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Abstract 

Catalase (CAT) is an antioxidant enzyme that plays an important role in plant growht and defense against 
abiotic stress, one of which is rice (Oryza sativa). When plants are under abiotic stress conditions, the CAT gene will be 
regulated and expressed as a form of defense response to stress. To determine the expression of this CAT gene, optimal 
primers and annealing temperatures are needed to spesifically amplify the CAT gene. This study aims to design 
primers and determine the optimal annealing temperatures to amplify the CAT gene. Primers are designed using the 
pick primer, primer BLAST and geneious prime tools. Primers are designed in silico and must meet the ideal primer 
criteria because they will be used in vitro. Optimization of the annealing temperature was carried out using a PCR 
temperature gradient. The results of this study obtained a pair of primers, namely forward primer 5’-
ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG-3’ with a primer length of 20 bp, and reverse primer 5’-
GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC-3’ with a primer length 22 bp. This primer pair produces a 185 bp amplicon in 
the Oryza sativa CAT gene. The optimum annealing temperature for this primer pair is 60ºC.  
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Abstrak 
Katalase (CAT) merupakan enzim antioksidan yang berperan penting dalam pertumbuhan dan pertahanan 

tanaman terhadap stress abiotik salah satunya pada tanaman Padi (Oryza sativa). Ketika tanaman dalam kondisi stress 
abiotik maka gen CAT akan diregulasi dan diekspresikan sebagai bentuk respon pertahanan terhadap cekaman. Untuk 
mengetahui ekspresi gen CAT ini dibutuhkan primer dan suhu annealing yang optimal untuk mengamplifikasi gen 
CAT secara spesifik. Penelitian ini bertujuan untuk mendesain primer dan menentukan suhu annealing yang optimal 
untuk mengamplifikasi gen CAT. Primer didesain menggunakan tools Pick Primer, Primer BLAST dan Geneious Prime. 
Primer didesain secara in silico dan harus memenuhi kriteria primer ideal karena akan digunakan secara in vitro. 
Optimasi suhu annealing dilakukan menggunakan gradient suhu PCR. Hasil dari penelitian ini didapatkan sepasang 
primer yaitu primer forward 5’-ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG-3’ dengan panjang primer 20 bp dan primer 
reverse 5’-GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC-3’ dengan panjang primer 22 bp. Pasangan primer ini menghasilkan 
amplikon 185 bp pada gen CAT Oryza sativa. Suhu annealing optimum untuk pasangan primer ini adalah 60ºC. 
 

Kata kunci: Katalase, CAT, Desain Primer, PCR 

 

Pendahuluan  

Padi merupakan salah satu sumber makanan pokok penduduk Indonesia yang banyak dibudidayakan. 
Salah satu permasalah yang sering terjadi dalam pertumbuhan tanaman padi adalah cekaman abiotik 
berupa kekeringan (Oktaviani et al., 2021). Banyak tanaman yang tidak tahan terhadap cekaman kekeringan, 
salah satu penyebab utamanya karena kerusakan pada tanaman akibat kelebihan produksi Reactive Oxygen 
Species (ROS) selama cekaman kekeringan (Jiang dan Zhang, 2002: Violita & Hamim, 2010). Kelebihan 
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produksi ROS yang disebabkan oleh kondisi stres pada sel tumbuhan sangat reaktif dan toksik terhadap 
protein, lipid, dan asam nukleat yang pada akhirnya mengakibatkan kerusakan dan kematian sel (Gill & 
Tuteja, 2010). Di sisi lain, kelebihan produksi ROS selama stres juga dianggap sebagai sinyal untuk aktivasi 
jalur respons stres (Baxter et al., 2014). Tanaman telah mengembangkan sistem antioksidan enzimatik yang 
efisien sebagai pertahanan terhadap kerusakan yang disebabkan oleh ROS (You & Chan, 2015) 

