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ABSTRAK 
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mendesain sepasang primer agar dapat digunakan dalam 
analisis ekspresi gen OPN sebagai penanda kesuburan pada kambing jantan (Capra hircus). Metode 
penelitian yang digunakan adalah kajian molekuler secara in silico berbasis bioinformatika. Data 
nukleotida diambil dari situs NCBI dengan kode NM_001285667.1. Data yang diperoleh kemudian 
diolah dengan menggunakan Primer-Blast pada situs NCBI untuk memperoleh kandidat primer. 
Kandidat primer Selanjutnya dianalisis struktur sekunder dan dimer primer menggunakan Oligo 
Evaluator Sigma-Aldrich. Primer yang dirancang kemudian dianalisis spesifisitas primer dan tingkat 
kesamaan sekuens dengan database nukleotida yang ada di NCBI menggunakan Primer-Blast dan 
Nucleotide-Blast pada situs NCBI. Hasil penelitian menunjukkan bahwa diperoleh satu pasangan 
primer yang memiliki kriteria ideal primer yaitu primer forward 5’- ACCCTCCCGAGTAAGTCCAA-3’ 
dan reverse 5’- AGTCCTCCTCTGTGGCATCT-3’ yang mampu mengamplifikasi daerah gen OPN 
dengan panjang produk 325 bp. Hasil uji kinerja secara in silico juga menunjukkan bahwa primer 
tersebut dapat digunakan untuk deteksi gen OPN Capra hircus secara spesifik. Desain primer untuk 
deteksi ekspresi OPN diharapkan dapat membantu dalam memprediksi tingkat kesuburan pada 
ternak kambing jantan (Capra hircus), sehingga mampu meningkatkan efisiensi reproduksi ternak 
tersebut.   
 
Kata Kunci: Kambing Jantan, Osteopontin, Primer, In Silico 
 

ABSTRACT 
This study aimed to design a pair of primers for analyzing OPN gene expression as a fertility marker 
in male goats (Capra hircus). The research method employed was an in silico molecular study 
based on bioinformatics. Nucleotide data were retrieved from the NCBI database using the code 
NM_001285667.1. The data obtained were processed using Primer-Blast on the NCBI site to identify 
candidate primers. These candidate primers were subsequently analyzed for secondary structure 
and primer dimer formation using the Sigma-Aldrich Oligob Evaluator. The designed primers were 
further analyzed for their specifications and sequence similarity with the nucleotide database 
available on the NCBI site using Primer-Blast and Nucleotide-Blast. The results revealed one pair 
of primers with ideal criteria: the forward primer 5'-ACCCTCCCGAGTAAGTCCAA-3' and the 
reverse primer 5'-AGTCCTCCTCTGTGGCATCT-3', capable of amplifying the OPN gene region with 
a product length of 325 bp. In silico performance tests also demonstrated that the primers could 
specifically detect the OPN gene in Capra hircus. The primer design for detecting OPN expression 
is expected to aid in predicting fertility levels in male goats (Capra hircus), thereby enhancing the 
reproductive efficiency of these livestock. 
 
Keywords: Male Goat, Osteopontin, Primer, In Silico 
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PENDAHULUAN 

Dalam beberapa dekade terakhir ini, penelitian mengenai genomik dan 

transkriptomik pada plasma semen dan spermatozoa kambing telah meningkatkan 

pengetahuan tentang mekanisme molekuler yang terlibat dalam kesuburan 

kambing pejantan serta preservasi semen (Xu et al., 2024; Fajar et al., 2023; Xu et 

al., 2023; Zhang et al., 2022; Nisa et al., 2018). Genom pada ternak merupakan 

informasi keseluruhan DNA yang terletak di dalam tubuh ternak. Pesatnya 

perkembangan teknologi saat ini telah mendorong riset terkait pemanfaatan 

teknologi molekuler untuk pemuliaan, perbaikan genetik dan pembibitan ternak 

telah masuk ke ranah genom (Sudrajad et al., 2021). Diharapkan, temuan-temuan 

tersebut dapat membantu dalam meningkatkan performa reproduksi pada kambing 

jantan. Performa reproduksi merupakan salah satu faktor terpenting dalam efisiensi 

produksi ternak kambing (Rahayu, 2014). Beberapa gen telah ditemukan berperan 

dalam performa reproduksi pada kambing jantan salah satunya yang penting adalah 

gen osteopontin (OPN).  

