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ABSTRAK 
 
Nannochloropsis oculata memiliki pigmen Peridinin chlorophyll protein (PCP) yang berperan dalam proses 
fotosintesis dan berpotensi sebagai zat antioksidan. Untuk mendeteksi dan mengembangkan PCP secara 
cepat dan akurat dapat dilakukan secara molecular menggunakan teknik reverse transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR). Optimalisasi perlu dilakukan untuk mengefisienkan penggunaan bahan dan waktu. 
Penelitian ini bertujuan untuk untuk mengetahui metode yang tepat dalam mengoptimalkan RT-PCR 
sehingga proses deteksi dan pengembangan PCP dapat dilakukan dengan cepat dan tepat. Selain itu, 
juga untuk mengetahui tingkat kecocokan situs pemotongan enzim restriksi HindIII terhadap target 
panjang basa PCP 310 bp pada Nannochloropsis oculata. Metode yang digunakan adalah metode deskriptif 
dan eksploratif, optimalisasi RT-PCR dilakukan dengan menggunakan 3 primer, pengujian gradient suhu 
annealing, dan penggunaan enzim restriksi HindIII. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suhu annealing 
yang optimal pada suhu 52 0C sehingga hasil visualisasi cDNA terlihat jelas. Sedangkan hasil 
pemotongan fragmen RNA PCP menggunakan enzim restriksi HindIII  menghaslkan 3 fragmen yaitu 
200 bp, 250 bp, dan 310 bp. Pada salah satu situs pemotongan menunjukkan terdapat kecocokan dengan 
menghasilkan situs pemotongan 310 bp, hal ini sesuai dengan target panjang basa PCP yaitu 310 bp 
pada Nannochloropsis oculata. 
 
Kata kunci: optimalisasi, RT-PCR, PCP, Nannochloropsis oculata 

 
ABSTRACT 

Nannochloropsis oculata has Peridinin pigment chlorophyll protein (PCP) that play a role in the process of photosynthesis 
and potential as antioxidants. For detecting and develop the PCP quickly and accurately can be performed using the 
molecular technique of reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). The optimization be needed to efficiency 
of time and material usage. This research aims to find out the appropriate methods in optimizing RT-PCR so that the 
detection process and the development of PCP can be done quickly and accurately. Moreover, it is also to determine the 
compatibility of HindIII restriction enzyme cutting site to the target 310 bp of PCP N. oculata. This research use 
descriptive and exploratory method, optimization of RT-PCR was performed using three primers, testing gradient annealing 
temperature, and use restriction enzymes HindIII. The results show that the optimal annealing temperature at 52 0C so 
the result of cDNA visualization can be seen clearly. While, the result of cutting RNA PCP fragments using restriction 
enzymes HindIII produce three fragments of 200 bp, 250 bp and 310 bp. One of the cutting site shows a match with 
produce cutting site 310 bp, that suitable with the target base pairs PCP 310 bp of N. oculata. 
 

Keyword: optimization, RT-PCR, PCP, Nannochloropsis oculata 
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1. PENDAHULUAN 

1.1   Latar Belakang 

Nannochloropsis oculata merupakan salah 

satu mikroalga dari golongan alga hijau 

chlorophyceae. N. oculata merupakan salah satu jenis 

dari mikroalga yang telah banyak dibudidayakan 

dan digunakan sebagai pakan alami dalam usaha 

pembenihan ikan dan udang (Atmadja, 1996 

dalam Burtin, 2003). Nannochloropsis oculata 

memiliki pigmen Peridinin chlorophyll protein (PCP) 

yang berperan dalam proses fotosintesis dan 

berpotensi sebagai zat antioksidan. PCP hanya 

ditemukan pada sebagian jenis mikroalga 

tertentu (Weis et al., 2001). Selain itu peridinin 

juga terlibat pada proses transfer energy dan 

dapat berperan dalam mengurangi resiko kanker 

jika dikonsumsi dalam bentuk karotenoid 

(Hirschberg et al., 1994). 

Untuk mendeteksi PCP dapat dilakukan 

dengan cara modern menggunakan reverse 

transciptase polymerase chain reaction (RT-PCR). RT-

PCR merupakan salah satu varian dari teknik 

PCR. Dalam proses RT-PCR menggunakan 

enzim reverse transcriptase untuk 

mentranskripsikan RNA menjadi cDNA, 

selanjutnya dilakukan proses amplifikasi 

menggunakan PCR. Penggggunaan enzim reverse 

transcriptase ini dilakukan karena dalam proses 

PCR enzim DNA polymerase hanya dapat 

bekerja pada cetakan DNA, maka dari itu RNA 

harus ditranskripsikan menjadi cDNA. Molekul 

cDNA selanjutnya dapat digunakan sebagai 

cetakan dalam amplifikasi yang meliputi 

denaturasi, annealing, dan elongasi pada proses 

PCR (Auerkari, et al., 1998). 

