = dengan
software gratis atau freeware untuk desain
primer yaitu software PerlPrimer v1.1.21
untuk Microsoft Windows 3.2Mb koneksi
internet ke database NCBI (online).

Desain Primer

Untuk mendesain primer, dilakukan
dengan menggunakan software PerlPrimer
v1.1.21 untuk microsoft windows 3.2Mb
dengan cara mengunduh fasta pada gen COI
Diasporus  diastema  dari  GenBank:
KT186586 yang dipilih pada database NCBI
(The National Center for Biotechnology
Information), setelah itu memasukkan
sequence berupa fasta yang telah diunduh.
Selanjutnya, klik find inwards, lalu beberapa
kandidat pasangan primer akan muncul
pada halaman software tersebut. Setelah itu,
dilakukan analisis untuk memilih kandidat
pasangan primer yang terbaik dan
memenuhi Kkriteria desain primer. Untuk
memenuhi kriteria desain primer, hal-hal
yang harus diperhatikan adalah panjang
primer harus 18-22 mer, Tm dengan besar
52°C sampai 59°C, Gc 40% sampai 60%.
Pada repeats, primer tidak berulang lebih
dari 2 basa dan maksimal 4 kali. Pada runs,
tidak diulangi sebanyak lebih dari 4 kali
pengulangan, dan pada amplicon length,
idealnya panjang PCR produk adalah
sebanyak 100 sampai 500 basa.

Jihan Farhah Huwaidah et al.
Alternatif Practice From ...

Pembanding PerlPrimer

Untuk pembanding desain primer
yang dilakukan di software PerlPrimer
v1.1.21, akan dilakukan di database NCBI
(The National Center for Biotechnology
Information) yang terletak pada fitur
Primer-BLAST. Tahap yang pertama kali
dilakukan adalah menyalin sequens DNA
pada fasta gen COI dari GenBank: KT186586,
setelah itu mengklik bagian fiture Primer-
BLAST dari NCBI (The National Center for
Biotechnology  Information). Kemudian
masukkan sequens DNA ke dalam kolom
fasta yang disediakan. Selanjutnya, klik get
primes pada bagian pojok kiri bawah lalu
akan menunjukkan proses sequencing pada
DNA. Di bawahnya terdapat hasil details
primer report menunjukkan urutan basa
nitrogen yang akan digunakan sebagai
primer dari sekuens DNA.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan dengan teknologi daring, berikut
adalah hasil yang menunjukkan desain
primer dengan menggunakan software
PerlPrimer yang dibandingkan dengan fitur
Primer-BLAST pada situs NCBI.

Penggunaan software PerlPrimer untuk
Desain Primer

Berdasarkan  hasil  penyeleksian
kandidat primer gen Sitokrom-C Oksidase
Subunit-1 (COI) Diasporus Diastema pada
software PerlPrimer, data kandidat primer
yang diseleksi disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Kandidat Primer untuk gen COI Diasporus Diastema menggunakan software PerlPrimer

Penggunaan software  PerlPrimer
bertujuan untuk perhitungan suhu leleh
(Tm) yang setelah itu ditentukan suhu
annealing awal agar produk PCR yang
optimal dapat dihasilkan (Agustiningsih
dkk., 2016). Pada hasil penelitian desain
primer menggunakan Software PerlPrimer
dihasilkan tujuh kandidat dengan ext. dimer
dG 0 (gambar 1), beberapa kandidat primer
kemudian diseleksi untuk mendapatkan
hasil terbaik. Pemilihan kandidat tersebut
dipilih yang paling memenuhi kriteria
(Prezioso, 2006; Pahlevi; 2016). Pemilihan
primer yang baik adalah dengann
menentukan primer yang spesifik. Jika
primer tersebut tidak spesifik, maka daerah
lain yang ada dalam genom yang tidak
dijadikan sasaran akan teramplifikasi dan
bisa juga daerah genom tidak ada yang
teramplifikasi.

Cara menentukan kandidat primer
yang terbaik dengan memperhatikan hal-hal
sebagai berikut, diantaranya ikatan ujung 3’,
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temperature melting (Tm), panjang primer,
serta kandungan GC (Saraswati dkk., 2019).
Self 3" complementary juga harus
diperhatikan dalam pemilihan primer.
Sebaiknya, self 3’ complementary memiliki
nilai rendah karena akan menyebabkan
tidak terikatan pasangan primer dengan
dirinya sendiri dan juga struktur hairpin
dapat terbentuk (Safitri dkk., 2018). Penting
bagi desain primer agar primer dimmer dan
primer harpin diminimalkan (Pahlevi,
2016). Dimer merupakan pembentukan
struktur antara primer yang menyatu
karena basisnya saling melengkapi. Pada
saat suhu rendah, biasanya terjadi suhu
penempelan yang sesuai pada proses
tersebut. Sedangkan suhu annealing yang
optimal, dapat menyebabkan menempelnya
primer pada DNA cetakan yang bersamaan
dengan proses pembentukan dimer
(Saraswati dkk., 2019). Pada Gambar 2
adalah kandidat primer yang akan dipilih
paling memenuhi kriteria pemilihan primer.
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Gambar 2. Rekomendasi Sekuens Primer Gen COI Diasporus Diastema Menggunakan PerlPrimer

