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DNA BARKODING

« Sample yang digunakan adalah DNA
« Metode ekstraksi DNA.

« Gold standard locus: i ‘I . G E N TARG ET

+ COX1 (hewan),

 rbcl dan matK (tumbuhan),
« ITS (jamur),

« 16s RNA (bakteri)

« Design primer
« Tidak seluruh sekuen digunakan hanya sekuen
“representatif”.

« Disesuaikan dengan kebutuhan analisis/ identifikasi:
level spesies, genus, famili, dst.




PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET

Gold standard daerah target untuk barcoding diantaranya:
1. Hewan: COX1 (cytochrome c oxidase 1)
Tumbuhan: rbcL (large subunit RuBisCo), matK (maturase K)

2.
3. Fungi: ITS
4. Prokariot: 16S rRNA (ribosomal RNA subunit)

S|OW evolving region: useful for distantly related taxa (genus, family, ordo)

Fast evolving region: needed when identifying more closely related species
such as cryptic/sibling species groups.
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PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET

+ Lakukan langkah yang sama untuk spesies nyamuk lainnya dan simpan sekuen fasta gen
COX1 pada “notepad’.

Berikut beberapa complete sequences COX1 gene:
* Aedes aegypti: NC_035159 (location: 1298-2834)
+ Aedes albopictus: NC_006817 (location: 1436-2972)

+ Culex pipiens pallens: NC_015079 (location: 1446-2982)
+ Culex quinquefasciatus: NC_014574 (location: 1446-2982)

» Anopheles cruzii: NC_04464 (location: 1445-2983)
* Anopheles gambiae: NC_002084 (location: 1424-2960)
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PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET

. . . . Untuk merancang primer barkoding, gunakan complete sequence dari gen target.
» Data sekuen gen target dapat dicari dan diunduh dari website NCBI

(

Hindari partial sequence (panah)

+ Misal, anda diminta merancang primer gen cytochrome c oxidase 1 (COX1) dari
beberapa spesies nyamuk, yaitu: Aedes, Culex, dan Anopheles.

« Lakukan pencarian complete genome pada NCBI

« Pilih “nucleotide” dari menu drop down

« Ketik genus organisme target anda.
« Lalu lakukan pencarian dengan klik “search”.
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PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET

Lakukan penyaringan data dengan memilih menu yang ditunjuk oleh panah. « Pilih salah satu hasil pencarian setelah disaring, misal “Aedes aegypti” (panah merah)
« Kemudian gunakan shortcut find (Ctrl+F) untuk mencari “COX1” (panah kuning),

- RefSeq (dari menu source databases) dan « kemudian klik tautan genelD untuk gen COX1 (panah hijau).
+ Mitochondrion (dari menu genetic compartments)

B contomaic: W Cooking W U B DNABsrco

Pada bagian kanan halaman hasil (kotak merah),

+ Terdapat informasi mengenai spesies Aedes yang
data complete genome dari gen COX1 sudah
tersedia di NCBI.

* Unduh data complete sequence gen COX7 dari
beberapa spesies Aedes, misal: A. aegypti dan A.
albopictus
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PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET PENGUMPULAN SEKUEN GEN TARGET

« Anda akan diarahkan ke halaman genome viewer yang menunjukkan lokasi COX1 pada genome
nyamuk Aedes aegypti.

Tugas UAS (bagian 1):
« Buka tautan FASTA pada tab baru (panah),

« Gambar kanan menunjukkan halaman FASTA seq COX1 organisme Aeded aegypti : $:£Lﬁ(ag§?gj:i%§iﬂgmp0k organisme yang akan anda identifikasi menggunakan

« Cari dan tentukan gen target yang sesuai untuk mengindentifikasi kelompok

organisme tersebut.

« Kumpulkan sekuen gen target minimal dari 10 organisme yang ingin anda
identifikasi.

