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PENDAHULUAN

•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
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Apa itu Primer?

• 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. 

• primer juga berfungsi untuk membatasi daerah mana yang 
akan diamplifikasi pada reaksi PCR. 
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•
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idealnya primer memiliki urutan basa nukleotida 
yang tepat berpasangan dengan urutan basa 
DNA target yang akan diamplifikasi, dan tidak 

menempel di bagian lainnya



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. Menguji 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.

• 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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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 (left 
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).
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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:
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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.

• Ukuran produk PCR
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5. Menguji spesifisitas primer

•Primer yang baru saja didesain harus diuji 
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.
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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:
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dihapus
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•Untuk mengetahui primer hasil disain spesifik atau 
tidak adalah dengan cara melihat hasil pencarian 
BLAST. 

• 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.

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT



hasil BLAST seperti di atas masih bisa ditoleransi jika:

•Sekuen DNA tersebut berasal dari organisme lain 
yang secara praktiknya tidak mungkin ada 
bersama-sama dengan organisme target (dalam 
contoh ini virus Rabies) ketika mengambil sampel 
untuk ekstraksi RNA. Misalnya Oryza 
sativa (tanaman padi), atau Ascaris (cacing
gelang), yang sepertinya tidak mungkin ada 
bersama virus rabies.
•Hanya satu dari sepasang primer tersebut yang 

diduga tidak spesifik. Jika memang sulit 
menemukan alternatif lain yang lebih baik, maka 
kondisi ini masih dapat diterima, tapi jumlah 
primer yang ditambahkan ketika PCR nantinya 
harus dioptimasi.
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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).
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Parameter untuk Masing-Masing Primer

•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.

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT



• 2. Suhu Leleh Primer

• 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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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? 

Workshop Instrumen PCR, 29 Juli 2021_LPPT



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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• 6. Struktur Sekunder Primer

• 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 primer:

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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