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*DNA untai ganda, anti paralel

* Untai yang satu adalah komplemen untai
yang lainnya

*DNA terdiri dari nukleotida A, T,G,C

*A=T ;C=G

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT
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Sl

* Primer merupakan sepotong DNA pendek untai tunggal

(oligonukleotida), panjangnya antara 10 sampai sekitar 40
basa.

* Primer berfungsi sebagai penginisiasi reaksi polimerisasi
DNA secara in vitro, karena tanpa primer, reaksi polimerisasi

DNA tidak akan terjadi meskipun enzim dan komponen
lainnya sudah tersedia.

e primer juga berfungsi untuk membatasi daerah mana yang
akan diamplifikasi pada reaksi PCR.
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idealnya primer memiliki urutan basa nukleotida
vang tepat berpasangan dengan urutan basa
DNA target yang akan diamplifikasi, dan tidak
menempel di bagian lainnya
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Parameter apa saja yang harus diperhatikan
dalam mendesain primer?

- 1. Tentukan Tujuan

2. Menyiapkan Sekuen Referensi

3. Manual atau perlu bantuan software?

4. Siap mendesain primer

5. Menguiji spesifisitas primer
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1. Tentukan Tujuan

* Untuk mengamplifikasi gen universal seperti gen
16S ribosomal RNA bakteri, 18S?

* Mendeteksi keberadaan suatu virus penyakit
tertentu?

* Walking primer untuk analisa DNA sequencing
fragment yang panjang?

* Atau untuk tujuan lainnya?
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2. Menyiapkan Sekuen Referensi

* Misal targetnya adalah virus Rabies, maka harus
mengumpulkan sekuen virus Rabies sebagai
referensi.

e Usahakan agar pencarian lebih spesifik dengan cara
menentukan gen targetnya.

* sekuen referensi dapat dicari dari database
GenBank di situs NCBI.
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Manual atau perlu bantuan software?

* Pada dasarnya mengambil sembarang daerah tertentu pada sekuen
referensi dapat untuk dijadikan primer, tanpa perlu bantuan software
khusus. Namun cara ini amat berisiko karena tidak dapat mengetahui
bagaimana kualitas primer nantinya. Sebab ada beberapa parameter
yang harus diperhatikan dalam mendesain primer.

* Ada beberapa software yang bisa membantu, ada yang free dan ada
juga yang berbayar, ada yang online dan ada juga yang harus diinstall
di komputer. Satu contoh Software yang free dan tersedia
secara online yaitu Primer3 atau Primer3Plus di situs http://www.b
ioinformatics.nl/cgi-bin /primer3plus /primer3plus.cgi

* Primer blast yang ada di NCBI
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GenBank «

Hemibagrus nemurus mitochondrion, complete genome
GenBank: KJ573466.1

DEFINITION
RCCES5ICN
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGRNISM

REFERENCE
RUTHORS
TITLE
JOURMAL

REFERENCE
RUTHORS
TITLE
JOURMAL

COMMENT

FEATURES
source

FASTA  Graphics

KJST3466 T84 bp DNA linear VET 03-JUN-2014
Hemibagrus nemurus mito drion, complete genome.

KJ573466 REGICNH: 8778..9
KJ573466.1

mitochondrion Hemiba
Hemibagrus nemurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata:; Vertebrata; Euteleostomi;
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Ostariophysi; Siluriformes;
Bagridae; Hemibagrus.

1 (bases 1 to TE84)

Meganathan,P., Tan,M.H. and Austin,C.M.

Complete mitochondrial genome of Hemibagrus nemurus

Unpublished

2 (bases 1 to TE84)

Meganathan,P., Tan,M.H. and Austin,C.M.

Direct Submission

Submitted (12-MAR-2014) School of Science, Monash University
Malaysia, Jalan Lagoon Selatan, Bandar Sunway, Selangor 46150,
Malaysia

#$#hssenbly-Data-START##

s nemurus (Asian redtail catfish)

Azzenbly Method :: MITCkim v. 1.6
Lssembly Name :i Hnemurus_200bp vl
Coverage 44,7

Sequencing Technology :: IonTorrent

$$#L=sembly-Data-END§#
Location/Qualifiers
1..784
/organism="Hemibagrus nemurus"”
forganelle="mitochondrion™

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KI373466.1freport=fasta

Send to: =

Change region shown -

O Whole sequence
®) Selected region
from: |8778 to: 9561

Update View

Customize view %)

Analyze this sequence =
Run BLAST

Pick Primers

Find in this Sequence

Related information —
Protein
Taxonomy

Gene

Recent activity =
Turn Off Clear

B Hemibagrus nemurus mitochondrion,
complete genome Nuclectide

B Escherichia coli stx2tA, stx2tB genes,
strain T4/97 Huclectide
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:—j NCBI  Resources

