
 

 
Desain Primer untuk Identifikasi Gen GmDREB2 pada 

Kedelai 

 
Muhammad Rizza Pahlevi 

Dosen Program Studi Agroteknologi, Fakultas Pertanian, Universitas Kahuripan Kediri  
 

Abstrak 

Primer adalah oligonukleotida yang penting pada proses PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Desain primer yang baik merupakan 
langkah awal dari keberhasilan sekuensing DNA suatu gen. Gen 
GmDREB2 adalah salah satu gen terkait stres kekeringan pada 
kedelai yang dikategorikan kedalam gen regulasi. Tujuan dari 
penelitian ini yaitu untuk mendapatkan primer yang berguna dalam 
mengidentifikasi gen GmDREB2 pada tanaman kedelai dengan 
bantuan software Oligo Analyzer 1.0.2. Desain primer mengacu pada 
GenBank (NCBI): DQ054363.1. Hasil amplifikasi dari primer hasil desain 
gen GmDREB2 pada kedelai sekitar 415 bp. 

Kata Kunci: Kedelai, stres kekeringan, desain primer, GmDREB2 
 

 
A. PENDAHULUAN 

Primer adalah oligonukleotida yang  memiliki  peranan  penting 
dalam proses PCR. Untuk mendapatkan primer dapat dilakukan dengan 
cara melakukan desain primer. Desain primer dapat diperoleh dengan 
menggunakan bantuan software bioinformatik. Software akan secara otomatis 
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menentukan primer yang layak pada suatu sekuens.  Namun  tidak  semua 
hasil pemilihan primer secara otomatis sesuai dengan harapan, sehingga 
diperlukan campur tangan secara manual (Judelson, 2011). Banyak software 
yang dapat membantu melakukan desain primer secara manual diantaranya 
yaitu Oligo Analyzer 1.0.2., dan Oligo Explorer 1.1.0. (Kuulasmaa, 2002 dalam 
Kropinski, 2009) 

Dalam melakukan desain primer ada beberapa kriteria untuk 
mendapatkan primer yang optimal diantaranya spesifisitas, panjang primer 
18-30 bp, kandungan %GC sekitar 40-60%, suhu leleh (Tm) optimal 
berkisar 52-58oC, peniadaan basa Timin (T) pada 3’-end, primer bukan 
komplemennya sehingga mencegah self-annealing/ dimmers dan mispriming 
, suhu disosiasi primer pada pasangan PCR kira-kira sama (Abd-Elsalam, 
2003; McPherson et al., 2001; Dieffenbach et al., 1993). Desain primer yang 
spesifik dapat digunakan dalam identifikasi suatu gen. 

Gen GmDREB2 merupakan gen yang berperan dalam sinyal transduksi 
dan regulasi ekspresi gen pada kedelai (Shinozaki dan Yamaguchi-Shinozaki, 
2007; Chen et al, 2007). Tujuan penelitian ini untuk mendapatkan primer 
yang spesifik gen GmDREB2 pada tanaman kedelai. 

 

B. METODE PENELITIAN 

1. Bahan dan Alat 
Seperangkat komputer dengan software gratis/ freeware untuk design 

primer yaitu Oligo Analyzer 1.0.2., dan software Oligo Explorer 1.1.0. 
(Kuulasmaa, 2002 dalam Kropinski, 2009), koneksi internet ke database 
NCBI (online). 

 

2. Desain Primer 

Desain primer dilakukan dengan mengacu pada gen GmDREB2 dari 
GenBank: DQ054363.1 database NCBI (The National Center for Biotechnology 
Information). Desain dilakukan dengan menggunakan software Oligo 
Analyzer 1.0.2., dan dibantu dengan software Oligo Explorer 1.1.0. serta tools 
online dari NCBI. 
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C. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Tabel 1. Hasil desain primer dengan bantuan software Oligo Analyzer 
               1.0.2. mencakup kandungan %GC, Tm, uji hairpin/loop, uji 

dimmer dan uji multiplex antara primer forward dan primer 
reverse. 
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1 

F: 5’-ATG GAA GAA GCG GGT TTA GGA 
GA-3’ 23 68 47,8% 63 - - 

 

5 

R: 5’-CTA ATC TTC AGG TTT GGG ATA CTC-
3’ 24 68 41.7 % 63 1 1 

 
 

2 

F: 5´-GGA AAA GCG AGA AGC GAA AGC 
AG-3 

23 
70 52.2 % 65 - - 

 
 

6 

R: 5’-ACG AGG ATT GCT GAA GCG CGG -
3’ 

21 68 61.9 % 63 3 - 

 

3 

F: 5’-CGA GGA AAA GCG AGA AGC GAA 
AG-3’ 23 70 52.2 % 65 - - 

 

4 

R: 5’-ACG AGG ATT GCT GAA GCG CGG -
3’ 21 68 61.9 % 63 3 - 

 

4 

F: 5’-GCG AAA GCA GCA GCA CCA ACA 
A-3’ 22 68 54.5 % 63 - - 

 

8 

R: 5’-TGG AGT GTG TCG ACG AGG ATT 
G-3’ 22 68 54.5 % 63 2 - 

 

5 

F:5’-CGA GGA AAA GCG AGA AGC GAA -
3’ 21 64 52.4 % 59 - - 

 

4 

R: 5’- CGA GGA TTG CTG AAG CGC GG-3’ 
20 66 65.0 % 61 3 - 

 

6 

F: 5’-GAA AAG CGAGAA GCG AAA GCA GC-
3’ 23 70 52.2 % 65 - - 

 

6 

R: 5’-ACG AGG ATT GCT GAA GCG CGG-
3’ 21 68 61.9 % 63 3 - 

 