Beberapa enzim antioksidan yang berperan dalam penyelamatan ROS tanaman adalah Katalase (CAT), 
superoksida dismutase (SOD), askorbat peroksidase (APX), glutation peroksidase (GPX), 
monodehidroaskorbat reduktase (MDHAR), dehidroaskorbat reduktase (DHAR), glutathione reduktase (GR), 
glutathione S-transferase (GST), dan peroksiredoksin (PRX). Enzim antioksidan ini terletak di situs yang 
berbeda dari sel tumbuhan dan bekerja sama untuk detoksifikasi ROS (You & Chan, 2015) 

 Katalase (EC 1.11.1.6) adalah enzim antioksidan pertama yang didokumentasikan dan muncul di semua 
makhluk hidup, mulai dari prokariota uniseluler hingga eukariota multiseluler. Aktivitas katalase pertama 
kali di amati pada jaringan tumbuhan dan hewan oleh thernard pada tahun 1818, yang mencatat bahwa 
jaringan seperti itu (katalase) mudah mendegradasi hidrogen peroksida. Kemudian pada tahun 1901 Low 
menetapkan bahwa degradasi H2O2 dalam jaringan disebabkan oleh efek enzim terpisah yang dinamakan 
dengan “katalase”. (Nandi et al., 2019). Pada tahun 1923 Warburg mengemukakan bahwa katalase merupakan 
enzim yang mengandung besi, karena dihambat oleh sianida (Sharma & Ahmad, 2014). Selanjutnya, Zeile dan 
Hellstrom (1930) menemukan bahwa katalase memiliki gugus prostetik hematin. Sejak itu, katalase telah 
menjadi subyek dari berbagai penelitian dan salah satu enzim pertama yang dimurnikan (Ścibior & Czeczot, 
2006)  

Katalase terdapat pada semua organisme aerobik yang berfungsi untuk mengkatalisis hidrogen 
peroksida (H2O2) menjadi air (H2) dan oksigen (O2) dengan hemat energi dalam sel yang terpapar tekanan 
lingkungan (Shin et al., 2008). Katalase terletak di semua situs utama produksi H2O2 pada lingkungan seluler 
seperti mitokondria, peroksisom, sitosol, dan kloroplas (Sharma & Ahmad, 2014). H2O2 adalah ROS yang 
sangat umum terlibat dalam respons tanaman. Ketika tanaman padi dalam kondisi kekeringan gen catalase 
akan diregulasi dan diekspresikan sebagai bentuk respon pertahanan terhadap cekaman (Oktaviani et al, 
2021). 

Pentingnya katalase dalam sistem pertahanan antioksidan telah dibuktikan oleh berbagai penelitian, 
gen osCATA pada tanaman padi (Oryza sativa) (Vighi et al., 2016), CAT pada tiga varietas buncis (Bivaniej, 
ILC48 dan Pirouz) (Mafakheri et al., 2011), dan CAT pada kultivar gandum (Moloudi et al, 2013). Dalam 
penelitian tersebut ekspresi gen CAT meningkat saat tanaman terpapar kekeringan.  

Salah satu metode yang digunakan dalam deteksi ekspresi gen adalah metode Polymerase Chain 
Reaction (PCR). Metode PCR memiliki beberapa kelebihan yaitu tidak memerlukan waktu yang lama dalam 
proses dan spesifisitasnya, (Pesurnay, 2018; Achyar et al., 2021), memiliki tingkat spesifisitas yang tinggi 
dalam mengamplifikasi suatu fragmen, reaksi dapat menggunakan komponen dalam jumlah yang sedikit, 
(Yuwono, 2006; Anika et al., 2019) 

Salah satu yang menentukan keberhasilan PCR adalah desain primer yang baik sesuai dengan kriteria 
(Borah, 2011), suhu annealing (Ta) yang optimal karena berkaitan dengan spesifisitas dan sensitivitas produk 
PCR (Farma et al., 2020). Pada penelitian sebelumnya telah banyak desain primer gen CAT pada tanaman 
padi, namun peneliti mendesain primer baru karena desain primer yang sudah ada belum tentu memiliki 
hasil yang sama, karena banyak faktor dalam kondisi percobaan yang berbeda seperti reagen, jenis 
thermocycler dan program PCR yang digunakan (Achyar et al., 2021). Tujuan penelitian ini adalah untuk 
memperoleh primer yang spesifik dan optimasi suhu annealing gen CAT pada tanaman padi.  