1963r My NCBI Sign Out

Nucleotide Nucleotide v

Advanced

FASTA~

Hemibagrus nemurus mitochondrion, complete genome

GenBank: KJ573466.1

GenBank  Graphics

>KJ573466.1:8778-9561 Hemibagrus nemurus mitochondrion, complete genome
ATGGECCCACCARGCACATGCATATCATATGGT CGACCCTAGCCCATGGCCCCTTACCGRTGCAGTAGCTR
CTCTTCTAATARCATCAGGTTTAGCARTCTGATTCCACTTCCACTCTACRACATTRAATARCCTTAGGATT
AATCCTGCTICTACTCACRAATACTCCARTGATGACGEGACATTATCCGAGAGGGARCCTTCCARGGACAT
CATRACGCCCCCTIGTACARL A A GETCTACGATATGGTATAATCTTATITATTACCTCAGRAGTATTICTTCT
TCTTAGGATTCTTITTGAGCCTITTACCACTCTAGCCTTGCCCCAACCCCAGRACTTGGAGGATGTTGACC
ACCRACRGGTATTACAACACTTGACCCATTCGRAGTGCCTCTACTTRARCARCCGCCGTICCTCCTAGCATCT
GETGTAACAGTARCCTGAGCTCACCACAGCCTGATAGRAAGGAGCCCGARARACARGCAATTCAATCACTAG
CTCTTACRATCCICCTAGGCCTATATTITCACTGCCCTGCARGCCATAGRATATTATGAAGCCCCTTTCAC
CATTGCAGRCGGIGT GTACGGCTICTACCTITCTITCGTAGCGRACAGGTITCCACGGRACTCCATGTTATTATT
GECTCATCTTTCCTTGCTGTCIGTTTCTICCGACAAGTCCGATATCATTTTACATCAGRACATCACTTIG
GGTTTGRAGCAGCTGCCTGATATTGRACATTTCGTAGATGTIGTATGATTATTCCTATATGICTCIATTIA
CTGATGRAGGCTCAT

Send to: ~ .
Change region shown

() Whole sequence
(® Selected region
from: |B778 to: |9561

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers

Find in this Sequence

Related information

Protein
Taxonomy

Gene

Recent activity

5 Hemibagrus nemurus mitochondrion,

Help

Update View

"

Turn Off Clear
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@ SINTA - Science and Tech > ‘ 5 dna - Google Search X H Nucleic Acids - Types, St X ‘ r@ DMA 1 stock illustration. | 2 | MNew Tab x ‘ Primer3 Input (version 0.4.0) X ‘ -+ = @
N . - -0
¢ @ nbioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ B o @ % L | Q search In @O =
Ll
| Checks for mispriming in template. | disclaimer | Primer3 Home

Primer3 (+. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence. | Primer3olus inferface | cantions | FAO/WIKL

There is a newer version of Primer3 available at http:/primer3.ut.ee

Paste source sequence below (5'->3, string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or
use a Mispriming Library (repeat library): | NONE v

| Pick left primer, or use left primer below: | [J Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below: | Pick right primer, or use right primer below (5" to 3" on opposite strand):

Pick Primers Reset Form

Sequence Id: A string to identify your output.

rgers: E_g. 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g. .. ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers
~HEEE must flank the central CCCC.

Excluded E.g 401,7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with <and >: e g.

Regions: CATCT<=CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Product Size Ra.nges 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000
Number To Return |5 Max 3' Stability 9.0

Max Repeat Mispriming [12.00 Pair Max Repeat Mispriming |24.00

Max Template Mispriming (12.00 | Pair Max Template Mispriming |24.00

et 8:57PM
I RTINSy P
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@ SIMTA - Science and Tech 3 ‘ 5 dna - Google Search X H Mucleic Acids - Types, Str X ‘ r@ DMA 1 stock illustration. [ 3 New Tab X ‘ Primer3 Input (version 0.4.0) X ‘ + =
S . )
( ‘@‘ ® bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ E' - 9 1:? i Q, Search N 60 =
~
| Checks for mispriming in template. | disclaimer | Primer3 Home

Primer3 (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence. | Primer3olus interface | cantions | FAQ/WIKI

There is a newer version of Primer3 available at http:/primer3.ut.ee

Paste source sequence below (5'-=3', string of ACGTNacgin -- other letters treated as N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINEs, etc.) or
use a Mispriming Library (repeat librarv): | NONE v

ACCAACACGTATTACAACACTTEACCCATTCCARGTCCCTCTACT TAACACCECCETCCTCCTAGCATCT 2
GETETAACACTAACCT CAGCTCACCACAGCCTCATAGAAGEACCCCEARAACAAGCARTTCAATCACTAG
CTCITACAATCCTCCTAGGCCTATATTTCACTECCCTGCARGCCATAGAATATTATGARGCCCCTTICAC

CTGATGAGGCTCAﬂ

| Pick left primer, or fse 1eft primer below: | [[] Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below: | Pick right primer, or use right primer below (3" to 3' on opposite strand):

Pick Primers Reset Form

Sequence Id: A string to identify your output.

Tarsets: E. g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g. . ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers
—HEES must flank the central CCCC.

Excluded E g 401.7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with <and > e g.

Regions: ATCT=CCCC=TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Product Size Ranges |150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000
Number To Retum |5 Max 3' Stability 9.0

Max Repeat Mispriming 12.00 Pair Max Repeat Mispriming |24.00

Max Template Mispriming 12.00 | Pair Max Template Mispriming | 24.00

an — =) "
= - . 113207
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@ SIMTA - Science and Tech X ‘ = dna - Google Search X | H Nucleic Acids - Types, Str X ‘ r@ DMA 1 stock illustration, | X ‘ MNew Tab X | Primer3 Input (version 0.40) X | 4 =

(& ‘@ @ bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ E s 9 f? i Q, Search I @ é)

CATTCCACACCaT CTeTACCaCT CTACCT I CT T CCTACCEACACGTTICCACCAACTCCATETTATTATT Z
GECTCATCTTICCITGCTGICTCTTICTICCGACRARTCCGATATCATTITACATCAGARCATCACTIIG

SETTIGAAGCAGCTGCCT CATATTGACATI TCATAGATGTIGTATGAT TATTCCTATATGICICTATITA v

CIGAIGAGGCICAT

| Pick left primer, or use left primer below: | [[] Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below: | Pick right primer, or use right primer below (5" to 3’ on opposite strand):

Pick Primers Reset Form

Sequence Id: A string to identify your output.