Gen OPN merupakan sekuens DNA yang berfungsi membawa informasi 

untuk pembentukan protein OPN. Protein ini merupakan protein multi fungsional 

yang terlibat dalam perbaikan tulang mekanisme pertahanan homeostasis, dan 

enkapsulasi tumor. Selain itu, protein OPN juga berhubungan dan mempengaruhi 

kesuburan pada ternak jantan (Samik et al., 2014). OPN sangat dibutuhkan dalam 

reproduksi mamalia jantan (Zhang et al., 2016). Protein ini disekresikan dari ampula 

dan vesikula seminalis yang memiliki korelasi positif terhadap kesuburan (Biswal et 

al., 2022). Keberadaan OPN dalam plasma mani berkaitan erat dengan kesuburan 

hewan jantan (Hernawati, 2015). OPN ditemukan pada permukaan berbagai 

jaringan reproduksi, seperti sel epitel prostat, vesikula seminalis, ampula, sel Sertoli 

, dan epididimis, yang berfungsi untuk pengaturan spermatogenesis (Tekin et al., 

2023). OPN juga berperan sebagai faktor dekapasitas yang mencegah spermatozoa 

prematur (Yoelinda et al., 2023). Penelitian Zhang et al (2016) membuktikan bahwa 

ekspresi OPN berkaitan erat dengan spermatogenesis dan fungsi sperma pada 

domba jantan Hu. Penelitian Zhao et al (2014) membuktikan bahwa polimorfisme 

gen OPN memiliki hubungan dengan tingkat kesuburan pada kambing. OPN mampu 
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memprediksi kesuburan pejantan dengan akurasi sampai 81,3%, sensitivitas 75%, 

dan spesifitas 75%. (Rosyada et al., 2023).  

OPN memiliki banyak aplikasi bioteknologi yang potensial, seperti salah 

satunya adalah sebagai biomarker untuk mendeteksi kesuburan pada ternak jantan. 

Hal ini dikarenakan, OPN merupakan salah satu penanda yang menunjukkan 

korelasi konsisten dengan kesuburan pada hewan pejantan (Yoelinda et al., 2023). 

Oleh karena itu, analisis ekspresi gen OPN diharapkan dapat membantu 

memprediksi tingkat kesuburan pada ternak kambing jantan (Capra hircus). Metode 

yang sering digunakan untuk analisis ekspresi gen adalah Real time PCR atau 

quantitative real time PCR (qPCR).  

Salah satu kunci keberhasilan dalam penggunaan alat qPCR adalah 

pemilihan primer yang akan digunakan. Saat ini, kemajuan ilmu pengetahuan dan 

teknologi sudah berkembang pesat, sehingga  para ilmuwan dapat mendesain 

primer agar memperoleh primer dengan kriteria baik dan spesifik secara in silico. In 

silico merupakan studi dengan bantuan komputer dan software (Saputra dan 

Wahyudi, 2023). Adapun gen OPN yang akan diamplifikasi merupakan suatu 

domain dari total sekuen gen OPN yang yang sudah ada di GenBank. Hingga saat 

ini, primer untuk deteksi ekspresi gen OPN pada kambing jantan sangat jarang, oleh 

karena ini penelitian ini bertujuan untuk mendesain sepasang primer agar dapat 

digunakan dalam analisis ekspresi gen OPN sebagai penanda kesuburan pada 

kambing jantan (Capra hircus).   