Bahan dan Metode   

Lokasi Penelitian  
 Penelitian ini dilakukan pada bulan November – Maret 2023. Bertempat di Laboratorium Biologi 
Dasar dan Laboratorium Genetika, Departemen Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 
Universitas Negeri Padang.  
 
Alat dan Bahan 
 Alat yang digunakan untuk pengujian In Silico adalah software Geneious Prime, tools Pick Primer 
dan BLAST pada situs NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Alat yang digunakan untuk uji 
In Vitro adalah thermal cycler, mikropipet, tip, tube PCR, vortex, spindown, eppendorf, ice box, nanodrop, 
autoklaf, mikropestel, sentrifuge, LAF (Laminar Air Flow), mesin elektroforesis, microwave, UV illuminator. 
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel akar padi, alkohol 70%, GENEzolTM, ddH2O, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/


439 
 

ReverseTra Ace qPCR RT Master Mix With gDNA Remover (Toyobo), nitrogen cair, agarose 1,5%, TAE 1x, 
Nuclease Free Water (NFW), Gotaq, DNA template, primer forward dan primer reverse, ladder 100 bp, 
loading dye, dan gel red. 
 
Desain Primer  

  Primer yang akan digunakan didesain dari sequen DNA template yang diperoleh dari NCBI dengan 
accession number D86611.1 Oryza sativa gen catalase. Dari sekuens tersebut dilanjutkan desain primer 
menggunakan software Geneious Prime dan tools Pick Primer pada NCBI dengan target amplikon 150-300 
bp. Pasangan primer yang diperoleh dianalisis kriteria primer ideal mengikuti aturan primer sederhana 
meliputi panjang primer 18-22 bp, dengan kandungan GC 40%- 60%, suhu annealing (Ta) 55-58°C, melting 
temperature (Tm) 52-58°C (Borah, 2011). Primer yang sesuai kriteria dan spesifisitas yang paling baik akan 
dipilih dan dikirim ke PT. Genetika Science Indonesia untuk pemesanan primer 

 
Isolasi RNA  
 Isolasi RNA dengan sampel akar padi berumur 3 hari sebanyak 40 mg, ditambahkan nitrogen cair 
dan digerus menggunakan micropestle hingga halus. Sampel yang telah digerus kemudian digunakan dalam 
isolasi RNA mengikuti protokol resmi dari GENEzolTM dengan sedikit modifikasi. Kemurnian dan konsentrasi 
RNA hasil isolasi dianalisis menggunakan Nanofotometer dengan absorbansi sampel diukur pada panjang 
gelombang 260 nm dan 280 nm. Hasil isolasi RNA disimpan pada suhu -80°C atau dapat dilanjutkan ke tahap 
sintesis cDNA.  
 
Sintesis cDNA 
 Sebelumnya dilakukan perhitungan kebutuhan RNA dan NFW. Selanjutnya dilakukan perhitungan 
dengan menggunakan rumus : 

Vol RNA (µl) =  
 Sampel RNA disintesis menggunakan ReverseTra Ace qPCR RT Master Mix Dengan gDNA Remover 
(Toyobo) mengikuti protokol dua langkah (https://www.toyobo-global.com/) yaitu langkah pertama adalah 
DNase I dengan penambahan campuran master 4x DN (dengan penghapus gDNA) dan langkah transkripsi 
balik (Reverse Transcription) dengan menambhakan 5x RT Master Mix II. 
 