Taroets: E_g. 50,2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 31. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g. .. ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers
SRS must flank the central CCCC.

Excluded E g 401,7 683 forbids selection of primers mn the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with <and >: e g.

Regions: ATCT<CCCC=TCAT.. forbids primers in the central CCCC.

Product Size Ranges |600-700
Number To 5 Max 3' Stability 9.0

Max Repeat Mis ing [12.00 Pair Max Repeat Mispriming |24.00

Max Template Mispriming 12.00 | Paiwr Max Template Mispriming |24.00

Pick Primers Reset Form
General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: |18 Opt: |20 Max: |27

Primer Tm Min: |57.0 Opt: |60.0 Max: 63.0 Max Tm Difference: [100.0 | Table of thermodynamic parameters:  Breslauer et al. 1986 v
Product Tm Min: i Max:

Primer GC% Min: |20.0 t:- |50 Max: |80.0

MWax 3’ Self Com rity-
. s 901 PM
S DA e
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o SINTA - Science and Tech X ‘ 5 dna - Google Search X ‘ H Nucleic Acids - Types, St X ‘ r@ DMA 1 stock illustration. |1 3 ‘ MNew Tab x ‘ Primer3 Input (version 0.4.0) X ‘ + -
¢ @ bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ B -« @ % ¥ | Q search I @
FILK T > mEDEL UL

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20 Max: |27

Primer Tm Min: 57.0 Opt: |60.0 | Max: |63.0 Max Tm Difference: |100.0 | Table of thermodvnamic parameters: | Breslauer et al. 1986 v
Product Tm Min: Opt: Max:

Primer GC% Min: 20.0 | Opt: |50 Max: |80.0

Max Self Complementarity: 8.00 | Max 3' Self Complementarity: |3.00

Max #N's: 0 Max Poly-X: 5

Inside Target Penalty: Outside Target Penalty: ] Note: vou can set Inside Target Penalty to allow primers mnside a target.
First Base Index: 1 CG Clamp: 0

Concentration of monovalent cations: 50.0 | Salt correction formula: Schildkraut and Lifson 1965 v

Concentration of divalent cations 0.0 Concentration of dNTPs 0.0

Annealing Oligo Concentration: 50.0 | (Not the concentration of oligos in the reaction mix but of those annealing to template.)

Liberal Base [] Show Debuging Info [¥ Do not treat ambiguity codes in libraries as consensus [| Lowercase masking

Pick Primers Reset Form

Otﬂ' Per-Sequence Inputs

E.g. 20,400: only pick primers in the 400 base region starting at position 20. Or use { and } in the source sequence to mark the beginning and end of the included

Included Region: region: e.g. in ATC{TTC.. TCT}AT the included region is TTC.. TCT.

Start Codon

Position:

Sequence Quality

s 9:03 PM
S DR e
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@ SIMTA - Science and Tech X 5 dna - Google Search » . MNucleic Acids - Types, 5t X rG- DMA 1 stock illustration. [+ > Mew Tab X Primer3 Output (primer3_resu| X + =

(— - @ @ @ bioinfo.ut.ee/cgi-bin/primer3-0.4.0/primer3_results.cgi B - | ¥ | Q Search N 60 =5

Primer3 Output

Ho mispriming library specified
Using l-kased sequence positions

CLIGD start len Tm gci any 3' seg
LEFT FRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGIGCAGTAGCIGCICTICT
RIGHT PRIMER a78 20 57.20 50.00 &.00 2.00 GATATCGGACTIGTCGGRAG

SEQUENCE S5IZE: T&4
INCLUDED REGICN S5IZE: TE4

PRODUCT SIZE: 619, PAIR ANY CCMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

1 ATGGCCCACCARGCACATGCATATCATATGETCGACCCTAGCCCATGGCCCCTTACCGET
>

61 GCAGTAGCTGCTCTTCTAATAACATCAGGTTTAGCAATCTGATTCCACTTCCACTCTACR
e gt g e e v e e v e g e e e 3

121 RCATTARTARCCTTAGGATTRAATCCTGCTICTACTCACRRATACTCCARTGATGACGGGAL

181 ATTATCCGAGAGGGRACCTTCCRAGGACATCATACGCCCCCTGTACARARAGGTCTACGR

241 TATGGIATAATCTTATTITATTACCTCAGRAGTATTCTICTICTTAGGATICTTITTIGAGCC

301 TITTRACCACTCTAGCCITGCCCCAACCCCAGRACTTGGAGGATGTTGACCACCARCAGET

361 ATTACARACACTTGACCCATICGRAAGTGCCTCTACTTAACACCGCCGTCCTCCTAGCATCT

421 GETGTARCAGTRACCIGRAGCTCRACCACAGCCTGATAGARGGAGCCCGRARACRAGCARTT

481 CRATCACTAGCTICTTACRATCCTICCTAGGCCTATATITCACTGCCCTGCAAGCCATAGRR

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT 21



- o
9 SINTA - Science and Tech X 5 dna - Google Search x - Mucleic Acids - Types, Str X r(._:, DNA 1 stock illustration. | 2 New Tab X | Primer3 Output (primer3_resu’ X + =