METODE PENELITIAN  

Gen OPN kambing (Capra hircus) 

Sekuens gen yang digunakan adalah sekuens gen messenger RNA (mRNA) 

lengkap OPN Capra hircus dengan kode referensi sekuens : NM_001285667.1 yang 

di unduh dari GenBank National Center of Biotechnology Information (NCBI) dengan 

alamat situs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Sekuens yang diperoleh kemudian 

diubah menjadi format FASTA.  

Desain Primer 

Sekuens gen OPN yang sudah diperoleh dan diubah formatnya menjadi 

FASTA, kemudian diolah dengan menggunakan Primer-Blast pada situs NCBI untuk 

memperoleh kandidat primer. Setelah memperoleh kandidat primer, selanjutnya 

akan dilakukan seleksi untuk memperoleh pimer yang spesifik dan memiliki kriteria 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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baik. Primer yang didesain harus memiliki kriteria seperti panjang nukleotida 

berkisar antara 18-30 bp (base pair), komposisi antara basa G dan C yaitu 40-60%, 

Tm pada primer forward dan reverse memiliki selisih yang tidak lebih dari 5°C, dan 

tidak memiliki struktur sekunder (Purwakasih dan Achyar, 2021).  

Analisis Struktur Sekunder Pada Amplikon dan Struktur Dimer Primer 

Struktur sekunder dari amplikon dan dimer primer juga dianalisis dengan 

menggunakan perangkat lunak Oligo Evaluator Sigma-Aldrich dengan alamat situs 

http://www.oligoevaluator.com/. Adanya struktur sekunder pada daerah ini akan 

mengganggu perlekatan primer dengan gen target. Sedangkan adanya struktur 

dimer pada primer akan menyebabkan primer tersebut akan membuat ikatan satu 

sama lain daripada berikatan dengan gen target sehingga mengganggu proses 

amplifikasi (Saraswati et al., 2019).  

Analisis Spesifisitas Primer Secara In Silico 

Primer yang dipilih kemudian dianalisis secara in silico untuk menguji 

spesifisitas primer dan tingkat kesamaan sekuens produk PCR dengan database 

nukleotida yang ada di NCBI. Spesifisitas primer dianalisis menggunakan Primer-

Blast dan kesamaan nukleotida dengan menggunakan Nucleotide-Blast yang 

terdapat pada situs https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/ . Primer dikatakan baik 

atau spesifik jika mampu mengenali dan menempel pada gen target yang diinginkan, 

begitupun sebaliknya primer yang tidak baik atau tidak spesifik akan menyebabkan 

teramplifikasinya daerah selain target yang diinginkan. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Gen OPN Kambing (Capra hircus) 

Berdasarkan hasil penelusuran gen mRNA OPN pada kambing (Capra 

hircus) di GenBank NCBI, diperoleh hanya satu sekuens gen tersebut. Format FASTA 

gen OPN pada Kambing (Capra hircus) ditampilkan pada gambar 1.  

Gen yang diperoleh bernama secreted phosphoprotein 1 (SPP1) dengan 

panjang total sekuens yaitu 834 bp dan merupakan bagian dari mRNA. Gen ini 

berfungsi membawa informasi untuk pembentukan protein OPN. OPN juga dikenal 

dengan sebutan SPP1  merupakan protein multifungsional yang diekspresikan dalam 

sejumlah jenis sel yang berfungsi tidak hanya dalam komunikasi antar sel, tetapi juga 

dalam matriks ekstraseluler (Yim et al., 2022). Protein OPN/SPP1 terlibat dalam 

perbaikan tulang, mekanisme pertahanan homeostasis, dan enkapsulasi tumor. 

http://www.oligoevaluator.com/
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Selain itu, protein ini juga berhubungan dan mempengaruhi kesuburan pada ternak 

jantan (Samik et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Format FASTA gen OPN/SPP1 Capra hircus 
 

