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ABSTRAK 

Penelitian ini bertujuan untuk menghasilkan teknik desain primer untuk amplifikasi gen penyandi enzim dengan 

tujuan kloning dari DNA genom Agrobacterium tumefaciens. Metode pengumpulan informasi dari penelitian ini 

dilakukan dengan cara observasi langsung dan melakukan studi pustaka untuk menarik kesimpulan. Prosedur 

penelitian dimulai dari mengoleksi sekuen DNA genom Agrobacterium tumefasien dari gene bank (NCBI), desain 

primer menggunakan Genamics expression dan penambahan situs restriksi. Primer yang telah diperoleh dikonfirmasi 

melalui perangkat lunak past PCR dan amplifikasi gen dengan teknik polymerase chain reaction. Produk hasil 

amplifikasi dikonfirmasi menggunakan enzim restriksi SalI. Hasil penelitian yang telah diperoleh berupa poduk PCR 

berukuran 870 bp dan hasil konfirmasi menggunakan enzim SalI menghasilkan dua pita yaitu berukuran 358 bp dan 

512 bp. Berdasarkan hasil yang diperoleh dapat disimpulkan bahwa teknik desain primer tujuan amplifikasi gen 

untuk kloning dapat dilakukan yaitu dengan kombinasi antara software dan melakukan penyisipan situs restriksi 

secara manual. 

Kata kunci: Agrobacterium tumefaciens, desain primer, DNA, PCR 

ABSTRACT 

This study aims to produce a primer design technique for amplification of the gene encoding enzyme towards the 

cloning of gene from Agrobacterium tumefaciens. The genes information were collected from literatures study to 

decide the target gene and primer design. Methods: Firstly, we used genome sequences of the Agrobacterium 

tumefasien which is available on the gene bank (NCBI) to design a pears of primers, using Genemics expression, for 

amplifying the gene target. We also added restriction sites into the primers sequence. The specifity of primers 

designed then were evaluated by past PCR in silico software using the genome sequences as template and were 

confirmed by polymerase chain reaction amplification technique using the genome isolated from Agrobacterium 

tumefaciens as template. The targent gene was confirmed using the restriction enzyme SalI. Results: From Fast PCR 

amplification in silico, we obtained a single band with size of 870 bp, means that the primer designed were specific 

to the target gene. The PCR product has the same size with those of insilico study, and was digested with the SalI 

restriction enzyme, resulting two fragments with length of 358 bp and 512 bp, respectivelly. Conclusion: the 

amplificated genes was the target gene and the primers were successful designed. 

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, DNA, PCR, primer design 

PENDAHULUAN 

Polimerase Chain Reaction (PCR) 

merupakan teknologi yang mampu melipat 

gandakan suatu fragmen DNA tertentu. 

Proses    penggandaan     ini    membutuhkan  

 

beberapa komponen diantaranya DNA 

cetakan, oligonukleotida primer, 

deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP), dan 

enzim DNA polymerase. Setiap komponen 
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yang digunakan memiliki fungsi tersendiri 

pada proses ini, dan sangat mempengaruhi 

keberhasilan dalam proses penggandaan 

suatu fragmen DNA. Sedangkan 

kespesifikan suatu produk PCR yang 

dihasilkan sangat ditentukan oleh sepasang 

primer yang digunakan (Apte and Daniel, 

2009; Salomonsen, et al., 2014 ).  

Primer merupakan fragmen DNA 

yang terdiri atas beberapa urutan pasang 

basa. Sekuen ini digunakan untuk 

mengawali sintesis rantai DNA. Untuk itu, 

Sekuen nukleotida yang akan didesain harus 

sesuai dengan bagian dari DNA yang akan 

digandakan. Sekuen primer bisa diperoleh 

dari hasil penelitian yang telah dipublikasi, 

atau dengan menggunakan perangkat lunak 

yang dapat memberikan rekomendasi primer 

dalam waktu yang lebih cepat. Perangkat 

lunak yang biasa digunakan diantaranya 

Genamics expression, primer 3, Bioedit, 

NCBI dan sebagainya (Camilo, 2016; 

Suparman, 2016). Rekomendasi primer yang 

dihasilkan masih memerlukan penyesuaian 

sekuen untuk menambahkan situs restriksi, 

sehingga perlu dilakukan kombinasi proses 

dalam mendesain primer untuk memperoleh 

primer yang sesuai. 