<) = & ﬁ' @ bioinfo.ut.ee/cgi-bin/primer3-0.4.0/primer3_results.cqgi E| e ﬁ i Q Search I @ =
: -5‘14 AALISIEHSSITULLLL L LILALLAS L LTSSl LTI ALDDL LU L AL L 1L L LTI AL A
601 ACAGGTTTCCACGGACTCCATGTIATTATTIGGCTCATCTTITCCTIGCTGTCTGITICTTIC
<€
66l CGRCAAGTCCGATATCATTITACATCAGRRACATCACTITGGETITTIGRAAGCAGCTGCCTGR
LI
T2l TATTGRCATTICGTAGATGTITGTATGATTATTCCTATATGTCTCTATTTACTGATGAGED
T8l TCAT
EKEEYS (in order of precedence):
Frx»>»> left primer
<<<<<< right primer
ADDITICHAL CLIGOS
start len TIm g any 3' seq
1 LEFT PRIMER 93 20 E6.76 45.00 7.00 1.00 AGCAATCTGATTCCACTICC
RIGHT PRIMER To02 20 56.49 45.00 3.00 0.00 CCCRRAGTGATGTTCTGATG
PFRCODUCT SIZE: 610, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' CCMPL: 1.00
2 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGIGCAGTAGCIGCICITCT
RIGHT PRIMER To02 20 56.49 45.00 3.00 0.00 CCCRRAGTGATGTTCTGATG
PFRCODUCT SIZE: 645, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' CCMPL: 1.00
3 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGIGCAGTAGCIGCICITCT
RIGHT PRIMER a6l 20 57.51 S50.00 2.00 0.00 GGRAGRRRCRGRCAGCRAGGE
PFRODUCT SIZE: 604, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' CCMPL: 3.00
4 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGIGCAGTAGCIGCICITCT
RIGHT PRIMER aaT7 20 56.43 45.00 4.00 2.00 CTTGTCGGRAGRRACRAGACH
PFRCODUCT SIZE: 610, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' CCMPL: 3.00
Statistics
con too in in no tm tm high high high
5id many tar excl bad GC too too any 3' poly end
ered Hs get reg GC% clamp low high compl compl X stab ok
Left 1689 [} [} [} 1 [} 479 EoB 15 14 [} 19 653
Right 1663 [4] [4] [4] [4] [4] 547 420 [4] 1 [4] 24 a7l W
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Langkah desain primer

* Pada kotak yang tersedia, masukkan sekuen referensi,
dapat juga mengunggah (upload) sekuen dari file di
komputer.

* Pilih jenis primer yang ingin didesain, sense primer (/eft
primer), antisense (right primer) dan probe untuk
hibridisasi (internal oligo). Kotak yang ada di bawahnya
bisa diisi jika sudah memiliki kandidat primer.

* Tentukan beberapa parameter lain jika diperlukan
seperti excluded region (daerah dimana primer tidak boleh
menempel di situ), targets (primer harus mengapit daerah
tersebut) dan included region(kedua primer harus berada
di dalam daerah ini).

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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* Beberapa opsi yang lebih mendalam bisa ditambahkan
pula pada tab General Settings, Advance Settings,
Internal Oligo, Penalty Weights dan Sequence Quality.

* Jika semua opsi sudah terisi, tekan tombol PICK
PRIMERS untuk memulai pencarian primer yang
terbaik.

* Hasil pencarian akan muncul pada slide selanjutnya. Di
sana tertera beberapa hal mengenai primer yang
didisain, yaitu:

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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* Primer3 akan memberikan beberapa alternatif pasangan primer yang
dapat dipilih. Pada gambar di atas terlihat pasangan primer pertama.

* Nama Left Primer dan Right Primer
* Sekuen kedua primer

* Posisi primer pada sekuen referensi, panjang primer, Titik Leleh (Tm),
% GC dan beberapa parameter terkait struktur sekunder yang
mungkin terjadi.

e Ukuran produk PCR

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT
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5. Menguiji spesifisitas primer

* Primer yang baru saja didesain harus diuiji
spesifisitasnya agar yakin bahwa primer tersebut
akan mengamplifikasi target yang diinginkan.
Pengujian spesifisitas dapat dilakukan dengan
bantuan BLAST di NCBI.

* Dapat juga untuk menguji primer yg tidak didesain
sendiri, misal dari jurnal.

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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Primer yang telah didesain tersebut harus diuji spesifisitasnya agar
yakin bahwa:

* Primer tersebut hanya akan mengamplifikasi daerah yang diinginkan

* Tidak menempel pada daerah lain di genom organisme target (dalam
contoh ini misalnya memiliki materi genetik berupa RNA)

* Tidak menempel pada DNA organisme lain yang mungkin tercampur
bersama DNA target ketika isolasi DNA. Misalnya DNA host-nya
Rabies yaitu anjing.