OPN terlibat dalam proses spermatogenesis dan pematangan sperma, 

serta dapat mempengaruhi motilitas sperma dan kemampuan fertilisasi (Liu et al., 

2013).  Protein OPN ditemukan pada berbagai organ reproduksi seperti sel epitel 

prostat, ampula, sel sertoli, vesikula seminalis, dan epididimis. Selama masa 

kebuntingan, protein OPN yang diekspresikan oleh sel germinal di tubulus 

seminiferus dan membantu mempersiapkan testis untuk kehidupan post natal 

(Tekin et al., 2023). Beberapa temuan telah membuktikan bahwa OPN berkaitan 

dengan kesuburan pada berbagai spesies seperti pada babi hutan jantan (Chen et 

al., 2022), sapi Madura jantan (Rosyada et al., 2013), dan kerbau jantan (Bubalus 

bubalis) (Kumar et al., 2016).  Sekuens gen OPN/SPP1 yang diperoleh dari GenBank, 

selanjutnya sekuens gen tersebut diubah ke dalam format FASTA sehingga dapat 

digunakan dalam desain primer menggunakan alat Pick Primers yang terdapat di 

situs NCBI.  

Desain Primer Menggunakan Situs NCBI 

Hasil desain primer menggunakan Primer-Blast pada situs NCBI, diperoleh 

sepuluh kandidat primer untuk gen OPN yang tertuang pada tabel 1 dan ilustrasi 

daerah aplikasi dari primer tersebut tertuang pada gambar 2. Kandidat primer yang 

diperoleh tersebut kemudian diseleksi kembali untuk mendapatkan primer dengan 

kriteria baik untuk qPCR. Hal ini dikarenakan, salah satu kunci keberhasilan dalam 

penggunaan alat qPCR adalah pemilihan primer yang akan digunakan (Lim et al., 

2011), sehingga dibutuhkan kriteria tertentu yang harus dipenuhi untuk 

mendapatkan desain primer yang terbaik (Salsabila et al., 2021). Rancangan primer 
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yang kurang baik akan menyebabkan reaksi qPCR tidak bekerja dengan baik, 

sehingga menyebabkan produk qPCR tidak spesifik atau bahkan terbentuknya 

primer dimer (Yustinadewi et al., 2018). 

Tabel 1. Kandidat Primer gen OPN Pada Kambing Jantan (Capra hircus) 

Singkatan : F = Forward Primer; R = Reverse Primer; Self compl.= Self 
complementarity; Self 3' compl.= Self 3' complementarity.  
  

No Sequence (5’-3’) Length Tm  
(°C) GC% Self 

Compl. 
Self 3’ 
Compl. 

1 

Primer Pair 1      
F:  TCCGCCCTTCCAGTTAAACC 20 59.96 55.00 5.00 3.00 
R: GTGAAGTCCTCCTCTGTGGC 20 60.04 60.00 3.00 2.00 
Product Length 503      

2 

Primer Pair 2      
F: ACCCTCCCGAGTAAGTCCAA 20 59.88 55.00 4.00 0.00 
R: AGTCCTCCTCTGTGGCATCT 20 59.96 55.00 3.00 0.00 
Product Length 325      

3 

Primer Pair 3      
F: GCCACAGAGGAGGACTTCAC 20 60.04 60.00 3.00 2.00 
R: CGGATTTTCAGGCGCTTGTC 20 60.18 55.00 6.00 2.00 
Product Length 266      

4 

Primer Pair 4      
F: TGGCTAAAGCCTGACCCATC 20 59.74 55.00 6.00 0.00 
R: TCTCAACGTTAGATCGGCGG 20 59.90 55.00 8.00 2.00 
Product Length 391      

5 

Primer Pair 5      
F: CAGATGCCACAGAGGAGGAC 20 59.82 60.00 3.00 1.00 
R: GGGCCTTTGGTGTGAGTTCT 20 60.18 55.00 4.00 2.00 
Product Length 141      

6 

Primer Pair 6      
F: AGATGCCACAGAGGAGGACT 20 59.96 55.00 3.00 2.00 
R: TCTTCGCTGTGGTCAGTCAG 20 59.68 55.00 3.00 1.00 
Product Length 96      