Optimasi Suhu Annealing (Ta) 
 Optimasi suhu annealing dilakukan secara in vitro gradient PCR. Komponen reaksi PCR yang akan 
diuji yaitu dengan total volume 10 µl per tabung PCR yang terdiri dari 5 µl GoTaq PCR master mix, 0,4 µl 
primer forward CAT 10 µM, 0,4 µl primer reverse CAT 10 µM, 0,5 µl DNA template dan 3,7 µl Nuclease Free 
Water (NFW). Selanjutnya program PCR diatur dengan denaturasi awal pada suhu 95°C selama 3 menit, 
tahap pengulangan siklus sebanyak 35 kali yang terdiri dari tahap denaturasi pada suhu 95°C selama 30 
detik, tahap annealing dengan gradient pada suhu 50°C, 52.2°C, 54.4°C, 56.7°C, 58.7°C, dan 60°C, tahap 
elongasi pada 72°C selama 30 detik dan siklus terakhir pada suhu 72°C selama 5 menit. Hasil amplifikasi dari 
gradient PCR divisualisasikan dengan elektroforesis gel agarose 1.5% (Syamsurizal et al, 2021). Hasil 
elektroforesis diamati menggunakan UV Transilluminator. Hasilnya kemudian dianalisa berapa temperatur 
annealing optimum berdasarkan ketebalan (Achyar et al., 2021). 
 

Hasil dan Pembahasan 

Desain Primer 
 Dari hasil penjajaran berpasangan sekuens primer gen CAT Oryza sativa menggunakan tools pick 

primer, primer BLAST pada NCBI dan geneious prime diperoleh 6 kandidat primer (Tabel 1.). Analisis 
karakteristik primer menggunakan software bioinformatika geneious prime bertujuan untuk memastikan 
kandidat primer telah memenuhi krieria ideal untuk proses amplifikasi pada mesin PCR secara in vitro 
(Kearse et al., 2012). Dalam pemilihan primer ada hal-hal yang harus diperhatikan yaitu panjang primer, 
melting temperature (TM), suhu annealing (Ta), GC content, secondary structures berupa harpin, self dimer 
dan cross dimer serta ukuran amplikon primer (Borah, 2011). Secara umum panjang primer yang optimal 
adalah 18-22 bp, spesifisitas dan suhu anil bergantung pada panjang primer, primer yang terlalu pendek 
dapat mengurangi spesifisitas primer sedangkan primer yang terlalu panjang menyebabkan reaksi PCR tidak 
berjalan efektif (Garg, 2008).  

https://www.toyobo-global.com/
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 Tm adalah suhu ketika 50% DNA beruntai ganda akan membentuk DNA beruntai tunggal. Tm yang 
baik untuk primer berada di kisaran 52-58ºC. TM yang terlalu tinggi cenderung membentuk anil sekunder 
(Mubarak et al., 2020). Suhu annealing merupakan kisaran suhu yang membuat pasangan primer menempel 
dengan komplemennya pada DNA target saat proses PCR. Suhu annealing yang umum digunakan adalah 50-
60ºC. Jika suhu annealing terlalu rendah, reaksi menjadi tidak spesifik, sedangkan jika suhu annealing 
terlalu tinggi dapat mengakibatkan kurangnya amplifikasi (Uslan & Pharmawati, 2015)  

 GC content merupakan karakteristik penting DNA dan memberikan informasi tentang kekuatan anil. 
Jumlah GC content yang ideal dalam primer adalah sekitar 45- 60% (Kamel A. Abd-Elsalam, 2016). Dalam 
mendesain sebuah primer, secondary structures berupa hairpin dan self dimer sebaiknya dihindari  

 
Tabel 1. Kandidat Primer 

No Karakteristik Primer 
Sekuens (5’ – 3’) Panjang 

Basa 
Tm (ºc) % GC Tm 

Hairpin  
Tm 
Self 
Dimer 

Produk 
PCR 
(bp) 