* Pengujian spesifisitas dapat dilakukan dengan bantuan BLAST di NCBI.
Jenis BLAST yang digunakan adalah blastn (nucleotide blast). Berikut
ini adalah langkah-langkah-nya:

rgmacid LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED



€N SINTA - Scienceand X & dna- Google Search X [B Nucleic Acids - Type X [5 DNA 1T stock illustrat X | New Tab % | Primer3 Output (primer. X ‘ = BLAST: Basic Local /X ‘ +

c & @ @ https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi e o L | Q Search

MNCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST ¢ Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Basic Local Alighment Search Tool
BLAST+2.7.1 released

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program Anew version (2.7.1) of the BLAST+ executables is now available.
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and -00-

P e or protein seq q Mon, 23 Oct 2017 08:00:00 EST More BLAST news.
calculates the statistical significance. Leam more
Web BLAST

BLAST Genomes

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blast«&IPAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

e i

— 9:15PM
0 il a0t
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€ SINTA - Scienceand X | 5 dna- Google Search X | [E8 Mucleic Acids - Type X [ DNA 1stockillustrat X | New Tab X | Primer3 Output (primer: X ‘ = Nucleotide BLAST: © X ‘+ - o
<« c @ @ bioinfo.ut.ee/cgi-bin/primer3-0.4.0/primer3_results.cgi B o @ % L | Q search In @O =
Ll

T21 TATTGRCATTICGIAGATGTIIGTATGATTATTCCTATATGTICTCTATITACTGATGAGED

T81 TCAT

KEYS (in order of precedence):
>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

ADDITICNAL CLIGOS

start len tm gck any 3' seg
1 LEFT BRIMER 93 20 5&6.76 45.00 7.00 1.00
RIGHT PRIMER 702 20 56.43 45.00 3.00 0.00 CCCAAAGTGATGTT Copy
PRODUCT SIZE: 610, PATR ANY COMPL: 5.00, PATR 3' COMPL: 1.00 St
2 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGTGCAGTAGCTGC Search Google for "AGCAATCTGATTCCA. "
RIGHT PRIMER 702 20 56.49 45.00 3.00 0.00 CCCAAAGTGATGIT ) ;
PRODUCT SIZE: 645, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00 View Selection Source
3 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 6.00 3.00 GGTGCAGTAGCTGC Inspect Element (Q)
RIGHT PRIMER 661 20 57.51 50.00 2.00 0.00 GGAAGRAACAGACAGCRAGG
PRODUCT SIZE: 604, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
4 LEFT PRIMER 58 20 57.44 55.00 &.00 3.00 GGTGCAGTAGCTGCTCTTICT
RIGHT PRIMER 667 20 56.43 45.00 4.00 2.00 CTTGTCGGAAGAAACAGACEL
PRODUCT SIZE: 610, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
Statistics
con too in in no tm tm high high high
5id many tar excl bad GC too too any 3' poly end
ered Hs get reg GC% clamp low high compl compl ¥ stab ok
Left 1689 0 0 o 1 o 479 508 15 14 0 13 653
Right 1663 0 0 o 0 o 547 420 0 1 0 24 71

FPair Stats:
considered 874, unacceptable product size 857, high end compl 3, ok 14
primer3 release 1.1.4

(primer3_ results.cgl release 0.4.0)

o ,  E16PM
" 113207
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€ SINTA - Science and X

5 dna- Google Search X H Mucleic Acids - Type X r@ DMA 1 stock illustrat 3 Mew Tab b4 Primer3 Qutput (primer: X

.
S Nucleotide BLAST: & X ‘ + = O

< ¢ @

OF* https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPI E' o @ ﬁ i O\ Search i 6 '=‘€>

m U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

e
BLAST  » blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help

Standard Nucleotide BLAST

blastn blastp | blastx | tblastn | tblastx |

Database

Organism
Optional

Exclude
Optional
Limit to
Optional
Entrez Query
Optional

BLASTHN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Resetpage  Bookmark
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
ACCAATCTGATICCACITCG

From

To

Or, ypload file Browse... | Mo file selected. @
Job Title

1 Align two or more sequences &

Choose Search Set

Enter a descriptive title for your BLAST search &

() Human genomic + transcript (CMouse genomic + transcript @ Others (nr etc )

Mucleotide collection (nr/nt) Vi@

[ Exclude £
Egffer organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa wll be shown &

Models (XMIXF'}D Uncultured/environmental sample sequerfces

[ Sequences from type material

YﬂLI Create custom database

Enter an Entrez query to limit search @

" =5 |¢L| 9:18 PM
3 111372017
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€N SINTA - Scienceand X ‘ 5 dna - Google Search X ‘ B Nucleic Acids - Type X ‘ [ DNA 1 stockiillustrat X ‘ New Tab

x ‘ Primer3 Output (primer: X ‘ = Nucleotide BLAST: © X ‘ +

&« & ‘@‘ ®© & https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM =blastn&PAGE_TYPE E

Enter a descriptive title for your BLAST search &)

O Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database CIHuman genomic + transcript OMouse genomic + transcript ®Others (nr etc.):
Nucleotide collection (nr/nt) v e

Organism

Optional [JExclude '+
Enter organism commaon name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &)

Exclude [T Models (M/P) (] Uncultured/environmental sample sequences

Optional

Limit to [ sequences from type material

Optional

Entrez Query Youllllifd Create custom database

Optional

Enter an Entrez query to limit search &)

Program Selection

Optimize for

® Highly similar sgquences (megablast)

(O More dissimilflf sequences (discontiguous megablast)

() Somewhat fimilar sequences (blastn)

Choose a BLEFST algorithm &)

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
[ show results in a new window

UNIVERSITAS GADJAH MADA

- o N

e @ & & | Q Search N @@ =

]