Berdasarkan Gambar 2, dipilih satu
pasangan primer yang paling memenuhi
kriteria primer yaitu primer nomor 4.
Primer tersebut dipilih karena memenuhi
kriteria pemilihan primer terbaik dengan
nilai Tm 59.60-62.51. Pasangan primer
dengan nilai Tm selisih 5°C telah memenuhi
syarat. Hal ini, seperti yang dikemukakan
oleh Safira, dkk (2018) yaitu, pasangan
primer yang memiliki selisih 5°C adalah
primer yang baik agar pada proses
amplifikasi  tidak terjadi  penurunan.
Kemudian, pasangan primer tersebut
memiliki nilai %GC sebesar 40%-60% yang
artinya memenuhi syarat kriteria pasangan
primer yang baik. Jika nilai %GC dibawah
40%, dapat mengakibatkan proses PCR akan
menurunkan efisiensi. Hal ini disebabkan

oleh ketidakmampuan primer dalam
berkompetisi  secara  efektif  untuk
menempel pada template. Sedangkan primer
dengan  nilai  %GC  yang  tinggi,

mengakibatkan antara primer dengan DNA
target membentuk ikatan yang terlalu kuat
yang dapat menyebabkan rendahnya hasil
produk PCR tetapi lebih spesifik (Pratiwi,
2015). Pentingnya memperhatikan %GC
juga disebabkan karena pengaruh dari
jumlah basa dari G dan C terhadap jumlah
Tm (Saraswati dkk., 2019).

Selanjutnya, panjang primer adalah
kriteria yang perlu diamati. Hasil penelitian
panjang primer pada Gambar 2,

memperlihatkan forward primer : 5
CTTCTCTTAGGCTCCGCCTG 3’ dan reserve
primer : 5" AGTGATGAAGTTTACAGCTCCT 3’
dengan panjang primer sebesar 20-22 bp.
Hasil tersebut, telah memenuhi Kkriteria
pasangan primer terbaik. Sesuai dengan
yang disampaikan Safitri, dkk (2018).
Panjang primer yang baik adalah dengan
nilai 18-30 bp. Jika panjang primer memiliki
nilai lebih dari 30 basa, maka dapat terjadi
ketidak spesifikan pada primer tersebut.
Sedangkan primer yang spesifik adalah
panjang yang nilainya lebih dari 20 bp
(Pahlevi, 2016). Selain itu, letak dari ikatan
G-C pada ujung 3’ juga penting untuk
diamati. Hasil yang menunjukkan paling
sedikitnya jumlah ikatan G-C adalah primer
yang baik untuk dipilih agar struktur dimer
dapat dihindari keberadaannya serta dapat
terjadi gangguan pada proses amplifikasi
(Saraswati dkk. 2019). Pada gambar 2,
memperlihatkan hasil ikatan G-C pada ujung
3’ dengan jumlah paling sedikit, yaitu 1
ikatan G-C.

Penggunaan Fitur Primer-BLAST Pada
Situs NCBI Untuk Desain Primer

Berdasarkan  hasil  penyeleksian
kandidat primer gen Sitokrom-C Oksidase
Subunit-1 (COI) Diasporus Diastema dengan
fitur Primer-BLAST pada situs NCBI, data
kandidat primer yang diseleksi disajikan
pada Gambar 3.
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Gambar 3. Kandidat Primer untuk Gen COI Diasporus Diastema menggunakan
Fitur Primer- BLAST pada situs NCBI

Pada  penelitian ini, peneliti (gambar 3), yang paling memenuhi kriteria

membandingkan hasil desain primer dengan
yang menggunakan software PerlPrimer dan
yang menggunakan fitur Primer-BLAST pada
situs NCBI. Berdasarkan hasil desain primer
dengan menggunakan menggunakan fitur
Primer-BLAST pada situs NCBI (gambar 3),
didapatkan 10 kandidat untuk dipilih
pasangan primer yang paling memenuhi
kriteria. Dari kesepuluh kandidat tersebut

adalah pasangan primer nomor 10. Hal
tersebut dikarenakan nilai %GC pada
pasangan primer nomor 10 adalah sebesar
52.38%-55.00% yang merupakan nilai ideal
karena paling memenubhi kriteria pemilihan
pasangan primer terbaik yaitu dengan nilai
%GC sebesar 40% - 60%, sehingga nilai Tm
mengikuti nilai ideal tersebut (Faisal &
Pancoro, 2018).