7 

Primer Pair 7      
F: GACTCCGACGATGCTAACCC 20 60.25 60.00 3.00 0.00 
R: TCCGTAGGGAAAGGTGGAGT 20 59.88 55.00 6.00 1.00 
Product Length 131      

8 

Primer Pair 8      
F: CTCCGACGATGCTAACCCTG 20 60.25 60.00 3.00 1.00 
R: CCTCTGTGGCATCTGGACTC 20 59.82 60.00 3.00 3.00 
Product Length 230      

9 

Primer Pair 9      
F: CGTTGAGAGTCCAGATGCCA 20 59.75 55.00 3.00 3.00 
R: TGGTTTCTTCGCTGTGGTCA 20 59.82 50.00 2.00 2.00 
Product Length 113      

10 

Primer Pair 10      
F: GAGTCCAGATGCCACAGAGG 20 59.82 60.00 3.00 3.00 
R: TGGAATGCTTGCTCTCCTCC 20 59.75 55.00 4.00 0.00 
Product Length 167      
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Gambar 2. Ilustrasi Daerah Amplifikasi Oleh Masing-Masing Pasangan Primer. 
Secara Khusus, Primer yang Dirancang Mampu Mengenali Daerah Gen OPN 

Dengan Panjang Produk yang Berbeda. 
 

Dalam mendesain suatu primer, beberapa ketentuan harus diperhatikan 

seperti panjang primer, temperature melting (Tm), proporsi basa GC, dan self 3' 

complementarity (Atifah dan Achyar, 2022). Dalam penelitian ini, semua kandidat 

primer yang diperoleh memiliki panjang 20 bp. Secara teori, primer dengan panjang 

18-30 basa merupakan panjang primer yang ideal (Septiasari dan Dewi, 2024). 

Primer yang terlalu pendek akan mengurangi kesepesifikan primer, sebaliknya 

primer yang terlalu panjang juga menyebabkan reaksi PCR tidak berjalan efektif 

(Andika et al., 2019). Untuk Tm, semua kandidat primer menunjukkan rentang antara 

59-61°C dan selisih yang tidak lebih dari 5°C setiap pasangan primer. Hasil tersebut 

masuk dalam kategori baik, hal ini sesuai dengan pernyataan Shen (2010) bahwa 

Tm yang ideal untuk desain primer berada di kisaran 58-65°C. Kemudian Khaira et 

al., (2023) juga menyatakan bahwa pasangan primer harus memiliki selisih nilai  Tm 

tidak lebih dari 5°C, karena dapat menyebabkan penurunan amplifikasi atau bahkan 

tidak terjadi proses amplifikasi.  

Hasil dari proporsi basa GC dari semua pasangan kriteria primer yang 

diperoleh yaitu berkisar antara 55-60% dan mayoritas memiliki nilai self 3' 

complementarity yang tidak lebih dari 3, hanya pasangan primer nomer 2 yang 

memiliki nilai 0. Primer yang baik memiliki persentase GC sebesar 40-60% 

Tingginya kandungan GC pada primer akan menyebabkan primer kesulitan dalam 

memutus rantai utas ganda pada primer. Namun sebaliknya, rendahnya kandungan 

GC akan menyebabkan primer kesulitan menempel pada gen target (Saputra dan 

Wahyudi, 2023). Selain itu, primer yang baik juga memiliki nilai self 3' 

complementarity yang kecil, Nilai maksimum self 3' complementarity adalah 3 

(Sihotang et al., 2021). Apabila suatu primer memiliki self 3' complementarity yang 
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tinggi, maka akan menyebabkan tingginya peluang penempelan antar pasangan 

primer dan membentuk struktur harpin (Saraswati et al., 2019). Atas dasar tersebut 

maka dipilih satu pasangan primer yang sesuai kriteria yang baik yaitu pasangan 

primer 2 dengan panjang 20 bp, Tm forward 59.88 °C dan reverse 59,96 °C, 

proporsi basa GC forward dan reverse sebesar 55%, serta nilai self 3' 

complementarity baik forward dan reverse yaitu 0. Untuk posisi relatif pasangan 

primer 2 pada gen OPN kambing (Capra hircus) dapat dilihat pada gambar 3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Skema Posisi Relatif Primer 2 Terhadap gen OPN/SPP1 Capra hircus 