7 

F: 5’-AGC GAG AAG CGA AAG CAG CAG-
3’ 21 66 57.1 % 61 - - 

 

7 

R: 5’-TGT CGA CGA GGA TTG CTG AAG-
3’ 21 64 52.4 % 59 2 - 

 

8 

F: 5’-AGC GAA AGC AGC AGC ACC AAC 
A-3’ 22 68 54.5 % 63 - - 

 

7 

R: 5’-TGG AGT GTG TCG ACG AGG ATT 
G-3’ 22 68 54.5 % 63 2 - 
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Kandidat pasangan primer forward dan reverse yang terbaik adalah 

dimana memenuhi dari kriteria-kriteria desain primer diantaranya 
spesifisitas, dengan asumsi semakin panjang bp primer maka nilai spesifisitas 
primer semakin tinggi namun akan meningkatkan besarnya suhu Tm jika 
dikalkulasi dengan pendekatan rumus Wallace (Prezioso, 2006). Pada 
pasangan pertama primer forward F: 5’-ATG GAA GAA GCG GGT TTA 
GGA GA-3’ dengan primer reverse R: 5’-CTA ATC TTC AGG TTT GGG 
ATA CTC-3 memenuhi kriteria panjang, suhu Tm yang sama, kandungan% 
GC, spesifisitas namun menghasilkan total multiplex yang tinggi. Total 
multiplex yang tinggi berpotensi pada ketidakberhasilan PCR dikarenakan 
primer saling berikatan antara sesama primer (forward dengan reverse) 
sehingga peluang untuk mengamplifikasi sekuen target semakin rendah, 
begitu pula yang terjadi pada pasangan primer 2, 3, 4, 5, 6, 7 dan 8. Menurut 
Judelson (2011), dalam mendesain primer penting untuk meminimalkan 
adanya primer dimmer dan primer hairpin. Hasil kombinasi primer optimal 
tampak pada Tabel 2. 

 
           Tabel 2. Pasangan primer gen GmDREB2 hasil kombinasi yang memenuhi  

kriteria  desain primer 
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F: 5’-ATG GAA GAA GCG GGT 
TTA GGA GA-3’ 23 68 47,8

% 
63 - - 

 

- 
R: 5’-TGG AGT GTG TCG ACG 
AGG ATT G-3’ 22 68 54.5 % 63 2 - 
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Gambar 1. Produk amplifikasi kandidat primer GmDREB2 dan posisi start dan stop 

pada database NCBI posisi start primer forward di1-23→, sedangkan 
primer reverse di 415-394→ menghasilkan produk amplicon dengan 
ukuran 415 bp (base pair). 

 
 
 

Kandidat pasangan primer forward F: 5’-ATG GAA GAA GCG GGT 
TTA GGA GA-3’ dengan primer reverse R: 5’-TGG AGT GTG TCG ACG 
AGG ATT G-3’ memiliki panjang yang 23bp dan 22bp dimana panjang ini 
dapat dikategorikan kedalam primer yang spesifik karena panjang antara 
lebih dari 20bp, suhu Tm antara primer forward dan reverse yang sama 
yaitu 68oC, Total uji multiplex keduanya yang nol dengan uji dimmer dan 
uji hairpin primer forward nol, sedangkan untuk primer reverse terdapat 
peluang dimmer sebanyak 2 bentuk tampak pada (Gambar 2.) Menurut Abd- 
Elsalam ( 2003), beberapa parameter termasuk panjang primer, kandungan 
%GC, sekuen 3'end perlu dioptimasi untuk keberhasilan PCR sedangkan 
parameter yang lain dapat dilakukan dengan software  komputer. 
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Gambar 2. Posisi primer dimmer dari primer reverse R: 5’-TGG AGT GTG TCG 
ACG AGG ATT G-3’ 

 
 
Suhu annealing yang didapatkan dengan menggunakan software Oligo 

Analyzer 1.0.2., adalah suhu 63oC, software ini menggunakan kalkulasi 
pendekatan Wallace et al, (1979) Tm = 2(A+T) + 4(G+C) dengan suhu 
annealing (Ta) secara umum 5oC dibawah Tm. Suhu yang tinggi tersebut 
perlu dilakukan gradient suhu ketika dilakukan wet lab analisis. Sehingga 
desain primer spesifik dengan menggunakan software ini perlu untuk 
dilakukan optimasi suhu annealing. Menurut Prezioso (2006) untuk 
mendapatkan suhu annealing diperlukan optimasi PCR melalui percobaan 
empiris dan bisa dilakukan dengan gradient PCR. Primer hasil desain ini 
telah digunakan dan dipublikasikan oleh Arumingtyas et al. (2014) dengan 
suhu annealing 58oC. Pasangan primer GmDREB2 di analisis dengan 
database NCBI dan menghasilkan produk amplifikasi sekitar 415bp (Gambar 
1).  
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D. KESIMPULAN 

Pasangan primer F: 5’-ATG GAA GAA GCG GGT TTA GGA GA-3’ dan 
R: 5’-TGG AGT GTG TCG ACG AGG ATT G-3’ dapat mengamplifikasi 
gen GmDREB2 pada tanaman kedelai dengan ukuran sekitar 415bp sesuai 
dengan desain primer. Optimasi suhu annealing diperlukan  untuk  
mendapatkan  hasil amplifikasi DNA. Penggunaan software Oligo Analyzer 
1.0.2. dapat membantu  dalam  mendesain primer. 

 
1.   Ucapan Terima kasih 

Terima kasih kepada semua pihak yang telah membantu dalam penelitian   
ini. 
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