» Simpan file dalam notepad.
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VALIDASI TARGET GEN

- 2. PENJAJARAN SEKUENS DAN
- RekonshoKs REKONSTRUKSI POHON FILOGENETIK

filogenetik
(NJ)

O Target gen

Periksa terlebih dahulu apakah gen terpilih dapat dipergunakan sebagai DNA barkode.

Lakukan penjajaran dan rekonstruksi pohon filogenetik.
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LANGKAH MELAKUKAN PENJAJARAN
MENGGUNAKAN SOFTWARE MEGA

UNIVERSAL PRIMER DESIGN

 Primer can be designed to amplify specific regions from specific organism
DNA.

« Primer can also be designed to amplify specific regions from various
organisms. Strategy:

« Align groups of sequences targeted for amplification

+ Find the most conservative region at 5’ and 3’ ends

+ Design forward primer at the 5’ conservative region

+ Design reverse primer at the 3' conservation region

+ Perform primer pair “"Quality Control” to find the best pair
« Ensure uniqueness in all template sequence

+ Ensure uniqueness in possible contaminant sources
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HASIL PENJAJARAN

Panjang sekuen gen terpilih dapat berbeda.
Sebelum membuat pohon filogenetik, wajib memeriksa hasil penjajaran.
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« Save/ export ke

~

e —
REKONSTRUKSI POHON FILOGENETIKA DENGAN
MEGA SOFTWARE

MEGA FORMAT




01/11/2024

== '_i ‘ ‘:\e Analysis | MX: Analysis Preferences w
REKONSTRUKSI POHON FILOGENETIKA DENGAN

MEGA SOFTWARE

Phylogeny Reconstruction

EENEE K ONSTRUKSI POHON
s il FILOGENETIKA

Buka aplikasi MEGA X, Lalu pilih, menu phylogeny, kemudian pilih

construct/test Neighbor-Joining Tree > Pilih sekuen yang telah di jajarkan dalam

bentuk format data MEGA.

» Kemudian pada menu PHYLOGENY TEST

pilih bootstrap method dan
No. of bootstrap replications diisi 1000.

> Pada menu SUBSTITUTION MODEL
pilih model/method dengan p-distance.
Biarkan parameter lain sesuai default setting.

> Pilih OK

1N
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HASIL REKONSTRUKSI POHON
FILOGENETIK

» Spesies yang merupakan bahan
baku jamu, terpisah dengan
spesies “kontaminan”

* rbcL dapat digunakan untuk
melakukan pengujian kontaminasi
tepung beras/ tepung jagung
dalam sediaan jamu.
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SUMMARY

Target gen . Validitas . Target region

*Sekuen ¢ Penjajaran *Daerah
lengkap  Rekonstruksi polimorfik
(DNA) filogenetik vs. Lestari

(NJ)

' Target gen
O Target region

Analisis hasil penjajaran untuk menemukan daerah polimorfik.

11
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PENJAJARAN (ALIGNMENT)

» Penjajaran sekuen (alignment) dilakukan untuk mengidentifikasi daerah lestari
(conserved region) dan daerah polimorfik (polymorphic region).

3. IDENTIFIKASI DAERAH POLIMORFIK

« Daerah lestari gen: memiliki sekuen DNA yang sama pada tingkatan taksonomi yang
berbeda

« Daerah polimorfik gen: daerah yang memiliki variasi sekuen DNA pada tingkatan
taksonomi yang berbeda.

« Primer di desain pada daerah yang lestari sehingga sepasang primer dapat
dipergunakan untuk mengamplifikasi DNA dari beberapa organisme.

+ Urutan daerah polimorfik digunakan untuk mengidentifikasi organisme.

19
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PENJAJARAN (ALIGNMENT) PENJAJARAN (ALIGNMENT)

Lakukan alignment/penjajaran pada sekuen gen COX1 yang sudah dikumpulkan, menggunakan tools
clustalW pada software MEGA, BiOEdit, atau MUSCLE (web-based tools).

