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 Abstrak 

Penelitian belakangan ini menunjukkan bahwa di antara mikroalga yang memiliki kandungan lipid tinggi 

untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku biodiesel, termasuk ke dalam kelas Trebouxiophyceae.  

Kesederhanaan sel dan bentuknya yang mudah berubah menjadikannya sulit diidentifikasi secara 

morfologis. Oleh karena itu, identifikasinya perlu didampingi dengan metode molekuler yang 

mengamplifikasi gen dengan polymerase chain reactions (PCR). Metode PCR membutuhkan primer yang 

membatasi area pada DNA yang akan diamplikasi. Gen yang berpotensi dijadikan penanda identifikasi 

adalah tufA karena memiliki urutan yang lestari. Penelitian ini bertujuan mengajukan primer berdasarkan 

gen tufA untuk identifikasi Trebouxiophyceae. Sekuen gen tufA dikumpulkan dari database, disejajarkan, 

dan diamati area yang lestari untuk diambil kandidat primer. Kemudian primer forward dan reverse 

dipasang-pasangkan sambil diperiksa untuk diperoleh kandidat dengan sifat-sifatnya terbaik. Ada 5 

pasangan kandidat yang dihasilkan yang kemudian diperiksa spesifisitasnya dalam menjaring anggota 

genus dari Trebouxiophyceae, dan juga yang bukan Trebouxiophyceae (Chlorophyceae dan Ulvophyceae) 

sebagai pembanding. Pasangan primer yang terbaik diusulkan dari penelitian ini adalah pasangan primer 

tufA. Trebo1 yang terdiri atas primer forward 5’-GAAAGTGTTGCTGGTGATAATGTTGG-3’ dan 

reverse 5’-GGAGTATGTCGACCACCTTCTTC-3’ yang menjaring 75% Trebouxiophyceae di 

GenBank. Pasangan primer ini menjaring lebih banyak Trebouxiophyceae dibandingkan dengan primer 

tufA yang pernah dipublikasi, namun memerlukan optimasi kondisi PCR untuk meminimalkan potensi 

terjadinya struktur sekunder. Dengan demikian, area lestari pada gen tufA berpotensi dijadikan primer 

untuk identifikasi Trebouxiophyceae. 

Kata Kunci: Identifikasi; Mikroalga; Primer PCR; Trebouxiophyceae; tufA 

Abstract 

Recent research showed that microalgae having high lipid content to be used as raw materials for biodiesel belong 
to the class Trebouxiophyceae.  The simplicity of the cell and its easily changing shape make it difficult to identify 
morphologically. Therefore, its identification needs to be accompanied by molecular methods that amplify genes 

with polymerase chain reactions (PCR). The gene that could potentially be used as an identification marker is tufA 
because it has a conserved sequence. This study aims to propose a primer pair based on the tufA gene for the 
identification of Trebouxiophyceae. The sequences of the tufA gene were collected from a database of 
Trebouxiophyceae, aligned, and observed in conserved areas for primer candidates. Then the primary forward and 

reverse are mounted while checking for the candidate with the best properties. Five candidate pairs were produced, 
which were then tested for their specificity to bring in members of the Trebouxiophyceae, as well as non-
Trebouxiophyceae (Chlorophyceae and Ulvophyceae) as comparisons. The best proposed primary pairs from this 

study were the primer pair tufA.Trebo1 which consists of the forward 5’-GAAAGTGTTGCTGGTGATAATGTTGG-
3’ and the reverse 5‘-GGAGTATGTCGACCACCTTCTTc-3’ that capture 75% of the Trebouxiophyceae in the 
GenBank. This primer pair contains more Trebouxiophyceae than any previously published tufA primer but requires 

optimization of PCR conditions to minimize the occurrence of secondary structures. Therefore, the conserved area 

in the tufA gene has the potential to be used as a primer for identifying Trebouxiophyceae.  
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PENDAHULUAN 

Belakangan ini mikroalga banyak diteliti sebagai bahan baku biodiesel yang menjanjikan. 

