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ABSTRAK

Studi mengenai hubungan kekerabatan, evolusi dan identifikasi spesies secara molekuler
tidak terlepas dari isolasi DNA dan amplifikasi gen COI dan 16s rRNA. Keberhasilan isolasi
DNA dan amplifikasi gen COI dan 16S rRNA merupakan langkah awal yang penting untuk
studi mengenai hubungan kekerabatan, evolusi dan identifikasi spesies. Penilitian ini bertujuan
untuk mengamplifikasi gen COI dan 16S rRNA dari invertebrata laut yang diambil dari Raja
Ampat, Plakobranchus ocellatus. Sepasang primer COI universal LCO-1490 dan HCO-2198
digunakan untuk mengamplifikasi fragmen gen COI dari P.ocellafus, sedangkan amplifikasi gen
16s rRNA menggunakan sepasang primer 16Sar-L dan 16Sbr-L. Fragmen gen COI dan 16S
rRNA berhasil teramplifikasi dengan panjang amplikon masing-masing sekitar 680 bp dan 450

bp.
Kata kunci: COl, gen, identifikasi, Plakobranchus ocellatus dan 16S rRNA

ABSTRACT

The first important step to study about organism relationship, evolution and species
identification are DNA isolation and amplification of 165 rRNA and COI genes. This research
aimed to amplify COI and 16S rRNA genes of marine invertebrates taken from Raja Ampat,
Plakobranchus ocellatus. A pair of COI universal primer LCO-1490 and HCO-2198 was used for
ampification a fragment COI gene P.ocellatus, while a fragment of the 16s rRNA gene was
amplified using 16Sbr-L and 16Sar-L primer. Either a fragment COI or 16S rRNA genes was
successfully amplified, with a length amplicon about 680 bp and 450 bp, respectively.

Keywords : COI, gene, identification, Plakobrancus ocellatus, and 16S rRNA

PENDAHULUAN ini sangat kokoh, sehingga mampu mengenali
Studi mengenai identifikasi  spesies, ujung 5° dari sebagian besar kelompok hewan.
Kedua, gen COI memiliki evolusi molekuler
yang paling tinggi dibandingkan dengan gen-gen
di mitokondria yang lain, sehingga memiliki
variasi intraspesifik rendah, tetapi interspesifik
divergensinya tinggi antara taksa yang
berdekatan [3]. Penanda lain yang sering
digunakan untuk mendukung identifikasi spesies
adalah gen dari mitokondrial juga yaitu 168
rRNA. Gen 165 rRNA merupakan gen penanda
lain yang berguna dalam identifikasi spesies dan

evolusi dan hubungan kekerabatan tidak terlepas
dari isolasi DNA dan ampifikasi gen. Gen COI
dan 16S rRNA  adalah gen yang sering
digunakan dalam studi identifikasi spesies,
evolusi dan hubungan kekerabatan [1]

Gen COI dari genom mitokondria
merupakan gen standar yang sering digunakan
sebagai gen penanda pada identifikasi hewan [2].
Gen COI merupakan Gen COI memiliki dua
keunggulan. Pertama, primer universal dari gen
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untuk menggambarkan hubungan filogenetik
antara organisme laut [4].

Gen 16S rRNA digunakan sebagai
penanda standar DNA  barcoding untuk
melengkapi COIl [5]. Beberapa peneliti

menggunakan gabungan data sekuen gen COI
dan 165 rRNA untuk menyimpulkan hubungan
kekerabatan melalui  pohon
kelompok hewan yang memilki tingkat cryptic
tinggi, seperti kelompok Moluska [1] [6] [7] [8].

Tujuan  dari

filogeni pada

penelitian  ini  yaitu
mengamplifikasi gen COI menggunakan primer
universal LCO-1490 dan HCO-2198 [9] dan gen

165 rRNA menggunakan primer 16Sar-L dan

16Sbr-L [10] dari invertebrata laut
Plakobranchus ocellatus.
METODE PENELITIAN
Pengambilan sampel. Spesimen

Plakobranchus ocellatus diambil pada tanggal 13
Mei 2013 di Mios con, Waigeo, Raja Ampat,
Papua.

Ekstraksi dan Amplifikasi DNA. DNA
diekstraksi dengan Gsync DNA  Extraction
Kit (Geneaid). Langkah-langkah ekstraksi
mengikuti petunjuk produk. DNA yang telah
diamplifikasi.  Fragmen  gen
mitokondria CO1 diamplifikasi menggunakan
sepasang primer LCO-1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3")
dan HCO-2198 (5’-TAAACTTCAGGG

diisolasi

TGACCAAAAAATCA-3") [9] dan fragmen
gen 16S rRNA diamplifikasi menggunakan
primer 16Sar-L. (5°-CG

CCTGTTTATCAAAAACAT-3") dan 16Sbr-H
(5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3")
[10]. Total volume reaksi yang digunakan untuk
PCR yaitu 25 pl. Campuran yang digunakan
untuk PCR antara lain ddH20 12ul, PCR mix
(Kapa Taq Extra HotStart Ready Mix PCR kit)
10 ul, masing-masing primer (10 puM) sebanyak
I ul, dan 1 pl DNA template. Program PCR :
hot start 95°C selama 3 menit, denaturation
95°C selama 30 detik, annealing 50°C selama
30 detik, extension 72°C selama 1 menit (30
siklus), selama 1
menit. Sampel hasil PCR disimpan pada suhu -
20°C.

dan post extension 72°C

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Isolasi DNA  Plakobranchus
ocellatus. DNA  diisolasi dari  jaringan
Plakobranchus ocellatus menggunakan Gsync
DNA Extraction Kit (Geneaid). Hasil isolasi
DNA dilihat keberhasilannya dengan uji
kualitatif ~ elektroforesis gel agarose 1%.
Berdasarkan hasil uji kualitatif isolasi DNA,
DNA ditandai  dengan
terdapat pita tipis pada gel agarose (Gambar 1,
ditunjuk oleh tanda panah).

berhasil diisolasi,

Gambar 1. Hasil uji kualitatif isolasi DNA pada gel
agrose 1%. 1: Plakobranchus ocellatus

Amplifikasi fragmen gen COI dan 16S
rRNA. Sepasang primer universal LCO-1490
dan HCO-2198 [9] mampu mengamplifikasi
secara spesifik gen COI pada Plakobranchus
ocellatus dengan panjang amplikon sekitar 680
bp. Fragmen gen 16S rRNA dari P.ocellatus
berhasil diamplifikasi menggunakan primer
16Sar-L. dan 16Sbr-L. [10] dengan panjang
amplikon sekitar 450 bp. Panjang amplikon gen
COI dan 16S rRNA yang teramplifikasi ini sudah
sesuai dengan penelitian Takano [8].
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Gambar 2. Hasil uji kualitatif hasil amplifikasi pada
gel agarosa 1,5%. M: marker, 1: Gen
COI, dan 2: gen 16s RNA.

Gen COI memiliki keunggulan, primer
universalnya LCO-1490 dan HCO-2198 [9] dari
gen ini sangat kokoh, sehingga mampu
mengenali uwjung 5" dari sebagian besar
kelompok hewan, meskipun tidak semuanya,
tetapi mewakili sebagian besar dari filum
animalia [3].

KESIMPULAN

Fragmen gen COI dan 16s rRNA berhasil
diamplifikasi dari invertebrata
Plakobranchus dengan

laut,
panjang
amplikon masing-masing sekitar 680 bp dan 450
bp.

ocellatus
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