Terdapat beberapa komponen yang harus 

ada dalam proses RT-PCR antara lain cDNA 

cetakan yang akan digandakan, primer yaitu suatu 

potongan dari oligonukleotida pendek yang 

digunakan untuk mengawali proses sintesis 

cDNA, deoksiribonukleotida trifosfat (dNTP) 

dan enzim DNA polymerase yaitu enzim yang 

mampu menggabungkan cDNA, enzim ini 

membutuhkan primer serta cDNA cetakan 

untuk membentuk untaian molekul cDNA yang 

panjang (Erlich, 1989).  

Mengingat Peridinin chlorophyll protein 

(PCP) didalam Nannochloropsis oculata memiliki 

peran dan potensi yang besar, hal ini memicu 

permintaan yang semakin bertambah 

memungkinkan PCP ini untuk dapat 

dikembangkan lebih lanjut. Salah satu teknik 

yang dapat digunakan untuk mengembangkan 

PCP ini yaitu melalui teknik Reverse Transcriptase 

polymerase chain reaction (PCR). Dalam proses 

amplifikasi pada saat berlangsungnya RT-PCR 

sering dihasilkan visualisasi amplifikasi cDNA 

yang belum optimal sehingga pita cDNA tidak 

terlihat. Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut mengenai bagaimana 

mengoptimalkan metode RT-PCR RNA PCP 

pada N.oculata menggunakan enzim restriksi 

HindIII yang dikultur secara in vivo. 

 
1.2 Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai 

berikut : 

1. Untuk mengetahui metode yang tepat dalam 

mengoptimalkan RT-PCR RNA peridinin 

chlorophyll protein (PCP) pada 

Nannochloropsis oculata  

2. Untuk mengetahui tingkat kecocokan situs 

pemotongan enzim restriksi HindIII 

terhadap target panjang basa peridinin  

chlorophyll protein (PCP) 310 bp pada 

Nannochloropsis oculata menggunakan teknik 

RT-PCR. 
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1.3 Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan di Balai 

Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) 

Situbondo untuk melakukan kultur mikroalga 

Nannochloropsis oculata secara in vivo, dan di 

Laboratorium Bioteknologi Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri Malang 

untuk melakukan proses reverse transcriptase 

polymerase chain reaction (RT-PCR) pada bulan 

Maret-Mei 2016. 

 
2. MATERI DAN METODE 

2.1 Materi Penelitian 

Materi dalam penelitian ini adalah 

optimalisasi reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR) RNA peridinin chlorophyll protein 

(PCP) menggunakan enzim restriksi HindIII pada 

mikroalga laut Nannochloropsis oculata yang 

dikultur secara in vivo. Sebagai data pendukung 

dalam penelitian ini juga dilakukan pengamatan 

kepadatan sel dan pengamatan parameter 

kualitas air kultur N. oculata. 

 
2.2 Metode Penelitian 

Metode yang digunakan pada penelitian 

ini adalah metode deskriptif dan eksploratif. 

Metode deskriptif dalam penelitian ini bertujuan 

untuk melaporkan hasl optimalisasi RT-PCR 

RNA Peridinin Chlorophyll Protein (PCP) pada 

Nannochloropsis oculata. Metode eksploratif pada 

penelitian ini bertujuan untuk mencari metode 

yang tepat dalam mengoptimalisasi reverse 

transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

RNA Peridinin Chlorophyll Protein (PCP) pada N. 

oculata dan untuk mengetahui tingkat kecocokan 

situs pemotongan enzim restriksi HindIII 

terhadap target panjang basa PCP (310 bp) pada 

N. oculata menggunakan teknik RT-PCR. 

 

2.3 Prosedur Penelitian 

Berikut merupakan tahapan penelitian 

yang tersaji dalam gambar 1.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 

3.1  Kepadatan Nannochloropsis oculata 

Untuk mengetahui pertumbuhan 

Nannochloropsis oculata dalam kegiatan kultur maka 

perlu dilakukan pengamatan. Pengamatan 

pertumbuhan dapat dilakukan dengan melihat 

perubahan warna yang terjadi dari awal 

penebaran bibit. Namun pengamatan paling baik 

adalah dengan melakukan perhitungan 

kepadatan dengan menggunakan haemocytometer 

yang diamati dibawah mikroskop. Dari hasil 

perhitungan kepadatan N. oculata yang dikultur di 

BBAP Situbondo dapat diketahui bahwa pada 

awal pertumbuhan N.oculata peningkatan 

kepadatan sel berlangsung bertahap, hal ini sesuai 

Pelaksanaan Penelitian 

 Perisapan alat dan bahan dalam kultur 
N.oculata 

 Melakukan kultur N.oculata secara in vivo 
pada skala : 

1. Laboratorium : Wadah toples dan 
carboy 

2. Intermediate : Wadah bak fiber 500 
liter 

 Perhitungan kelimpahan sel 

 Pengukuran kualitas air 

 Isolasi RNA Nannochloropsis oculata 

 Pengukuran kadar RNA total 
menggunakan nannophotometer 

 Proses reverse transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR)  

 Pemotongan produk RT-PCR dengan 
enzim restriksi HindIII. 