Lakukan alignment/penjajaran pada sekuen gen COX1 yang sudah dikumpulkan, menggunakan tools
clustalW pada software MEGA, BioEdit, atau MUSCLE (web-based tools)

% OpenFile

ook TSP

12



PENJAJARAN (ALIGNMENT)

Lakukan alignment/penjajaran pada sekuen gen COX1 yang sudah dikumpulkan, menggunakan tools
clustalW pada software MEGA, BioEdit, atau MUSCLE (web-based tools).

MUSCLE

Multiple Sequence Alignment
WUSCLE st for Comparean by Log- xpecaton. WU
orT ot ao s

Important note: i too can aign up i fle size of 1 VB
STEP 1 - Entoryour

Evtr e pase 3 501 of ¢ poortd format

Masukan
sekuen disini

Use s xampeseaenee | Geassoence | See o carvle s
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PENJAJARAN (ALIGNMENT)

Identifikasi daerah lestari (conserved) yang mengapit daerah polimorfisme.

11
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PENJAJARAN SEKUEN SUMMARY

Tugas UAS (bagian 2): Target gen - Validitas - Target region - Desain primer

Lakukan penjajaran sekuen gen target pilihan anda menggunakan: *Sekuen * Penjajaran e Daerah * Pasangan
lengkap « Rekonstruksi polimorfik primer
1. Offline tools (installation needed): Mega, BioEdit (DNA) filogenetik vs. Lestari ;nengtopif
(NJ) arge
2. Web based tools provided by ebi.ac uk region

" MUSCLE: ' Target gen

+ Clustal omega: v Target region
O Desain primer untuk amplifikasi target region

1



DESAIN PRIMER
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Primer adaiah urutan sekuen nukieotida pendek (18-30 basa) yang
biasanya Digunakan untuk amplifikasi sekuen DNA spesifik secara in vitro
pada proses polymerase chain reaction (PCR)

Desain Primer dapat dilakukan dengan menggunakan software
bioinformatik. Bisa menggunakan software berbasis web atau pun
perangkat lunak yang di install pada komputer

1G



TAHAP DESAIN PRIMER

Menen dan mencari sekuen DNA target: gen, intergenic, ekson, int UTR
Penjajaran (alignment) sekuen DNA

Menentukan daerah DNA yang akan diamplikasi: polymorphic region

Uji kualitas primer yang telah didesain

Uji spesifisitas primer yang telah di desain ( in silico PCR)
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.| Primer length: 18-22bp

Too small a qPCR primer (<18bp) can increase the likelihood that it wil bind to elsewhere
in the genome, ie it is enough to the target of interest. Othenwise, too large
GPCR primer (>22bp) can raise the primer melting temperature (Tm) which will impact on

the annealing temperature and primer binding properties of the reaction.

X v X

Tm: 59-65°C

GC content: 50-60%

[Examples of Primer-Dimer Formation

Intra

Hairpin

o mmmcacern)

1] feoestr 3651

Primers contain a GC clamp

[ancther ich T ike to include in both my primers is a GC clamp. Simply, 2 GC
clamp is: e of either a guanine (G) or cytosine (C) base in the last 5 bases of the|
primer.

[he reasoning behind using a GC clamp in primers is the fact that G and C bases contain
stranger hydrogen bonds, compare with adenine (&) and thymine (T) bases. Therefore, by
including at least one G or C base towards the end of the primer will ensure It binds
completely to the template sequence.

GC clamp ~,
5’ -GATGCCATTACGAACATCTAT-3'
—=

Last 5 bases

Other examples of a GC clamp (in red) in PCR primers include are listed below.
+ 5-CTCTGTAGGGTCGCGACTAC 3"
+ 5'-CGCTACCACCATCGATTGAT-3'

+ 5-GGATCTGGCTGCATGETATG-3"

Notice that it does not matter where in the last 5 bases the G or C base Is In order for them|
to be referred to as a GC clamp.