1 CAT F 
ACGCCATGGATCCCTACAAG 
CAT R 
CTCCCCTTGCATGAACGACA 

20 
 
20 

59,5 
 
60,3 

55.5 
 
55.0 

- 
 
- 

18.4 
 
- 

 
210 
 

2. CAT F 
CGGGAGCAATTCCACCTTCT 
CAT R 
CCCTGTCAAACTGTGCAAGC 

20 
 
20 

60,0 
 
60,0 

55.0 
 
55.0 

48.8 
 
- 

- 
 
- 

 
140 

3. CAT F 
GCTTGCACAGTTTGACAGGG 
CAT R 
CGACTGTGGAGAACCGAACA 

20 
 
20 

60.0 
 
60.0 

55.0 
 
55.0 

- 
 
39.4 

- 
 
- 

 
170 

4. CAT F 
CGACTGTGGAGAACCGAACA 
CAT R 
TTGTAGGGATCCATGGCGTG 

20 
 
20 

60.0 
 
59.8 

55.0 
 
55.0 

39.4 
 
- 

- 
 
15.2 

 
165 

5. CAT F 
ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG 
CAT R 
GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC 

20 
 
22 

59.5 
 
58.4 

55.0 
 
45.5 

- 
 
- 

- 
 
- 

 
185 

6. CAT F 
CACGCCATGGATCCCTACAA 
CAT R 
GACACGTTCAGGGATACGCT 

20 
 
20 

59.8 
 
59.8 

55.0 
 
55.0 

- 
 
41.2 

18.4 
 
- 

 
195 

 
 Dari tabel 1 terlihat bahwa pasangan primer yang paling ideal terdapat pada pasangan primer nomor 
5 (5’-ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG-3’ dan 5’-GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC-3’). Pasangan primer nomor 1 belum 
sesuai dengan kriteria primer ideal karena Tm self dimer primer forward cukup tinggi, pasangan primer 
nomor 2 terdapat secondary structure berupa hairpin yang tinggi dan ukuran amplikon belum memenuhi 
target, karena target amplikon berkisar 150-250 bp. Ukuran amplikon yang terlalu pendek dapat 
mempengaruhi efisiensi amplifikasi PCR. Pasangan primer nomor 3, 4, dan 6 disalah satu pasangan primer 
juga terdapat hairpin dan Tm self dimer, sehingga primer yang dipilih adalah pasangan primer nomor 5 
dengan informasi karkteristik primer sebagai berikut:  
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         Tabel 2. Informasi karakteristik hasil desain primer 

Karakteristik Primer DNA Fold Ukuran Amplikon 
CAT F 
Sequence (5’ > 3’) 
ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG 
Type: Primer bind 
Length: 20 
%GC: 55.0 
Hairpin Tm: none 
Self dimer Tm: none 
Tm: 59.5 

 

 
 
 
 
 
 

 

185 bp 

CAT F 
Sequence (5’ > 3’) 
GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC 
Type: Primer bind 
Length: 22 
%GC: 45.0 
Hairpin Tm: none 
Self dimer Tm: none 
Tm : 58.4 

 

 

 
 Pasangan sekuens primer (Tabel 2.) dapat mengamplifikasi panjang produk PCR sebesar 185 bp, 
dengan menunjukkan primer forward memiliki panjang basa 20 bp dan primer reverse memiliki panjang 
basa 22 bp. %GC dari pasangan primer ini masing-masing adalah 55.0 dan 45.0. Tm primer forward 59.5 
sedangkan Tm primer reverse 58.4 dengan selisih Tm antara primer forward dan reverse adalah 1,1. Selisih 
Tm antara primer forward dan reverse yang baik adalah tidak lebih dari 5º, jika selisih lebih dari 5º dapat 
menyebabkan penurunan efisiensi proses amplifikasi (Purwakasih dan Achyar, 2021). Masing-masing primer 
tidak memiliki secondary structures berupa hairpin maupun self dimer. Berdasarkan kriteria primer ideal, 
pasangan primer ini telah memenuhi persyaratan kriteria primer ideal yang baik, hal ini juga didukung 
dengan gambaran DNA Fold yang menunjukkan tidak adanya ikatan antara basa nukleotida. Setelah itu 
dilakukan uji spesifitas primer menggunakan primer BLAST.  
 