 Elektroforesis gel agarose cDNA 

  

Hasil 

Analisa Hasil 

Gambar 1. Bagan Tahapan Penelitian 
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dengan pendapat Fogg (1987) dalam Bahua 

(2015), yang menyatakan bahwa sel fitoplankton 

membutuhkan waktu untuk menyesuaikan diri 

dengan kondisi lingkungan yang baru. 

Pertumbuhan N. oculata yang dibudidayakan 

dapat dilihat hasil perhitungan kepadatan yang 

tersaji pada Tabel 1. 

Usia 
(Hari) 

Kepadatan (104 Sel/ml) 

Erlenmeyer Carboy Bak 
Fiber 

1 260 264 80 

2 332 324 104 

3 396 472 188 

4 416 520 260 

5 552 644 216 

6 628 684 - 

7 696 756 - 

8 728 772 - 

9 644 - - 

10 532 - - 

 
 
 

Usia yang baik untuk panen dapat 

diketahui berdasarkan pola pertumbuhan 

fitoplankton tersebut. Panen dilakukan pada hari 

ke 5-7 untuk selanjutnya dimanfaatkan sebagai 

bibit dan pakan. Menurut Sari (2012) pemanenan 

harus dilakukan pada saat fitoplankton telah 

mencapai puncak populasi atau fase akhir 

eksponensial.  

 
3.1.1 PertumbuhanNannochloropsis Oculata    

Skala Laboratorium 

 
Pada kultur Nannochloropsis oculata skala 

laboratorium wadah erlenmeyer kepadatan awal 

adalah 260 x 104 dan mencapai puncaknya pada 

hari ke-8 728 x 104 sel/ml. Kepadatan N.oculata 

meningkat pesat pada saat memasuki fase 

eksponensial. N.oculata yang di kultur mengalami 

fase puncak pada hari ke 8 yaitu dengan 

kepadatan 728 x 104 sel/ml.  

Kepadatan awal kultur N. oculata wadah 

carboy yaitu 264 x 104 sel/ml. Kepadatannya 

mengalami puncak atau fase eksponensial pada 

hari ke 8 yaitu 756 x 104 sel/ml. Pada hari ke-9 

kultur N.oculata pada carboy dilakukan subkultur 

pada bak fiber 500 liter. Di bawah ini merupakan 

grafik pertumbuhan kultur N. oculata pada skala 

laboratorium dan intermediate. 

 
 
 

 
3.1.2 Analisis Kualitas Air 

Setiap organisme membutuhkan 

beberapa syarat agar dalam pertumbuhan dan 

perkembangannya dapat berlangsung dengan 

optimal. Seperti pada organisme N. oculata salah 

satu syarat tersebut adalah kualitas air. Parameter 

yang digunakan dalam kultur mikroalga N.oculata 

antara lain suhu, derajat keasaman, dan salinitas. 

Berikut merupakan hasil pengukuran kualitas air 

dalam kegiatan kultur N.oculata yang tersaji dalam 

tabel 2. 

 Toples Carboy Intermediate 

Suhu 22 °C 22 °C 28 °C 

pH 8 8 8.5 

Salinitas 33 33 34 

 
 

 

 

 

Gambar 2. Grafik Pertumbuhan  
Nannochloropsis oculata 

Tabel 1. Kepadatan  Nannochloropsis oculata 

Tabel 2. Kualitas air pada kultur  
Nannochloropsis oculata 
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Dari hasil pengukuran parameter kualitas 

air pada kultur N. oculata menunjukkan hasil yang 

masih tergolong baik dan dapat menunjang 

pertumbuhan mikroalga selama prose kultur. Hal 

ini sesuai dengan pernyataan Tjahjo (2002) dan 

Cahyaningsih (2009), yang menyatakan bahwa 

pH optimal bagi N. oculata berkisar 8-8,5. 

Sedangkan salinitas optimal berada pada kisaran 

30-35 ppt. 