Ll

r

Support center  Mailing

~ tal €0 il

list

9:20 PM

1113/2017
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€ SINTA - Scienceand X | 5 dna- Google Search X | [B Nucleic Acids - Type X | [ DNA 1 stockillustrat % | New Tab ¥ | Primer3 Output (primer” X | = BLAST: Basic Local /' X ‘ + - g
“ =2 ¢ @ (D @ https:;//blast.ncbinim.nih.gov/Blast.cgi e % ¥ | Q search i 6 é}
Human Mouse Rat Microbes A
Standalone and API BLAST
., Download BLAST B yse BLAST API Use BLAST in the cloud
L] Get BLAST databases and executables mm Call BLAST from your application Start an instance at a cloud provider
Specialized searches
Find proteins highly similar Degfzn primers specific to Compare two sequences Find conserved domains in
to your guery your PCR template aspan your sequence
(meeaerman-wunsch)
Find matches to gene Search immunoglobulins Search sequences for vector Find sequences with similar
expression profiles and T cell receptor contamination conserved domain
sequences architecture
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiTPAGE_TYPE= ch&PROG_DEF=blastn&ELAST_PROG_DEF=blastn&BLAST_SPEC=GlobalAln&LINK_LOC=BlastHomeLink Y]

Dl - Rl
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@ SINTA - Scienceand X 75 dna- Google Search H MNucleic Acids - Type X r@ DMNA 1 stock illustrat X | MNew Tab > | Primer3 Output (primer: X ‘ f—j Primer designing tor X ‘ + =

& (& ‘@' [6F*} https:/www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cai?LINK_LOC= E = @ ﬁ i Q, Search N @ =
<, Primer-BLAST

r NCEI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Reset page Save search parameters Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @) Clear Range
From To
Forward primer @ Clear
Reverse primer
Or, upload FASTA file Browse... | Mo file selected.
Primer Parameters
Use my own forward primer | o GCAATCTGATTCCACTTCC © Clear
(5"-=3" on plus strand)
Use my own reverse primer CCCAAAGTGATGTTCTGATG @ Clear
(5"->3" on minus strand)
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 50.0 63.0 3 @
(Tm) )
Exon/intron selection Arefseq mRMA sequence as PCR template inputis required for options in the section &)
Exon junction span Mo preference vig
Exon junction match Exon at5'side  Exon at 3' side
7 4
Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5° or 3’ side ofthe junction @
Intron inclusion [ Primer pair must be separated by at least one i the corresponding genomic v

1] | =0l - B 2
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© @

(& '@' OF*] https:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgifLINK_LOC= E| - 9 1:? i Q Search li\
Exon junction match Exonat5'side Exon at 3' side
7 4
Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5 or 3" side ofthe junction (?]
Intron inclusion [ Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &)
Intron length range Min Max
1000 1000000 (&

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @)

Search mode Automatic v|@

Database Refseq mRNA v @

Exclusion Refseq mRHA Exclude uncultured/environmental sample sequences &)
Organism Refseq representative genomes

Genomes for selected organisms (primary reference assembly only) ae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. g

Refseq RNA (refseq_rna)

Custom
Primer must have at least |2+ |total mismatches to unintended targets, including

Entrez query (optional)

Primer specificity stringe

at least|2  w|mismatches within the last|5  + bps at the 3 end. @
Ignore targets that have |6 | or more mismatches to the primer. @

Max target size 4000

@

Allow splice variants [ anow primer to amplify mRMNA splice variants (requires refseq mRMNA sequence as PCR template input) &
- - ~

( Get Primers ] show results in a new window Use new graphic view &)

p Advanced parameters

m £

rtghacid LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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@ & https:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/toals/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC= E|

< C ®

Exon junction match Exonat 5 side  Exon at 3 side

7 4

Intron inclusion
Intron length range Min

1000

Max

1000000 |

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5" or 3’ side of the junction @

[ Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &)

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

[ Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) [] Exclude unculturedienvironmental sample sequences &

UNIVERSITAS GADJAH MADA

m o =2

e @ 1:? i Q, search

L]

V\‘){l

Add more organisms
Entrez query (optional)

Primer specificity stripnancu -

dihapus

e wegoe wae ouVE | 6

‘east | 2

1atches within the last | 5

Max target size 4000 @

Allow splice variants

Works?jglfﬁr:}gér:f R, 29 Juli 2021 _

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &
Search mode Automnatic Ve

Database nr

Exclusion

Organism

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. g

v | total mismatches to unintended targets, including

v | or more mismatches to the primer. @

O atlow primer to amplify mRMA splice variants (requires refsegq mRMA sequence as PCR template input) &)

D Show results in a new window Use new graphic view &)

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

#1]

v | bps at the 3" end. @)

%31 PM

< MO e
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@ Co @ = Primer-Blast results X

<« ¢ o @ @ https;/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_tim B «» @ % ¥ | Q secrcn I @ é}

:'_, Primer-BLAST

» NCEI/ Primer-BLAST : results: Job id=trkp5R7-E1Y0bINpjomnW_QStmnZAa1024 more...