Biodiesel membutuhkan kandungan lipid dalam bahan biologis yang menjadi sumbernya, dan 

mikroalga memiliki kandungan lipid yang mencapai lebih dari 50% (Ghosh et al., 2016; Milano et 

al., 2016; Shuba & Kifle, 2018; Yee, 2016). Penelitian yang mengeksplorasi mikroalga dari air danau 

Situ Gintung dan Situ Pamulang, Tangerang Selatan, Indonesia, memperoleh jenis-jenis mikroalga 

yang di antaranya mengandung lipid lebih dari 60%. Setelah melalui upaya identifikasi secara 

morfologi dan molekuler berdasarkan gen 23S rRNA, dua spesies di antara mikroalga yang unggul 

dari penelitian tersebut teridentifikasi sebagai Micractinium conductrix dan Choricystis parasitica 

(Pikoli et al., 2019). Keduanya merupakan anggota dari kelas Trebouxiophyceae.  

Trebouxiophyceae telah digunakan dalam produksi biodiesel yang berkelanjutan karena 

keanekaragamannya yang luas dan kemudahan budi dayanya. Berbagai penelitian terkini 

menunjukkan keunggulan anggota-anggota dari Treouxiophyceae. Sebagai contoh, Parachlorella 

kessleri, anggota dari Trebouxiophyceae di laut, mengakumulasi lipid di lingkungan miskin nutrisi 

(Shaikh et al., 2019). Micractinium reisseri mudah dipelihara dalam medium yang mengandung 

limbah organik tebu dan menghasilkan asam-asam lemak berkualitas tinggi (El-Sheekh et al., 2020). 

Choricystis minor var. minor telah dipandang sebagai sumber biomassa yang menjanjikan karena 

kandungan lipidnya yang tinggi dan karakteristik metil ester asam lemak yang memuaskan (Oliveira 

et al., 2021). Contoh-contoh tersebut menunjukkan pentingnya potensi Trebouxiophyceae, dan 

membenarkan upaya untuk menemukan spesies-spesies lain dengan sifat-sifat yang lebih potensial. 

Oleh karena itu, identifikasi mikroalga menjadi suatu kebutuhan agar pengembangan lebih lanjut 

menjadi lebih mudah dan dapat dikembangkan dalam skala besar. 

Identifikasi Trebouxiophyceace dapat ditempuh melalui pengamatan morfologi sel dan 

mengetahui sekuen gen yang khas. Identifikasi morfologi memiliki tantangan dalam hal tersedianya 

mikroskop yang mumpuni untuk dapat menangkap struktur internal yang khas. Selain itu, fenotip 

yang ditunjukkan cenderung sederhana dan dipengaruhi oleh kondisi lingkungan (Krivina et al., 2022; 

Pröschold & Darienko, 2020).  Sementara itu, identifikasi molekuler dapat memberikan hasil yang 

lebih presisi karena tidak bias oleh kondisi lingkungan. 

Identifikasi molekuler dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) yang 

mengamplifikasi sekuen gen penanda. Consortium for the Barcode of Life (CBOL) mengusulkan 

bahwa identifikasi molekuler dilakukan menggunakan satu pasang primer yang dapat diterapkan pada 

berbagai organisme dalam suatu kelompok dan memiliki tingkat variasi yang cukup untuk 

membedakan antar anggota kelompok ini (CBOL Plant Working Group, 2009). Pasangan primer 

yang pernah dipublikasikan tidak didesain secara khusus untuk mengamplifikasi anggota-anggota 

dalam kelas Trebouxiophyceae. Oleh karena itu, pasangan primer merupakan suatu kebutuhan dalam 

identifikasi molekuler Trebouxiophyceae. 

Salah satu gen yang berpotensi untuk dijadikan penanda bagi divisi Chlorophyta adalah gen 

kloroplas tufA (Hall et al., 2010; Kazi et al., 2013; Saunders & McDevit, 2012). Gen tufA bersifat 

lestari (conserved) di berbagai organisme (Kirkendale et al., 2013). Gen ini memberikan hasil yang 

baik, yaitu dapat menjadi pembeda, saat digunakan sebagai penanda untuk Chlorophyta dari kelas 

Ulvophyceae (Famà et al., 2002; Lawton et al., 2013; Wynne et al., 2009), dan kelas Chlorophyceae 

(Vieira et al., 2016). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan menemukan dan mengusulkan pasangan 

primer berdasarkan gen tufA yang spesifik untuk kelas Trebouxiophyceae, disertai benchmarking 

dengan primer tufA lain yang pernah dipublikasi. Primer yang dihasilkan diharapkan dapat membantu 

identifikasi Trebouxiophyceae sehingga memangkas waktu penelitian untuk mengenal sifat-sifat 

lainnya. 