The primer pair is specific to the target of interest

Avoid nucleotide repeats

AAAA

01/11/2024
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SOFTWARE DESAIN PRIMER

Software berbasis web yang dapat digunakan untuk desain primer
* Primer-Blast (NCBI)

* Primer3

* GenScript

« PerlPrimer

« RExPrimer

Software pada personal komputer yang digunakan untuk desain primer
PrimerSelect
PrimerPremier6
Fast PCR
PrimerDesign
Oligo 6
Geneious
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WEBPAGE DESAIN PRIMER

» Pencarian data sekuen gen target:
* NCBI:

» Desain primer:
» NCBI primer BLAST:

* Primer3 Plus:

* Quality check kandidat primer:
+ OligoAnalyzer:
» Beacon designer:
* NCBI primer BLAST

1Q



TOP TIP BIO

Techniques

Helpful advice on lab techniques

L]

WHAT DO YOU NEED HELP WITH?

Stats & Maths

Guides on all things maths

L]

13 Free PCR Primer Design Programs

qPCR Prlmer Palr

—— A

The Features Of A Goodl s

Desain primer
dengan
primer-BLAST

Primer-BLAST

01/11/2024
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Desain primer
dengan
primer-BLAST

* Penjajaran
* Rekonstruksi

filogenetik
(NJ)
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REVIEW MINGGU LALU

*Daerah *Pasangan
polimorfik primer
vs. Lestari mengapit
target
region

"N
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REVIEW MINGGU LALU REVIEW MINGGU LALU

» Sekuen lengkap
(gene/genomic region)
.F::SSQ;: « Simpan dalam bentuk FASTA :;e:JOJifOnB_
(dalam notepad). Rekonstruksi
(ORA) filogenetik

(NJ) + Validasi gen terpilin sebagai sekuen barkode

71
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REVIEW MINGGU LALU

« Penjajaran = S «Daerah
« Rekonstruksi & ' polimorfik

filogenetik vs. Lestari
(NJ) e i i i

79
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TAHAP DESAIN PRIMER:
PRIMER3PLUS

Help

REVIEW MINGGU LALU

. . Primer3Pl
* Buka website Primer3Plus iR

«Pasangan « Copy-paste salah satu sekuen gen
primer o 7 . R e s COX1 ke kotak sekuen yang

mengapit : g . disediakan.
target
region

712
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TAHAP DESAIN PRIMER: TAHAP DESAIN PRIMER:
PRIMER3PLUS PRIMER3PLUS
« Pada primer3plus, daerah target [[issti

i s O s « Pilih general, tentukan: A —_— =
dapat ditandai dengan mengapit ; .

v Ukuran produk PCR —— ‘R
sekuen dengan tanda “[ ]’ v Panjang primer, —

v Tm, T

v GC% dan max. Tm
Difference

» <>:excluded region
* []: target region
* {}:included region

« Klik [pick primers]

* Note: gunakan shortcut Ctri+F untuk g8 2
mencari sekuen target anda oy

EPick ight primer or use right primer
below (5->3'on opposite

or use left primer below. wand).

M'N
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TAHAP DESAIN PRIMER:
:f:l}imfﬁ:?l’l“s - PR'MERSPLUS

Primer3 akan memberikan beberapa kandidat
primer (biasanya 5 pasang primer). Seleksi Primer3Plus PrimerSManager Help

lebih lanjut dilakukan dengan mencari primer pick primers from a DNA sequence About Source Code
yang memenuhi kriteria dan target-specific srenema s ooy s TR ResetFo 5

Main | General Settings | Advanced Settings | Tnternal Oligs | Penalty Weights  Sequence Quality

SESUAIKAN PRIMER SETTINGS HINGGA DIPEROLEH
PASANGAN PRIMER YANG MEMENUHI KRITERIA

Primer3Plus

o4 DA sequesce About Suraota

Task: [Detecton  v| S e

Product Size Ranges [700-600 ]

Min[18___ ] ope[3___] Max[r__]
Op:[600 | Max[65 |  MxTmDifference:(50 |
ope[ ] Max[ro__ ]