Input PCR template none
Specificity of primers Target templates were found in selected database: Nucleotide collection (nt)
Other reports & Search Summary

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer AGCAATCTGATTCCACTTCC 20 55.41 45.00 7.00 1.00
Reverse primer CCCAAAGTGATGTTCTGATG 20 5427 4500 3.00 0.00

Products on target templates
=K IM454860.1 Hemibagrus nemurus mitochondrion, complete genome

Forward pri 20
Template 8890
Reverse 20
Template G480 i 9481

»K.J624624 1 Hemibagrus wyckioides mitochondrion, complete genome

product length = 610
Forward primer 1 AGCRAATCTGATTCCACTITCC 20
Template == ga

Reverse primer 1 CCCRARGTGATGTITCTIGATG 20
Template = 3 = 9459

%33 PM

11/13/2007
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&« c ﬁ} [oF* https://www.nchi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_tim E' v ﬁ i O\ Search i 6 é}
Primer pair 1 "
Sequence (5'-=3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TACCATATACATTTACACCAA 21 49.52 28.57 4.00 0.00
Reverse primer CTITCCTTGGATTTTAACCA 20 51.16 35.00 4.00 4.00
Products on target templates
>KUBT0467 1 Horabagrus brachysoma mitochondrion, complete genome
product length = 1272
Forward primer 1 TACCATATACATTTACACCRRE 21
Template 374 i iiarassaraa e 2394
Reverse primer 1 CITICCTITGGATTTTAACCRE 20
Template D845 L.iiiaseasasaaaasaaans S9626
=KIUET0465.1 Mystus cavasius mitochondrion, complete genome
product len: = 1272
Forward prj 1 TACCATATACATTTACACCRR 21
Template = < 8398
Reverse primer 1 CITICCITGGATTTTAACCR 20
Template 2 9630
=KM454860.1 Hemibagrys nemurus mitochondrion, complete genome
product length = 72
Forward primer TACCRTATACATTTACACCRR 21
Template 1 8381
Reverse primer 1 CITICCITGGATTTTAACCR 20
Template 9832 Liiiieiiaesaaaamaaan 9613
=HJ624624 1 Hemibagrus wyckioides mitochondrion, complete genome
product length = 1272 .

9:42 PM

1f13/2m7
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oD & BE =

&« (& ‘@‘ U & https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
I

e f:f i Q, Search

Sequences producing significant alignments

selectall 100sequences selected

Description

Hemibagrus ngmurus mitochondrion,_complete genome

Hemibagrus vy[ckioides mitochondrion,_complete genome
n

Hemibagrus nemurus mitochondrion,_complete genome

Hemibagrus spilopterus mitochondrion, complete genome

Hemibagrus mjacropterus voucher SYWU10090910 mitochondrion, complete genome

Hemibagrus sp. RCH-2015 mitochondrion, complete genome

Hemibagrus wiyckioides mitochondrion, complete genome

Hemibagrus sp. SWH mitochondrion, complete genome

Hemibagrus ngmurus isolate KLTT tRMA-Pro gene and D-loop, partial seguence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate KLTE tRMA-Pro gene and D-loop, partial seguence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate KIT5 tRNA-Pro gene and D-loop,_partial sequence; mitochondrial

Hemibagrus nemurus isolate K1 T4 tRMA-Pro gene and D-loop, partial sequence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate KIT3 tRNA-Pro gene and D-loop, partial sequence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate KLT2 tRMA-Pro gene and D-loop, partial seguence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate KLT1 tRMA-Pro gene and D-loop, partial seguence; mitochondrial

Hemibagrus ngmurus isolate PRKS tRNA-Pro gene and D-loop,_partial sequence; mitochondrial
oL n[murus isolate PREA tRNA-Pro gene and D-loop,_partial sequence;_mitochondrial

ugm.ac.id

Download Manage Columns “~ Show (2]

GenBank

Max = Total

Score Score  Cover

421 793
421 TN
421 773
342 908
263 514
223 827
203 &TT7
203 &77
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 327
18.3 471

Graphics
Query E
value
100% 1e-06
100% 1e-06
100% 1e-06
100% 3e-04
100% 0.075
100% 1.2
100% 46
100% 4.6
76% 18
76% 18
76% 18
76% 18
76% 18
76% 18
76% 18
76% 18
80% 18

Per.
Ident

100.00%
100.00%
100.00%
95.24%

100.00%
100.00%
92.86%

92.86%

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

Distance tree of results

Accession

NC_044863.1

K.J624624 1
K.J573466.1
JQ343983.1
JFB34542 1
KIM507291.1
MMB07278 .1
KIM5T7633.1
KX268708.1
KX268707.1
KX268706.1
KX268705.1
KX268704.1
KX268703.1
KX268702 1

[l Feedback

PM
0
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* Untuk mengetahui primer hasil disain spesifik atau
tidak adalah dengan cara melihat hasil pencarian
BLAST.

e Jika primer memiliki kesamaan dengan DNA
organisme lain atau bahkan sama, berarti primer tidak
spesifik.

* Hal ini dapat berbahaya karena primer menempel
kemana-mana, akibatnya akan muncul banyak produk
PCR yang tidak diinginkan.

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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* Sekuen DNA tersebut berasal dari organisme lain

Kang secara praktiknya tidak mungkin ada
ersama-sama dengan organisme target (dalam

contoh ini virus Rabies) ketika mengambil sampel

untuk ekstraksi RNA. Misalnya Oryza

sativa (tanaman padi), atau Ascaris (cacing

Eelang), yang sepertinya tidak mungkin ada
ersama virus rabies.