Desain primer merupakan langkah 

awal yang dilakukan sebelum memulai 

amplifikasi suatu fragmen DNA tertentu. 

Keberhasilan primer untuk mengamplifikasi 

suatu fragmen DNA yang menyandikan 

suatu enzim tertentu dari genom organisme 

dipengaruhi oleh beberapa faktor 

diantaranya sekuen penyusun primer, ukuran 

primer, suhu penempelan dan komposisi 

kandungan GC. Kesalahan dalam desain 

primer dapat berdampak pada ketidak 

spesifikan produk PCR yang dihasilkan dan 

tidak dapat mengamplifikasi suatu fragmen 

DNA secara keseluruhan (Apte dan Daniel, 

2009; Aisah, 2018). Untuk itu, penelitian 

tentang teknik desain primer untuk 

mengamplifikasi sutu gen untuk tujuan 

kloning perlu dilakukan.  

METODE PENELITIAN 

Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian 

deskriptif. Metode pengumpulan informasi 

dilakukan dengan cara observasi langsung 

dan melakukan studi pustaka untuk menarik 

kesimpulan dari berbagai hasil penelitian 

yang telah dipublikasi. Literatur tambahan 

lain yang digunakan dapat berupa jurnal, 

buku-buku, serta sumber lain yang kredibel. 

Rancangan Percobaan 

Penelitian ini dimulai dari 

mengkoleksi sekuen DNA Agrobacterium 

tumefasien dari data base yang ada di NCBI. 

Primer yang telah diperoleh dari Genamics 

expression kemudian disisipi situs enzim 
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restriksi pada sekuen primer tersebut.  

Primer yang telah diperoleh digunakan untuk 

proses amplifikasi gen target. Hasil 

amplifikasi secara in vitro dianalisis 

menggunakan DNA elektroforesis untuk 

melihat kualitas dan kuantitas produk PCR 

yang dihasilkan. Produk PCR dikonfirmasi 

menggunakan enzim restriksi SalI. 

Bahan dan Alat 

Penelitian ini menggunakan bahan 

berupa sekuen DNA dari Agrobacterium 

tumefasien dan DNA genom yang telah 

dikoleksi. Amplifikasi menggunakan 

komponen dari Dream Taq Green PCR 

Master Mix (Promega, USA). Analisis 

kualitas dan kuantitas produk hasil PCR 

menggunakan agarose 1%. Alat yang 

digunakan yaitu perangat lunak Genamics 

expression dan Bioedit.  Mesin PCR 

(Thermocycler gradient TC 5000, USA), 

Sentrifugasi (Hettich Mikro 200R, 

Germany), dan DNA Elektroforesis 

(Mupid), serta beberapa softwere pendukung 

lainnya.  

 HASIL DAN PEMBAHASAN 

Desain primer menggunakan 

Genamics expression memberikan hasil 

berupa beberapa rekomendasi primer dengan 

kriteria yang digunakan yaitu length range 

19 sampai 21 nukleotida, GC range sebesar 

40%  - 60% dengan Tm range menacapai 50 

sampai 75
o
C. Primer forward dan reverse 

yang dipilih dari rekomendasi yang memiliki 

urutan sekuen yaitu F 5'-

AGACACCCATGAAACACGG -3' dan R 

5'-CAGCCACCAAGAACGAAGC-3'.  

Hasil analisis menggunakan bioedit 

diperoleh informasi bahwa sekuen yang  

akan diamplifikasi tidak dikenali oleh enzim 

restriksi NdeI dan XhoI  serta beberapa 

enzim restriksi lainnya. Enzim NdeI dan 

XhoI merupakan dua enzim restriksi yang 

memiliki urutan sekuen yaitu CATATG dan 

CTCGAG. Situs restriksi NdeI pada 

penelitian ini dikombinasikan pada sekuen 

primer forward dan XhoI dengan primer 

reverse.   