[s00 Aunealine Oligo Concentratio

[00 | Concentration of dNTPs: oo ]

prime end of the primer

Load and Save

Please select special settings here: [Default ] (use Activate Seftings button to load the selected settings)

To upload or save a settings file from your local computer, choose here:

[ Choose File | No fie chosen ‘Adivale Sefings | [ Save Setings

49 50

o ]
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ANALISIS KUALITAS PRIMER ANALISIS KUALITAS PRIMER
MENGGUNAKAN OLYGOANALYZER MENGGUNAKAN OLYGOANALYZER

1. Akses website . . Lakukanlah sign in jika sudah
( ) memiliki akun, namun jika belum
’ lakukan register terlebih dahulu
. . . XIDT + Swifty kemudian sign in
Pada bagian paling bawah website N

klik OligoAnalyzer Tool . Pilihlah salah satu primer forward

e o dari kandidat primer hasil pick primer
di Primer3, kemudian paste sekuen
primer tersebut di OlygoAnalyzer.
Lalu pilih analyze. Lakukan hal yang
sama untuk mengetahui kualitas
primer reverse

o 'y
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ANALISIS KUALITAS PRIMER
MENGGUNAKAN OLYGOANALYZER

4. Setelah pilih analyze, OlygoAnalyzer akan menampilkan rincian dari primer yang dianalisis, seperti: panjang sekuen
primer, suhu melting, suhu annealing dan sebagainya. Untuk mengetahui struktur sekunder internal primer, klik bagian
self-dimer dan hairpin
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ANALISIS KUALITAS PRIMER

MENGGUNAKAN BEACON DESIGNER

« Buka website Beacon Designer. Isikan identitas primer.

« Pada drop-down [Type], pilih “Primer pair’. Salin urutan primer forward dan reverse pada kotak tersedia. Klik [Analyze]

eacoly Free PREMIER Biosoft
CHE s 0 e et

54
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ANALISIS KUALITAS PRIMER ANALISIS KUALITAS PRIMER MENGGUNAKAN BEACON DESIGNER
MENGGUNAKAN BEACON DES|GNER SECONDARY STRUCTURE OF PRIMERS

Secondary Structures for Sense Primer EEtotiiary Sinace for Aot 2h

Disers-
Name: NC_029243/A sinensis_rpoC1 November 10,2021 A
Description: Assay Type: Taghian® e
i
Reaction Conditions: 5 GTGTGGTATTTGAAMCGTCTTCCT 3 3 ATTGATGAACTCGGLCTACTCTC 51
Monovalent Cancentrtion LI
)

Nuclai Acid Concantraton
) % 3' TCCTTCTGCAMGTTTATGETETG 5

(i
Frae Mg++ Concantration Total Na Concontration
(il (i E

Sense primer: TTTGAMGSTOTTOST

GTGTGGTATTTGAAACGTCTTCCT 3
Length ™ acx ac clamp Cross Dimer Self Dimer. Hairpin Il i
) a6) (a6 26) 3" TCCTTCTGCAMAGTTTATGETGTG 5

2 e 2 20 o5

Anti-sense Primer: GCTCATOOGGUTCAAGTAGTTA

5° GTGTGGTATTTGARACGTCTTCCT 3° ross bimer
Length Tm Go% GC Clamp Cross Dimer Self Dimer Hairpin I |
) ac) tas) ) 3' TCCTTCTGCAAAGTTTATGGTGTG 5°

= are 2 20 0

As arule of thumb: craTssTarTewTCTICET 3
+ Never accept primers where the 3'end has 3 bp matches, as these will tend to form - —— i it il
primer dimers preferentially over hybridizing with the sequence. - Bese paits 2 e
+ If self-dimers or cross dimers cannot be avoided, chose primers with the highest e 5 e 3
~AG (meaning the least negative number—the one closest to zero). Discard primers with : R srroarkirissccritr
AGs more negative than -3.5 kcal/mol. \CTTCARTC! /CAAAGTTTATGETGTG 5°
M TS 3
eference: Thomton and Basu, 2011 (https:/idoi.org/10.1002/bmb.20461) Mtz e