MATERIAL DAN METODE 

Penelitian dilakukan secara in silico dengan menggunakan komputer yang mengakses internet 

ke dalam pangkalan data dan menjalankan program. Pangkalan data yang digunakan adalah GenBank 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Sayers et al., 2019), dan sekuen primer gen 

tufA yang diperoleh dari berbagai penelitian terdahulu. Program yang digunakan adalah Unipro 
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UGENE ver. 44 (Okonechnikov et al., 2012), Primer Designing Tool (Primer BLAST) dari NCBI 

(Ye et al., 2012), dan OligoAnalyzer dari Integrated DNA Technology 

(https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). 

Pengambilan Data Sekuen Gen tufA dari Kelas Trebouxiophyceae 

Sekuen gen tufA dari berbagai spesies Trebouxiophyceae dicari di GenBank NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pada kolom Search dengan mengetik kata kunci tufA 

Trebouxiophyceae, dan diunduh dengan format FASTA (fasta). Seluruh data yang muncul sampai 

dengan 30 Juli 2023 digunakan, kecuali data-data yang sama (redundant). Dengan memberi tanda 

centang pada perwakilan dari masing-masing spesies atau genus, hasil pencarian dipilih. Setelah itu, 

menu Send to dipilih untuk menyimpan sekuen. Kemudian File dipilih sebagai destinasi, dengan 

FASTA sebagai format, dan opsi Sort by dibiarkan mengikuti default. Terakhir, tombol Create File 

ditekan. 

Penjajaran Sekuen Gen tufA Trebouxiophyceae  

Seluruh sekuen gen tufA dari berbagai spesies Trebouxiophyceae yang telah diunduh dalam 

format FASTA dibuka dalam Unipro UGENE v45.0 untuk disejajarkan dengan MUSCLE. 

Penyejajaran dilakukan dengan prosedur sebagai berikut: pada halaman awal Unipro UGENE dipilih 

Open File(s), kemudian file FASTA sekuen gen tufA dipilih untuk dibuka. Semua sekuen dipilih, dan 

ditekan opsi Align with MUSCLE, dan pengaturan penyejajaran bekerja sesuai default. Pengaturan 

Colors Appearance diganti dengan Percentage Identity (grey) agar daerah sekuen sejajar dengan 

tingkat homologi tinggi mudah diamati melalui tampilan warna yang semakin gelap dibandingkan 

dengan yang tingkat homologi rendah. 

Perancangan Primer Gen tufA Trebouxiophyceae dan Analisis Spesifisitasnya  

Pada daerah sekuen dengan tingkat homologi yang tinggi (highly conserved), 18–30 basa 

nukleotida diambil pada ujung-ujung kanan dan kiri, dengan mempertimbangkan panjang sekuen dan 

komposisi basa nukleotidanya. Sekuen basa nukleotida yang berada di ujung kiri dibiarkan sesuai 

sekuennya untuk menghasilkan primer forward, sedangkan yang di ujung kanan diubah menjadi 

sekuen komplemen berbalik (reverse complement) untuk menghasilkan primer reverse. Kandidat-

kandidat primer forward dan reverse dipasangkan satu sama lain. Hasil sekuen primer forward dan 

reverse diperiksa spesifisitasnya menggunakan Primer BLAST dari NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Opsi pada kolom Primer Pair Specificity 

Checking Parameters diubah menjadi nr, opsi pada Organism diubah menjadi Trebouxiophyceae 

(taxid:75966). Hal yang sama dilakukan dengan Chlorophyceae (taxid:3166) dan Ulvophyceae untuk 

dilakukan perbandingan, kemudian pengaturan lainnya dibiarkan mengikuti default. Sifat-sifat primer 

yang diperoleh dicatat, yaitu Length, Tm, GC%, Self complementarity, dan Self 3'complementarity. 

Jumlah produk yang didapatkan dari Trebouxiophyceae target ditampilkan  berupa nomor aksesi, 

nama genus atau spesies, dan panjang produk yang dihasilkan. Jumlah genus yang terjaring juga 

dihitung persentasenya dari jumlah seluruh genus dalam Trebouxiophyceae yang gen tufAnya 

terdaftar pada GenBank. Selain itu, struktur sekunder primer seperti Hairpins, Self-Dimer, dan 

Heterodimer dari pasangan primer diperiksa menggunakan OligoAnalyzer dari IDT 

(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Seluruh sifat yang dicatat dianalisis 

berdasarkan pada parameter primer yang baik, antara lain kandungan GC 40–60%, panjang primer 

18–30 bp, dan minim struktur sekunder (Utomo et al., 2019), dan dibandingkan dengan spesifisitas 

primer tufA mikroalga yang telah dipublikasikan. 