Primer pair 10

Sequence (5'->3")
GCCCTCAGCCTATTAATCCGA

GTGGGCTGTAACGAGGACAT

Template strand Length Start Stop Tm GC%
Plus 21 1 21 59.38 5238

20 7 §9.75 55.00

Self complementarity
6.00
3.00

Self 3' complementarity
Forward primer 3.00
Reverse primer

Product length 90

Minus 90

Gambar 4. Rekomendasi Sekuens Primer untuk Gen COI Diasporus Diastema
Menggunakan Fitur Primer- BLAST pada situs NCBI

Hasil dari desain primer pada
pasangan primer nomor 10 tersebut

desain primer untuk panjang primer,
gambar 4 tersebut menunjukkan forward

(gambar 4) menunjukkan nilai Tm sebesar
59.38-59.75 dimana nilai  tersebut
memenuhi Kkriteria pemilihan pasangan
primer terbaik yaitu memiliki nilai Tm yang
selisihnya tidak lebih dari 5°C. Pada hasil
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primer: 5° GCCCTCAGCCTATTAATCCGA 3’
dan reserve primer: 5
GTGGGCTGTAACGAGGACAT 3’ dengan
panjang primer sebesar 20-21 bp yang
artinya ideal. Berdasarkan kriteria panjang



primer yang paling ideal adalah sebesar 18-
30 bp (Pratiwi, 2015). Untuk pasangan G-C
pada ujung 3, pada gambar 3,
memperlihatkan hasil ikatan G-C pada ujung
3’ dengan jumlah paling sedikit, yaitu 0
ikatan G-C, yang memenuhi kriteria
pemilihan primer terbaik, yaitu ikatan G-C
yang sebaiknya tidak melebihi 3 basa agar
spesifitas primer tidak menurun. Primer
yang memiliki 3 atau 3 lebih basa akan
mengakibatkan annealing primer yang tidak
spesifik menjadi stabil (Prakoso dkk., 2016).

Agar mendapatkan primer yang baik,
pada template terdapat rangkaian basa
nukleotida yang unik agar basa nukleotida
tersebut tidak ada pada lokasi lain atau
sequence yang terletak pada template. Dalam
penggunaan desain primer dengan Primer-
BLAST pada situs NCBI, dapat menghindari
adanya cross homologi dimana primer yang
unik serta tidak menempel pada organisme
lain dapat dianalisis dengan Primer-BLAST,
sehingga  sangat  dianjurkan  untuk
menggunakan situs desain primer dengan
Primer-BLAST dibandingkan dengan
software PerlPrimer (Sasmito, 2014). Pada
Primer-BLAST data kanidat pasangan primer
yang akan dipilih karena memenubhi kriteria
terbaik secara langsung terbaca dalam satu
halaman dengan keterangan Tm, GC, dan
panjang primer yang akan dianalisis. Primer-
BLAST juga dapat digunakan untuk melihat
spesifitas primer, sedangkan PerlPrimer
digunakan untuk melihat struktur sekunder
(hairpin loop dan dimer) yang dihasilkan
oleh primer (Tjampakasari, 2017). Menurut
Weni (2020), untuk menentukan primer

dengan  karakteristik  terbaik  dapat
dilakukan melalui Primer-BLAST, lalu
analisis dilanjutkan menggunakan
PerlPrimer untuk mengetahui stabilitas
primer.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat
disimpulkan bahwa kondisi pandemi COVID-
2019 dapat dilakukan kegiatan pembelajaran
praktikum biologi molekular melalui teknologi
daring, yaitu menggunakan software PerlPrimer
dan fitur Primer-BLAST yang ada pada situs
NCBI untuk melakukan desain primer. Hasil
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pengujian tersebut menunjukkan bahwa fitur
Primer-BLAST yang ada pada situs NCBI lebih
direkomendasikan untuk mendapatkan desain
primer terbaik  dibandingkan  dengan
menggunakan software  PerlPrimer. Hal
tersebut dikarenakan hasil pembacaan pada
Primer-BLAST langsung menunjukkan data Tm,
presentase GC, hingga panjang primer
sekaligus, serta dapat terhindar dari terjadinya
cross homologi. Namun, untuk hasil yang lebih
baik dapat digunakan pula kolaborasi dengan
menggunakan keduanya, dimana Primer-
BLAST digunakan untuk menentukan primer
yang memiliki kriteria terbaik lalu dilanjutkan
menganalisis stabilitas primer menggunakan
software PerlPrimer.
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