Hasil konfirmasi menunjukkan 

bahwa sepasang primer yang telah 

dikombinasi dengan situs enzim restriksi 

telah mampu mengamplifikasi secara in vitro 

fragmen DNA dengan ukuran sebesar 870 

bp dengan menggunakan cetakan dari DNA 

genom A. tumefaciens hasil isolasi (Gambar 

1). Produk hasil PCR yang telah diperoleh 

selanjutnya dikonfirmasi menggunakan 

enzim SalI. Situs pengenalan enzim SalI 

berada pada urutan ke 358 basa pada sekuen 

yang diamplifikasi. Untuk itu, dihasilkan 

produk yang berukuran 358 bp dan 

berukuran berkisar 512 bp (Gambar 1).  
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Gambar 1. Produk Hasil Amplifikasi 

ukuran 870 bp (1), produk 

pcr hasil pemotongan enzim 

restriksi SalI  ukuran 358 bp 

(2) dan 512 bp (3).  

Produk PCR yang dihasilkan dari 

hasil amplifikasi memiliki ukuran sebesar 

870 bp. Hasil tersebut mengindikasikan 

bahwa primer yang digunakan adalah primer 

spesifik yang memiliki kesamaan pada 

bagian sekuen DNA genom A. tumefaciens 

yang digunakan sebagai cetakan. Meskipun 

dilakukan perubahan pada urutan sekuen 

primer dalam hal ini yaitu adanya 

penambahan situs enzim restriksi tetapi hal 

ini tidak mempengaruhi proses amplifikasi. 

Penyisipan situs restriksi pada penelitian ini 

yaitu untuk memudahkan proses 

memasukkan gen ke suatu plasmid untuk 

tujuan kloning.  

Hasil penelitian ini didukung oleh 

Indradewi, dkk (2017) yang menunjukkan 

adanya produk PCR yang berukuran 870 bp 

yang diperoleh  dengan menggunakan DNA 

genom dari A. tumefaciens sebagai cetakan 

dalam proses amplifikasi secara in vitro. Hal 

serupa juga dilaporkan oleh Kim et al., 

(2006).  Selain itu, menurut Aisah, dkk 

(2018) bahwa situs enzim restriksi pada 

molekul DNA diperlukan untuk 

menghasilkan rekombinan molekul DNA. 

Teknik desain primer yang dilakukan 

pada penelitian ini dimulai dari menyiapkan 

koleksi sekuen genom A. tumefaciens dari 

bank gen (NCBI). Sekuen yang diperoleh 

selanjutnya dianalisis menggunakan 

Genamics expression untuk memperoleh 

beberapa rekomendasi primer. Hanya primer 

yang dapat menghasilkan produk PCR 

sebesar 870 sampai 880 bp yang akan 

dipilih. Selanjutnya sekuen nukleotida yang 

akan diamplifikasi analisis menggunakan 

sofwer Bioedit untuk memperoleh informasi 

tentang enzim restriksi yang bias digunakan. 

Berdasarkan hal itu, diperoleh informasi 

bahwa enzim NdeI dan XhoI dapat 

digunakan pada primer yang dipilih. 

Selanjutnya dilakukan penambahan situs 

restriksi pada sekuen primer secara manual. 

Menurut Apte dan Daniel (2009) bahwa 

primer yang dirancang dengan baik akan 

menghasilkan  produk PCR yang spesifik 

dan sebaliknya jika primer yang dirancang 

denga tidak baik bisa menghasilkan sedikit 

bahkan tidak ada produk hasil PCR, karena 

amplifikasi nonspesifik atau pembentukan 

primer-dimer yang bisa menyebabkan 

kegagalan reaksi, meskipun ketika semua 

1 

2 

3 

1500 bp 

 

 500 bp 
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parameter lainnya telah dioptimalkan dengan 

benar. 

KESIMPULAN  

 Kesimpulan yang diperoleh dari hasil 

penelitian ini yaitu teknik desain primer 

tujuan amplifikasi gen untuk kloning dapat 

dilakukan dengan cara kombinasi antara 

studi bioinformatic dengan penambahan 

situs enzim restriksi secara manual yang 

selanjutnya menggunakan riset basah 

sebagai pembuktiannya. 
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