Pengambilan Data Sekuen Primer tufA yang Pernah Dipublikasi 

Primer tufA Trebouxiophyceae yang dihasilkan, dibandingkan dengan primer tufA dari 

berbagai publikasi untuk keperluan benchmarking, karena belum ada primer tufA yang dikhususkan 

untuk kelas ini. Primer benchmarking antara lain merupakan primer yang dapat mengamplifikasi gen 

tufA dari ordo Prasiolales, Watanabeales, famili Chlorellaceae, genus Caulerpa, dan sebagainya. 

Pengambilan publikasi dilakukan dengan mengakses Google Scholar (https://scholar.google.com/), 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://scholar.google.com/
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dengan kata kunci ”primer tufA”. Data sekuen primer tufA dari publikasi diperiksa seperti halnya 

yang dilakukan pada kandidat primer dari penelitian ini. 

Analisis Data  

Sifat-sifat kandidat primer diperiksa secara deskriptif. Ini mencakup penjelasan tentang 

rancangan primer tufA Trebouxiophyceae yang baru, evaluasi spesifisitasnya berdasarkan 

kemampuan penjaringan dan parameter primer yang baik, dan perbandingan dengan primer dari 

berbagai publikasi.  

HASIL 

Data Sekuen Gen tufA Trebouxiophyceae dan Kandidat Primer 

Pencarian pada Gen tufA Trebouxiophyceae GenBank NCBI menghasilkan 475 sekuen yang 

masih bersifat data mentah (mencakup sekuen yang berulang, uncultured species, dan hypothetical 

protein). Setelah diseleksi, data bersih yang diperoleh adalah 134 sekuen. Hasil penjajaran ke-134 

sekuen tampak adanya area lestari (Gambar 1). Kandidat primer yang diperoleh berdasarkan 

penjajaran 134 sekuen adalah 4 kandidat primer forward dan 4 kandidat primer reverse (Tabel 1).  

 
Gambar 1. Contoh area lestari dari penjajaran 134 sekuen gen tufA Trebouxiophyceae pada UGENE. 

Kotak merah menunjukkan area sekuen yang diambil sebagai kandidat primer 

Forward1 

Tabel 1. Kandidat primer forward dan reverse gen tufA untuk kelas Trebouxiophyceae 

Nama 

kandidat 

Nomor 

basa*  
Sekuen primer (5’  3’) 

Panjang 

(basa) 
%GC 

 Forward 1 904–929 GAAAGTGTTGCTGGTGATAATGTTGG 26 42,3 

 Forward 2 561–578 TGGATCTGCTCTTTTAGC 18 44,4 

 Forward 3 694–713 CCAACTCCAGAACGTGATAC 20 50 

 Forward 4  704–722 GAACGTGATACAGATAAACC 20 40 

 Reverse 1 1045–1067 GGAGTATGTCGACCACCTTCTTC 23 52,2 

 Reverse 2 758–776 GCAACAGTACCACGACCAG 19 57,9 

 Reverse 3 967–984 TGCTAAAACCATTCCTCG 18 44,4 

 Reverse 4 988–1006 GAGGTGTAATAGTACCAGG 19 47,4 

Keterangan: *nomor basa nukleotida didasarkan pada sekuen terpanjang (1275 basa) dari 

Pseudochloris wilhelmii (KM462886.1) 
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Spesifisitas Kandidat Primer Gen tufA  

Kandidat-kandidat primer setelah dipasangkan satu sama lain menghasilkan 5 pasangan 

kandidat terbaik, yang kemudian diperiksa spesifisitasnya dalam menjaring anggota dari 

Trebouxiophyceae (Tabel 2). 

Tabel 2. Spesifisitas kandidat primer tufA dalam menjaring Trebouxiophyceae dari penelitian ini dan 

penelitian lain sebagai benchmarking 

Pasangan primer 

Jumlah 

genus 

terjaring 

Presentase 

genus terjaring 

(%)* 

Panjang 

produk 

(basa) 

Sumber 

Pasangan tufA.Trebo1 
Forward 1 

42 75 ±164 Penelitian ini 
Reverse 1 

Pasangan tufA.Trebo2 
Forward 2 

20 35,71 198–216 Penelitian ini 
Reverse 2 

Pasangan tufA.Trebo3 
Forward 3 

25 44,64 263–282 Penelitian ini 
Reverse 3 

Pasangan tufA.Trebo4 
Forward 4 

27 48,21 ±273 Penelitian ini 
Reverse 3 

Pasangan tufA.Trebo5 
Forward 4 

20 35,71 ±295 Penelitian ini 
Reverse 4 

tufGF4-tufAR 30 53,57 902–929 

Heesch et al. 