Analisis Struktur Sekunder Pada Amplikon dan Struktur Dimer Primer 

Hasil analisis terhadap struktur sekunder dan dimer, menunjukkan bahwa 

pasangan primer 2 dan sebagian besar pasangan primer lainnya tidak terdapat 

struktur sekunder pada amplikon. Pasangan primer 4 memiliki struktur sekunder 

pada amplikonnya yang bersifat moderate pada bagian forward dan very weak 

pada reverse. Untuk pasangan primer 6, 7, dan 10 memiliki struktur sekunder yang 

bersifat weak pada bagian reverse. Sedangkan untuk karakteristik dimer, semua 

pasangan primer tidak terjadi struktur primer dimer. Untuk hasil lengkapnya 

tertuang pada tabel 2. 

Tabel 2. Analisis Struktur Sekunder Pada Amplikon dan Struktur Dimer Primer 

No Sequence (5’-3’) GC Lamp Struktur 
Sekunder 

Primer 
Dimer 

1 
Primer Pair 1    
F:  TCCGCCCTTCCAGTTAAACC 2 None No 
R: GTGAAGTCCTCCTCTGTGGC 3 None No 

2 
Primer Pair 2    
F: ACCCTCCCGAGTAAGTCCAA 2 None No 
R: AGTCCTCCTCTGTGGCATCT 1 None No 

3 
Primer Pair 3    
F: GCCACAGAGGAGGACTTCAC 1 None No 
R: CGGATTTTCAGGCGCTTGTC 1 None No 

4 
Primer Pair 4    
F: TGGCTAAAGCCTGACCCATC 2 Moderate No 
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R: TCTCAACGTTAGATCGGCGG 5 Very Weak No 

5 
Primer Pair 5    
F: CAGATGCCACAGAGGAGGAC 2 None No 
R: GGGCCTTTGGTGTGAGTTCT 1 None No 

6 
Primer Pair 6    
F: AGATGCCACAGAGGAGGACT 2 None No 
R: TCTTCGCTGTGGTCAGTCAG 1 Weak No 

7 
Primer Pair 7    
F: GACTCCGACGATGCTAACCC 3 None No 
R: TCCGTAGGGAAAGGTGGAGT 2 Weak No 

8 
Primer Pair 8    
F: CTCCGACGATGCTAACCCTG 3 None No 
R: CCTCTGTGGCATCTGGACTC 1 None No 

9 
Primer Pair 9    
F: CGTTGAGAGTCCAGATGCCA 3 None No 
R: TGGTTTCTTCGCTGTGGTCA 2 None No 

10 
Primer Pair 10    
F: GAGTCCAGATGCCACAGAGG 2 None No 
R: TGGAATGCTTGCTCTCCTCC 2 Weak No 

Singkatan : F = Forward Primer; R = Reverse Primer  

Kriteria selanjutnya untuk primer yang ideal adalah tidak membentuk 

struktur sekunder dan primer dimer. Struktur sekunder pada amplikon dapat 

menyebabkan terjadinya gangguan pada proses penempelan primer terhadap gen 

target. Selain itu adanya struktur sekunder menyebabkan menurunnya kualitas hasil 

qPCR. Sedangkan adanya struktur dimer pada primer akan menyebabkan 

terganggunya proses amplifikasi dan timbulnya efek negatif terhadap hasil qPCR. 

Dimer terjadi akibat banyaknya jumlah ikatan GC yang mendorong primer tersebut 

membuat dimer daripada berikatan dengan gen target (Saraswati et al., 2019; 

Nugraha et al., 2022). 