 
Gambar 1. PCR In silico pasangan primer 
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Spesifisitas Primer  
  Salah satu properti primer yang penting adalah spesifisitas target. Uji spesifisitas dapat dilakukan 

menggunakan primer BLAST yang bertujuan untuk mengurangi kesulitan dalam merancang primer spesifik 
target. Primer BLAST memungkinkan pengguna untuk merancang spesifik target baru dalam satu langkah 
serta untuk memeriksa spesifisitas primer yang sudah ada sebelumnya (Ye et al., 2012). Berdasarkan hasil 
pengujian melalui primer BLAST, primer yang dipilih berhasil mengamplifikasi gen CAT secara spesifik pada 
tanaman padi (Oryza sativa).  

 

 
Gambar 2. Uji spesifitas primer BLAST 

 
Optimasi Suhu Annealing 
 Suhu annealing merupakan salah satu faktor yang menentukan keberhasilan amplifikasi PCR. 
Optimasi suhu annealing sangat penting dilakukan agar diperoleh suhu yang optimal bagi primer untuk 
menempel pada DNA template. Untuk mendapatkan suhu annealing yang optimum maka dilakukanlah 
optimasi menggunakan gradien suhu PCR. Cara kerja gradien suhu PCR yaitu mencari suhu yang spesifik 
dan optimum pada kisaran suhu tertentu yang memungkinkan primer dapat mengamplifikasi DNA target. 
Suhu yang umum digunakan pada saat annealing yaitu 50-60ºC (Aulia et al., 2021) 

 
Gambar 3. Hasil elektroforesis Gradient PCR. Ladder 100 bp, Suhu Annealing (A) 50 ºC, (B) 52,2 ºC, (C) 54,4 ºC, (D) 56,7 ºC, 

(E) 58,7 ºC, (F) 60 ºC. 

  
 Gambar 3 menunjukkan hasil optimasi suhu annealing gen CAT pada Oryza sativa yang 
divisualisasikan melalui elektroforesis menggunakan gel agarose 1,5 %. Dari setiap variasi suhu muncul pita 
DNA dengan ketebalan yang berbeda. Terlihat bahwa pita DNA paling tebal dan terang terdapat pada suhu 
60ºC. Hal ini menandakan bahwa suhu optimal primer berada pada suhu 60ºC. Pada gambar juga terlihat 
bahwa setiap produk PCR terdapat primer dimer (pita DNA tidak spesifik yang muncul dibawah 100 bp). 
Menurut Mubarak et al, (2020) terbentuknya primer dimer disebabkan oleh konsentrasi primer yang terlalu 
tinggi atau konsentrasi primer tidak optimal. 
 

A B C D E F 

300 bp 

100 bp Primer Dimer 
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Kesimpulan 
 Pada penelitian ini diperoleh sepasang kandidat primer yang telah didesain sesuai dengan kriteria 
primer ideal menggunakan tools pick primer, primer blast dan Geneious Primer. Desain primer yang 
didesain secara in silico menghasilkan primer forward 5’-ATAAGTAGGGCGGTGTGTGG-3’ dengan panjang 
primer 20 bp dan primer reverse 5’-GCGAGTTGTTGTTGTTCCATAC-3’ dengan panjang primer 22 bp. Pasangan 
primer ini menghasilkan amplikon 185 bp pada gen CAT Oryza sativa. Suhu annealing optimum untuk 
pasangan primer ini adalah 60ºC. 
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