(2016), Moniz et 

al. (2014), 

Saunders dan 

Kucera (2010), 

Sharma et al. 

(2020), serta 

Vieira et al. (2016) 

tufAF-tufAR 8 14,28 ±975 

Famà et al. (2002), 

Hall et al. (2010), 

Li et al. (2020; 

2021), dan Liu et 

al. (2016)  

tufA.50F-tufA.870R 1 1,78 ±832 Hall et al. (2010) 

TufAf-TufAr 32 57,14 691–710 
Tartar dan Boucias  

(2004) 

Keterangan: *dari 56 genus pada kelas Trebouxiophyceae yang tersedia di GenBank  

Spesifisitas dari pasangan kandidat primer terhadap kelas Trebouxiophyceae diuji lebih lanjut 

dengan membandingkan jumlah genus yang terjaring dari kelas Trebouxiophyceae dengan kelas 

Chlorophyceae dan Ulvophyceae (Tabel 3). Jumlah genus Trebouxiophyceae yang terbanyak 

diperoleh dari pasangan tufA.Trebo1. 

Tabel 3. Perbandingan perolehan genus dari kelas Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, dan 

Ulvophyceae oleh kandidat pasangan primer gen tufA Trebouxiophyceae 

Pasangan primer 

Trebouxiophyceae Chlorophyceae Ulvophyceae 

Jumlah 

genus 

Presentase 

(%) 

Jumlah 

genus 

Presentase 

(%) 

Jumlah 

genus 

Presentase 

(%) 

Pasangan tufA.Trebo1 42 75 58 51,33 30 31,25 

Pasangan tufA.Trebo2 20 35,71 27 23,89 18 18,75 

Pasangan tufA.Trebo2 25 44,64 31 27,43 17 17,71 

Pasangan tufA.Trebo4 27 48,21 62 54,87 24 25 

Pasangan tufA.Trebo3 20 35,71 49 43,36 16 16,67 
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Sifat-sifat Kandidat Primer Gen tufA Trebouxiophyceae 

Sifat-sifat kandidat pasangan primer selain GC% diperiksa karena dapat memengaruhi kinerja 

primer dalam menghasilkan produk PCR, yaitu melting temperature (Tm), self-dimer, hairpins, 

heterodimer, dan repeats and runs. Sifat-sifat dari lima pasang kandidat primer dapat dilihat pada 

Tabel 4. 

Tabel 4. Sifat-sifat kandidat primer gen tufA Trebouxiophyceae 

Pasangan primer Panjang 

(basa) 

GC% Tm 

(C) 

Self-Dimer Hairpins 

 (kcal/mol) 

Heterodimer 

(kcal/mol) 

Repeats 

& runs 

Pasangan 

tufA.Trebo1 

Forward 1 26 42,31 61,28 
12 (maks.ΔG -

3,14; 2 bp) 

3 (maks.ΔG 

0,15) 
18 

(maks.ΔG -

6,37; 4 bp) 

- 

Reverse 1 23 52,17 60,43 
13 (maks.ΔG -

9,45; 6 bp) 

6 (maks.ΔG 

0,18) 

- 

Pasangan 

tufA.Trebo2 

Forward 2 18 44,4 51,54 
8 (maks.ΔG   -

4,74; 3 bp) 

1 (maks.ΔG -

1,67) 
13 

(maks.ΔG -

5,09; 3 bp) 

Run:T 

(4) 

Reverse 2 19 57,9 58,47 
6 (maks.ΔG  -

3,65; 4 bp) 

3 (maks.ΔG 

0,92) 

- 

Pasangan 

tufA.Trebo3 

Forward 3 20 50 55,89 
10 (maks.ΔG -

6,3; 4 bp) 

2 (maks.ΔG -

0,16) 
13 

(maks.ΔG -

3,61; 2 bp) 

- 

Reverse 3 18 44,4 52,23 
8 (maks.ΔG -

3,61; 2 bp) 3’ 

2 (maks.ΔG 

0,64) 

Run:A 

(4) 

Pasangan 

tufA.Trebo4 

Forward 4 20 40 51,46 
10 (maks.ΔG -

6,3; 4 bp) 