Analisis Spesifisitas Primer Secara In Silico 

Hasil analisis spesifisitas primer dengan menggunakan Primer-Blast dapat 

dilihat pada tabel 3. Hasil ini menunjukkan bahwa pasangan primer yang dipilih 

(pasangan primer2) dapat mengenali gen OPN pada kambing (Capra hircus) yang  

terdapat di pangkalan data NCBI dengan panjang sekuens 325 bp. Selain itu, 

pasangan primer yang dipilih juga dapat mengenali gen OPN pada spesies lainnya 

dengan total 66 genom dari spesies yang berbeda yaitu Ovis aries (328 bp), Bos 

taurus (328 bp), persilangan antara Bos indicus dan Bos taurus (328 bp), Bos 

javanicus (328 bp) dan spesies lainnya. 

Hasil tersebut membuktikan bahwa pasangan primer yang dipilih termasuk 

kriteria ideal dan secara spesifik dapat mengenali target. Ye et al., (2012) 
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menyatakan bahwa salah satu kriteria yang paling penting dimiliki oleh primer 

terutama pada primer qPCR  adalah spesifisitas target. Idealnya, sepasang primer 

hanya akan mengamplifikasi target yang diinginkan. Primer yang tidak spesifik akan 

menyebabkan teramplifikasinya daerah selain target yang diinginkan dan bahkan 

menyebabkan tidak teramplifikasinya daerah pada genom tersebut (Aulia et al., 

2021). 

Tabel 3. Analisis Spesifisitas Primer Secara In Silico 

Singkatan : F = Forward Primer; R = Reverse Primer  

Selain spesifitas primer, sekuens nukleotida juga dianalisis tingkat 

kesamaan dengan pangkalan data yang terhadap di NCBI. Berdasarkan tampilan 

gambar 3 dan nilai query cover, percent identity, dan E value pada tabel 4, 

menunjukkan bahwa sekuens nukleotida memiliki urutan yang sangat mirip dengan 

Capra hircus, Ovis aries, Bos taurus, persilangan Bos indicus dan taurus, serta Bos 

Javanicus. Pada Capra hircus diperoleh data kesamaan sebanyak 5 pada NCBI 

dengan nilai query cover, percent identity, serta expectation value (E-value) yang 

bervariasi yaitu 3 dengan nilai query cover sebesar 100%, percent identity 100%, E 

evalue 5x10-167, 1 memiliki nilai query cover 100%, percent identity 97,26%, E evalue 

=5x10-167, serta 1 dengan query cover 47%, percent identity 97,39%, E evalue =4x10-

64.  

Tabel 4. Hasil Penjajaran Sekuens Nukleotida Produk PCR 

Sequence (5’-3’) 

Jumlah  Target Jenis Dikenali 

Capra 
hircus Ovis aries Bos taurus 

Bos 
indicus x 

Bos taurus 

Bos 
Javanicus 

ACCCTCCCGAGTAAG
TCCAATGAAAGCCCT
GAGCAAACAGACGA
TCTAGATGATGATGA
TGAAAACAGCCAGG
AAGTCAACTCTGATG
ACTCCGACGATGCTA
ACCCTGATGACTCTG

5 
3 (Query 

Cover 
=100%, 
Ident = 
100%, E 
evalue 

=5x10-167) 

2 
1 (Query 

Cover =100%, 
Ident = 

98,78% E 
evalue =7x10-

161) 

9 
4 (Query 

Cover =100%, 
Ident = 

93,29% E 
evalue =7x10-

131) 

2 
2 (Query 

Cover 
=100%, 
Ident = 

93,29% E 
evalue 

=7x10-131) 

2 
2 (Query 

Cover 
=100%, 
Ident = 

93,29% E 
evalue 

=7x10-131) 

Sequence (5’-3’) 