71Q
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UJI SPESIFISITAS PRIMER (IN SILICO) MENGGUNAKAN UJI SPESIFISITAS PRIMER (IN SILICO) MENGGUNAKAN
BLAST PRIMER NCBI BLAST PRIMER NCBI

e i
1. Akses Website NCBI, pilih Blast, . Copy dan paste primer forward dan
Kemudian Pilih Blast Primer T mmm—————— primer reverse yang didapat dari hasil
- [pick primer] pada Primer3 ke Primer-
BLAST
Gunakan default setting pada menu

“Primer parameter" dan “Exon/intron
selection*.

webpussT
@ cOVo-13 nformation

¥ - . Pada bagian “Primer pair specificity
"4 L= i e checking parameters®, pilih ‘nr’ pada
menu ‘Database’ dan kosongkan menu
‘Organism".

Wolcome to NCBI

Klik [Get primer]

70



UJI SPESIFISITAS PRIMER (IN SILICO) MENGGUNAKAN
BLAST PRIMER NCBI

4. Perhatikan hasil blast primer, pastikan spesies yang terdapat pada hasil blast merupakan spesies yang sama atau satu
genus dengan spesies yang digunakan pada saat desain primer. Apabila sudah sama, maka pasangan primer tersebut dapat

digunakan untuk amplifikasi sekuen DNA target dengan metode PCR

Other reports

Primer pair 1

Input PCR template none

— Detailed primer reports

APABIL

R ——

MENU '‘ORGANISM’ DIISI
SPESIES TARGET

Primer-BLAST Results @

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Nucletide collection (nt) (Organism limited to Aquilaria)

01/11/2024
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DENGAN

Forward primer
Reverse primer

Pro

Forward primer
Template

Reverse primer
Template

Forward primer
t

Reverse primer
Template

s 0.1 Aquiar

rget templates
‘Acullaria subintegra chloroplast, complete genome

product length = 803

1
2760

1

product length = 798

1
24774

1
2307

Sequence (5-53)
GTGTGGTATTTGARACGTCTTCCT
CTCTCATCCGGCTCAAGTAGTTA

nensis chloroplast, complete genome

GTGTGGTATTTGARACGTCTTCCT

24
. 273

2
22080

20
24751

A 22
. 23009

Length  Tm
2 59.49 200
2 5937 200

Self 3"complementarity

60

2N
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SUMMARY
DNA BARKODING

Target gen - Cek validitas - Target region - Desain primer

A A W W » Complete * Penjcjaran * Daerah »Pasangan

sequence . i olimorfik rimer
OO N I (oNA) fogenetic. e Prengapit
U AN 1 N 1 s o (NJ] farget

] e
I |

(TR . ¥
o AT M s

« Twelve distnct positions | NNHIARMRNNRRAE AT

* Four unique states Identifikasimenggunakan

g e N <700 bp sekuen
Over 600 positions sekuen representatif
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11: Tree Explorer:

Search

Bao|role

Root on Outgroup

Tree Width
Tree Height
* Sublree

stics/Frequency/infa

- Bste
O Frequency

Font

7 % Font Size

Placement  Automatic
Distance From Node (Pixels)
Horizontal 5 |2

Vertical

Hide Values Lower Than

+ @ Distance Scale.

joal Trea Bootsirap consensus Tree

— Curcuma langa kunyit NC 042886 1:57905-59388 rbel. complete genome

L— Curcuma xanthorrhiza temulawak NG 050040 1:57865.59328 rbel. complete genome

— Kaempfena galanga kencur NC 040851 1:59395-60837 rbcL complete genome

48650940 rbel complete genome:

Zingiber officinale jahe NC 044775.1:58:
Takalia lepidozioides NC 028738.1.73783-76210 rbcL complete sequence

NG 001668.2.56074-58304 rbeL complete genome

— Zeam

Node IDs
L— Oryza sativa padi NC 008155.1:54030-55484 rbel. complete genome

Ready
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