5 (maks.ΔG 

0,71) 
15 

(maks.ΔG -

3,61; 2 bp) 

- 

Reverse 3 18 44,4 52,23 
8 (maks.ΔG -

3,61; 2 bp) 

2 (maks.ΔG 

0,64) 

Run:A 

(4) 

Pasangan 

tufA.Trebo5 

Forward 4 20 40 51,46 
10 (maks.ΔG-

6,3; 4 bp) 

5 (maks.ΔG 

0,71) 
14 

(maks.ΔG -

4,41; 3 bp) 

- 

Reverse 4 19 47,4 51,06 
8 (maks.ΔG -

4,41; 3 bp) 

2 (maks.ΔG -

1,25) 

- 

 

PEMBAHASAN  

Sekuen gen tufA Trebouxiophyceae yang diperoleh dari GenBank beragam terdiri dari sekuen 

gen utuh maupun parsial. DNA parsial dalam pengenalan dan identifikasi jenis dapat digunakan, 

misalnya pada identifikasi mikroalga jenis baru dari tanah ekstrem alkali (Qiao et al., 2015) dan 

mikroalga dari efluen reaktor biogas (Tale et al., 2014), dengan menggunakan gen lain. Oleh karena 

itu, data sekuen gen tufA Trebouxiophyceae, baik utuh maupun parsial, seluruhnya sejumlah 134 

dijajarkan bersama (Gambar 1). 

Panjang kandidat primer berkisar antara 18−26 basa (Tabel 1). Ukuran panjang ini masih dalam 

kisaran umum panjang primer, yaitu 18–30 basa (Utomo et al., 2019). Namun demikian, panjang 26 

basa melebihi ukuran yang menurut Ebertz (2022), panjang maksimum primer untuk amplifikasi yang 

ideal adalah 24 basa. Primer yang panjang memiliki laju hibridisasi yang lebih lambat dan peluang 

penempelan yang lebih rendah ke sekuen template yang diinginkan. Risiko hibridisasi yang lebih 

lambat meningkat bila primer lebih panjang dari 30 pasangan basa. Dengan demikian panjang primer 

26 masih bisa digunakan, meskipun bukan ukuran ideal. 

Persentase basa guanin dan sitosin (%GC) dari kandidat primer yang dihasilkan pada penelitian 

ini berkisar antara 40–57,9% (Tabel 1). Presentase dari seluruh kandidat tersebut sudah sesuai dengan 

aturan umum yang diikuti oleh sebagian besar program desain primer, yaitu 40–60%. %GC pada 

kisaran tersebut menjaga kekuatan penempelan dengan target karena basa G dengan komplemennya 

C, dan sebaliknya, membentuk tiga ikatan hidrogen (Ebertz, 2022). 

Spesifisitas primer yang dirangkum pada Tabel 2 adalah kemampuan primer untuk 

mengamplifikasi target yang dituju secara tepat dan spesifik, dalam hal ini pada gen tufA 

Trebouxiophyceae. Spesifisitas dan efisiensi primer PCR adalah faktor utama yang menentukan 
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keandalan PCR (Yang et al., 2020). Penelitian ini diharapkan dapat menghasilkan primer untuk kelas 

Trebouxiophyceae yang dapat digunakan untuk mengamplifikasi sebanyak mungkin anggota dalam 

kelas ini, setidaknya lebih dari setengah jumlah genus yang diidentifikasi. Oleh karena itu, jumlah 

genus yang dapat diterima oleh masing-masing pasangan kandidat primer dihitung. Kandidat primer 

tufA1 yang dihasilkan pada penelitian ini menjaring 75% dari Trebouxiophyceae yang ada di 

GenBank, yang lebih banyak daripada perolehan dari kandidat primer lain dan primer dari penelitian 

lain (Tabel 2). Empat kandidat primer lainnya tidak dapat menjaring lebih dari 50% genus 

Trebouxiophyceae yang terdaftar di GenBank. Sementara itu, primer tufGF4-tufAR yang digunakan 

oleh peneliti-peneliti lain untuk alga laut tidak menjaring lebih banyak Trebouxiophyceae (53,57%) 

(Heesch et al., 2016; Moniz et al., 2014; Saunders & Kucera, 2010; Vieira et al., 2016). Selain karena 

primer tersebut tidak dirancang secara khusus untuk kelas Trebouxiophycea, spesifisitas yang rendah 

dapat terjadi karena gen tufA masih memiliki tingkat evolusi menengah menurut Sáez et al. (2008), 

sehingga tidak mudah membuat sebuah primer yang dapat menjaring seluruh genus tersebut 

sekaligus. Dengan demikian, pasangan primer tufA.Trebo1 merupakan kandidat yang paling 

diperhitungkan dalam spesifisitas terhadap Trebouxiophyceae. 