Jumlah Target Jenis Dikenali 

Capra 
hircus 

Ovis aries 
Bos 

taurus 

Bos 
indicus x 

Bos 
taurus 

Bos 
Javanicus 

Lainnya 

F:  ACCCTCCC
GAGTAAGT
CCAA 

4 
Panjang 
produk = 
325 bp 

1 
Panjang 
produk = 
325 bp 

9 
Panjang 
produk = 
325 bp 

2 
Panjang 
produk = 
325 bp 

2 
Panjang 
produk = 
325 bp 

     48 

R: AGTCCTCCT
CTGTGGCAT
CT 
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ACCATTCCAACGAGT
CTCACCATTCTGATG
AATCTGATGAAGCTG
ATTTTCCCACTGACA
TTCCAACAATCGCAG
TTTTCACTCCACCTTT
CCCTACGGAAAGCA
CAAATGATGGCCGA
GGTGATAGTGTGGCT
TATGGACTGAAGTCA
AAATCGAAGAAGTTC
CGCCGATCTAACGTT
GAGAGTCCAGATGC
CACAGAGGAGGACT 
 

 
1 (Query 
Cover 

=100%, 
Ident = 

97,26%, E 
evalue 

=5x10-167) 
 
 

1 (Query 
Cover 

=47%, Ident 
= 97,39%, E 

evalue 
=4x10-64) 

 
1 (Query 

Cover =54%, 
Ident = 100% 

E evalue 
=1x10-84) 

 
2 (Query 

Cover =100%, 
Ident = 

92,99% E 
evalue =3x10-

129) 
 
 

3 (Query 
Cover =91%, 

Ident = 93% E 
evalue =5x10-

117) 

  

 
 

    

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Grafik Penjajaran Sekuens Nukleotida Pada Capra hircus, Ovis aries, 
Bos taurus, Bos indicus x Bos taurus, dan Bos Javanicus. Garis berwarna merah 

menunjukkan bahwa sekuens-sekuens tersebut memiliki urutan yang sangat mirip 
yaitu > 200 nukleotida 

Query cover merupakan persentase dari panjang sekuens yang sama 

dengan data yang ada di NCBI. Percent identity merupakan persentase tertinggi dari 

sekuens yang dicari dengan sekuens yang terdapat di pangkalan data NCBI. Dan E-

value merupakan indikator probabilitas untuk menemukan kecocokan secara 

kebetulan, apabila nilainya kecil maka homologi sekuens semakin tinggi (Sihotang 

et al., 2021). Tingkat kesamaan sekuens dikatakan mirip apabila memiliki skor query 

cover mendekati 100%, percent identity mendekati 100% dan E-value mendekati 0 

(Gaffar dan Sumarlin, 2020).  
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KESIMPULAN 

Primer yang berhasil didesain dan memenuhi syarat ideal primer untuk 

digunakan dalam analisis ekspresi gen OPN sebagai penanda kesuburan pada 

kambing jantan (Capra hircus). Desain primer yang dibuat secara in silico 

menghasilkan pasangan primer sebagai berikut : primer forward 5’- 

ACCCTCCCGAGTAAGTCCAA-3’ dan reverse 5’- AGTCCTCCTCTGTGGCATCT-3’. 

Pasangan primer tersebut mampu mengamplifikasi daerah gen OPN dengan 

panjang produk 325 bp. Hasil uji kinerja secara in silico juga menunjukkan bahwa 

primer tersebut dapat digunakan untuk deteksi gen OPN Capra hircus secara 

spesifik. Desain primer untuk deteksi ekspresi OPN diharapkan dapat membantu 

memprediksi tingkat kesuburan pada ternak kambing jantan (Capra hircus), 

sehingga mampu meningkatkan efisiensi reproduksi ternak tersebut.  Saran untuk 

menguji keberhasilan desain primer in silico adalah dengan uji secara in vitro untuk 

mengetahui keberhasilan primer dalam membentuk produk yang diinginkan. 

Deteksi produk dapat dilakukan dengan uji elektroforesis.  
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