* Hanya satu dari sefpasang primer tersebut yang
diduga tidak spesifik. Jika memang sulit
menemukan alternatif lain yang lebih baik, maka
kondisi ini masih dapat diterima, tapi jumlah
Erimer vang ditambahkan ketika PCR nantinya

arus dioptimasi.

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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* Boleh jadi kedua primer diduga tidak spesifik, tapi
posisi penempelan tidak spesifik mereka itu pada
gen lain terpisah sangat jauh sehingga secara teori
tidak akan mungkin menghasilkan produk PCR,
misalnya jika jaraknya lebih dari 10000 bp.

* Sekuen primer tersebut tidak benar-benar match
100%, terutama jika 5 basa terakhirnya tidak match
(terhadap DNA organisme lain atau fragmen dari
DNA tsb).

g Ac i LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED



Parameter untuk Masing-Masing Primer u UNIVERSITAS GADJAH MADA

* 1. Panjang Primer

Secara umum disepakati bahwa panjang primer
PCR yang optimal adalah 18-22 nukleotida. Ukuran
ini cukup panjang untuk mencapai spesifisitas yang
cukup, dan cukup pendek bagi primer untuk terikat
dengan mudah pada DNA template pada
suhu annealing-nya.

rgmacid LOCALLY ROOTED, GLOBALLY RESPECTED
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e 2. Suhu Leleh Primer

e Suhu leleh atau melting temperature (Tm) adalah temperatur
dimana setengah dari duplex DNA akan terpisah menjadi untai
tunggal dan Tm juga mengindikasikan stabilitas duplex.

* Hasil terbaik biasanya diperoleh jika primer memiliki Tm 52-58
°C. Primer dengan nilai Tm di atas 65 °C memiliki
kecenderungan untuk terjadinya annealing sekunder. Nilai Tm
bisa diindikasikan dari GC content dan dapat dihitung secara
akurat menggunakan rumus-rumus tertentu.
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e )f

3. Suhu Annealing Primer (Ta)

 Nilai Temperatur Leleh (Tm) merupakan estimasi stabilitas hibrid DNA-
DNA dan penting untuk menentukan suhu annealing. Jika Ta terlalu
tinggi maka akan menyebabkan hibridisasi primer-template yang kurang
baik sehingga yield produk PCR pun akan rendah. Sebaliknya jika Ta
terlalu rendah maka bisa menyebabkan banyaknya produk-produk non-
spesifik karena akan terjadi banyak mismatch yang menurunkan
spesifisitas PCR.

* Bagaimana cara menghitung Ta?
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4. GC Content

* GC content (prosentase jumlah G dan C terhadap jumlah basa
total pada primer) harus berkisar antara 40-60%.

5. GC Clamp

* Ketika mendesain primer biasanya memilih primer yang
memiliki G atau C pada posisi 5 terakhir ujung 3’, karena dapat
meningkatkan ikatan spesifik pada ujung 3’ karena ikatan G
atau C lebih kuat. Namun perlu dihindari lebih dari 3 basa G
atau C pada 5 basa terakhir ujung 3’ karena ujung 3’-nya dapat
melipat membentuk GC clamp yang mengakibatkan ujung 3’
primer tidak terikat pada template.
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e 6. Struktur Sekunder Primer

e Struktur sekunder primer dapat disebabkan oleh interaksi intra
dan inter-molekuler primer. Hal ini juga amat mempengaruhi
kualitas dan kuantitas produk PCR, karena akan mengurangi
kemampuan primer menempel pada template.
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Beberapa jenis struktur sekunder primér:

i) Hairpins
* Hairpins terbentuk akibat interaksi intramolekuler primer
sehingga membentuk semacam lipatan.

ii) Self Dimer

* Self dimer terbentuk oleh interaksi intermolekuler antara
dua molekul primer yang sama, dimana primer homolog
terhadap dirinya sendiri. Biasanya oleh karena
menambahkan primer dalam jumlah besar dibanding jumlah
DNA template, dan ketika primer lebih suka membentuk
dimer intermolekuler ketimbang berhibridisasi dengan DNA
template, maka yield produk tentu akan berkurang.
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iii) Cross Dimer

* Primer cross dimer terbentuk karena interaksi intermolekuler
antara primer sense dan antisense, dimana keduanya memiliki
homologi.
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7. Repeats

* Repeat adalah suatu di-nukleotida yang terjadi berulang-ulang
secara berurutan dan harus dihindari karena mereka dapat
menyebabkan mispriming. Contohnya: ATATATAT. Jumlah repeat
maksimum yang dapat ditoleransi adalah 4 di-nukleotida.

8. Runs

* Runs mirip dengan repeat, tetapi pada run pengulangannya
hanya 1 jenis basa. Runs juga harus dihindari karena dapat
menyebabkan mispriming. Contohnya:
TCAGGGGGTAGCGGGGTA memiliki run basa G 5 dan 4. Jumlah
maksimum run yang dapat diterima adalah 4 basa.
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Parameter untuk Pasangan Primer

1. Panjang amplikon

* Panjang amplikon (produk PCR) ditentukan oleh tujuan
eksperimen itu sendiri. Jika tahu posisi primer pada
template, maka:

Panjang produk = (Posisi primer antisense - posisi primer
sense) + 1

2. Selisih Tm pasangan primer

* Sepasang primer harus memiliki Tm yang nilainya
berdekatan. Jika selisihnya lebih dari 5 °C maka dapat
menyebabkan tidak terjadinya amplifikasi.
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Summary ~ when is a “primer” a primer?
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