Perkiraan panjang amplikon (produk PCR) yang dihasilkan dari kelima kandidat pasangan 

primer adalah sekitar 164–295 pasang basa. Kisaran tersebut termasuk ke dalam kisaran amplikon 

100–800 pasang basa yang paling efisien untuk analisis sekuensing menggunakan metode Sanger 

(Crossley et al., 2020). Sementara itu, pasangan primer tufGF4-tufAR dan tufAF-tufAR dari 

penelitian-penelitian lain menghasilkan amplikon lebih dari 800 pasang basa, yang dikhawatirkan 

menyebabkan analisis sekuensing kurang efisien.  

Selain diperiksa spesifisitas terhadap kelas Trebouxiophyceae, kandidat pasangan primer 

diperiksa dalam menjaring genus dari kelas Chlorophyceae dan Ulvophyceae (Tabel 3). Ulvophyceae, 

Trebouxiophyceae, Chlorophyceae (UTC Clade) merupakan tiga dari sebelas kelas dalam 

Chlorophyta, yang ketiga kelas tersebut bersama dengan kelas Pedinophyceae dan 

Chlorodendrophyceae membentuk kumpulan monofiletik yang disebut Core Chlorophyta (Fang et 

al., 2017). UTC Clade merupakan Core Chlorophyta yang paling banyak dipelajari karena 

keanekaragaman spesiesnya yang besar dan kepentingan ekologisnya (Gulbrandsen et al., 2021). 

Pasangan kandidat primer dari penelitian ini diharapkan minim, atau bahkan tidak sama sekali 

menjaring genus-genus dari kelas Chlorophyceae dan Ulvophyceae yang memiliki kekerabatan dekat 

dengan Trebouxiophyceae. Pada GenBank data gen tufA berada dalam 113 genus dari kelas 

Chlorophyceae dan 96 genus dari kelas Ulvophyceae, yang digunakan untuk menghitung persentase 

genus dari setiap kelas. Hasil pemeriksaan spesifisitas menunjukkan bahwa kandidat pasangan primer 

1, 2, dan 3 menjaring Trebouxiophyceae dengan persentase genus lebih tinggi daripada 

Chlorophyceae dan Ulvophyceae, sesuai dengan yang diinginkan.  

Sifat-sifat kelima kandidat primer yang tertera pada Tabel 4 menunjukkan mereka memiliki 

kelebihan tersendiri dan keterbatasan. Melting temperature (Tm) yang merupakan suhu untuk separuh 

primer dupleks mengalami lepas ikatan, pada seluruh pasangan primer telah sesuai dengan kriteria, 

yaitu 50–65 C (Utomo et al., 2019). Tm yang optimal untuk mempertahankan spesifisitas primer 

adalah 54 C atau lebih tinggi (54–65 C) (Ebertz, 2022). Selain itu, selisih Tm dari primer forward 

dan reverse suatu pasangan primer diharapkan tidak ada atau dalam rentang 2 sampai 4 C saja 

(Utomo et al., 2019). Oleh karena itu, kandidat pasangan primer tufA.Trebo1 dianggap paling ideal 

berdasarkan Tm, yaitu 61,28 C pada primer forward dan 60,43 C pada primer reverse. 

Struktur sekunder yang diperiksa pada kandidat pasangan primer merupakan potensi terjadinya 

lipatan, lingkaran, atau penempelan pada sesamanya, yang mengurangi kesempatan penempelan 

primer pada template, sehingga sebaiknya dihindari dalam pembuatan suatu primer. Stabilitas struktur 

sekunder ditentukan oleh energi bebasnya (ΔG), yang semakin bernilai negatif semakin kuat atau 

stabil struktur tersebut. Dimer merupakan struktur sekunder yang terjadi oleh penempelan suatu 

primer dengan primer lainnya, yang bisa berupa penempelan primer sejenis (self-dimer) atau 

penempelan dengan pasangannya (heterodimer).  

Kelima kandidat pasangan primer memiliki potensi terjadi dimer (Tabel 4). Kandidat primer 

reverse 1 menunjukkan potensi terbentuk 13 struktur self-dimer dengan energi bebas tertinggi (-9,45 
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kcal/mol), juga kandidat pasangan 1 menunjukkan potensi terbentuk 18 struktur heterodimer dengan 

energi bebas tertinggi pula (-6,37 kcal/mol). Namun demikian, adanya potensi dimer sulit dihindari 

karena dimer juga didapati pada primer tufA pada penelitian lain. Potensi self-dimer pada primer 

tufAR, tufA.870R, dan TufAr memiliki energi bebas terbesar berturut-turut senilai -17,4; -6,21; dan 

-6,3 kcal/mol. Meskipun energi dimer tersebut besar, dimer dapat dicegah melalui penambahan bahan 

tertentu ke dalam reaksi PCR atau memodifikasi proses PCR, misalnya dengan hot start PCR yang 

menahan komponen penting PCR sampai suhu naik ke titik di mana dupleks primer-primer dan 

dupleks primer di luar target telah meleleh (Green & Sambrook, 2018).  

Struktur sekunder hairpins adalah interaksi intramolekul primer yang terdiri dari tiga atau lebih 

nukleotida di dalam primer yang saling berpasangan basa saat annealing. Hairpins dapat 

menyebabkan terbentuknya amplikon yang tidak spesifik atau bahkan tidak ada (Singh & Singh, 2000 

dalam (Ebertz, 2022). Hairpins dapat ditoleransi jika ∆G= -2 kcal/mol pada ujung 3’ primer, atau 

∆G= -3 kcal/mol terjadi di bagian tengah (Utomo et al., 2019). Kelima kandidat pasangan primer 

berpotensi membentuk hairpins, tetapi tidak ada energi bebas yang melebihi batas toleransi.  

Sifat lain yang diperiksa dari kandidat pasangan primer adalah runs, yaitu pengulangan basa 

yang sama secara berurutan, yang sebaiknya dihindari lebih dari 3 basa. Adanya 4 basa T berurutan 

pada primer forward 2 dan 4 basa A berurutan pada reverse 3 yang merupakan runs menjadikan tidak 

memenuhi kriteria primer yang diharapkan. Adapun pengulangan dua basa yang sama secara 

berurutan disebut repeats, yang dapat menyebabkan penempelan primer di tempat yang bukan sasaran 

(mispriming). Tidak ditemukan repeats pada kelima kandidat pasangan primer.  

Hasil dari analisis secara keseluruhan, kandidat pasangan primer yang terbaik dari penelitian 

ini adalah pasangan tufA.Trebo1. Jika pasangan tufA1 dibandingkan dengan pasangan primer yang 

menghasilkan penjaringan terbaik dari yang pernah dipublikasi, yaitu tufAF-tufAR (Tabel 2), 

keduanya sama-sama memiliki kelemahan pada struktur dimer. Namun tufAF-tufAR telah berhasil 

digunakan dalam reaksi PCR secara in vitro (meskipun bukan untuk Trebouxiophyceae) dalam 

berbagai penelitian. Hal ini menunjukkan bahwa potensi terjadinya struktur dimer dapat diatasi 

dengan optimasi kondisi PCR seperti pada penelitian-penelitian yang menggunakan pasangan primer 

tersebut. Struktur sekunder yang potensial terbentuk pada kandidat pasangan primer tufA.Trebo1 

dapat diatasi pula melalui strategi yang sama. Oleh karena itu, primer yang didesain pada penelitian 

ini diharapkan menjadi alternatif bagi primer yang pernah dipublikasi, tetapi lebih spesifik dalam 

mengidentifikasi mikroalga dari kelas Trebouxiophyceae. 

SIMPULAN DAN SARAN 

Pasangan primer diusulkan untuk identifikasi Trebouxiophyceae dari penelitian ini adalah 

pasangan primer tufA.Trebo1forward 5’-GAAAGTGTTGCTGGTGATAATGTTGG-3’ dan reverse 

5’-GGAGTATGTCGACCACCTTCTTC-3’. Pasangan primer tersebut dapat menjaring 75% 

Trebouxiophyceae, dengan panjang produk sebesar 164 pasang basa. Struktur dimer yang 

kemungkinan muncul pada proses PCR masih dapat diatasi dengan optimasi kondisi PCR.  

Pasangan primer perlu diuji dalam amplifikasi-PCR (secara in vitro), disertai dengan optimasi 

kondisinya, produk PCR dari gen ini diverifikasi dengan sekuensing, dan organismenya diverifikasi 

dengan next generation sequencing (NGS).  
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