 
3.2 Isolasi RNA Total 

Isolasi RNA menggunakan RNA kit plant 

GeneAid. Dalam melakukan isolasi RNA, DNA 

dan protein dipisahkan untuk memisahkan 

molekul RNA dari molekul-molekul lain yang 

tidak diinginkan. Terdapat tiga tahap utama 

dalam ekstraksi RNA dalam isolasi molekul RNA 

N. oculata berdasarkan RNA purification kit yang 

digunakan dalam penelitian, yaitu pemecahan 

dinding sel (lisis), pengikatan RNA, pencucian 

dan pemurnian RNA. Tahap pertama dari proses 

isolasi ini adalah pemecahan dinding sel dan 

pengikatan RNA menggunakan larutan lyssis 

buffer (RB Buffer), kemudian dilakukan inkubasi 

selama 5 menit pada suhu 60 0C yang bertujuan 

untuk memecah dinding sel mikroalga dan 

mengikat RNA. Larutan lysis buffer dapat 

melisiskan sampel dan mematikan RNase yang 

mengandung zat guanidine tiosianat (Fermentas, 

2011) 

Setelah dilakukan penambahan lysis 

buffer , kemudian sampel ditambahkan wash 

buffer ke dalam RB kolom yang berfungsi untuk 

menghilangkan sisa kotoran protein yang terikat 

pada RNA. Setelah tahap pencucian, kemudian 

ditambahkan Rnase-free water ke dalam matrik 

kolom yang berfungsi untuk mensterilkan RNA 

sehingga diperoleh isolat murni RNA. Zat 

kontaminan yang masih tersisa pada membran 

kolom dibersihkan dengan serangkaian 

pencucian dan sentrifugasi menggunakan larutan 

wash buffer. Molekul RNA kemudian disterilkan 

dengan menggunakan nuclease-free water 

(Fermentas, 2011). Isolat RNA kemudian 

dianalisis konsentrasinya dengan menggunakan 

nanophotometer. 

 
3.3 Kandungan Total RNA 

Hasil isolasi RNA yang telah dilakukan 

sebeumnya diukur kemurnian dan 

konsentrasinya menggunakan nanophotometer 

untuk mengukur kadar RNA total. Kandungan 

total RNA diukur pada panjang gelombang 260, 

280 dan 320 nm. Berdasarkan hasil pengukuran 

total RNA diperoleh kadar RNA total sebesar  

23,6   mg/ml.  

 
3.4 Optimalisasi Reverse Transcriptase 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
 

Dalam metode RT-PCR ini terdapat dua 

tahapan utama yaitu sintesis cDNA dari RNA 

total menggunakan primer dan amplifikasi 

cDNA dengan teknik PCR. Hal ini dilakukan 

karena isolat RNA tidak dapat digunakan 

langsung sebagai cetakan dalam  proses PCR, 

sehingga RNA harus ditranskripsikan balik 

menjadi komplemen cDNA.  

Komplemen DNA (cDNA) dapat 

terbentuk karena bantuan dari primer oligo (dT) 

dan enzim transcriptase balik. Ekor 3’ poli-A 

mRNA dihibridasi oleh primer oligo (dT). Proses 

inkubasi RNA mix pada suhu 65 0C selama 10 

menit merupakan proses denaturasi, selanjutnya 

proses annealing pada suhu 4 0C selama 50 menit. 

Pada saat primer oligo (dT) melekat pada untai 

RNA, enzim reverse transcriptase mulai 

mengkonstruksi untai pertama cDNA serta 

mengubah basa urasil menjadi basa timin. Hasil 
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dari sintesis ini berupa DNA untai tunggal. 

Setelah DNA untai tunggal terbentuk, DNA 

polymerase akan mensintesis untai DNA 

pasangannya sehingga dihasilkan DNA untai 

ganda. Molekul cDNA ini yang selanjutnya 

digunakan sebagai cetakan dalam proses PCR. 

 
3.4.1 Amplifikasi cDNA peridinin 

chlorophyll protein (PCP) 
 

Keberhasilan proses amplifikasi dalam 

PCR ditentukan oleh kesesuaian primer yang 

digunakan serta optimasi dan efisiensi dalam 

proses PCR. Penggunaan primer yang tidak 

spesifik dan kurang tepat dapat menyebabkan 

teramplifikasinya daerah lain didalam genom 

yang tidak dijadikan sasaran atau tidak terdapat 

daerah genom yang teramplifikasi. Maka dari itu, 

diperlukan optimasi khusus terutama pada 

optimasi cetakan DNA dan primer yang akan 

digunakan dalam masing-masing proses PCR 

(Grunenwald 2003). 

Dalam penelitian ini terdapat faktor yang 

diuji untuk mengoptimalkan RT-PCR yaitu suhu 

penempelan primer dan primer. Primer yang 

digunakan dalam penelitian ini menggunakan 

primer yang spesifik didesain untuk gen Peridinin 

Chlorophyll Protein (PCP) dari N. oculata, dimana 

perancangan primer dilakukan dengan merujuk 

pada data cDNA dari gen PCP yang terdapat 

pada database GenBank dengan panjang pita 310 

bp. Primer yang digunakan yaitu primer P1 

inisiated 5’-GCATGAAGCCACTTCGAAAC-

3’, primer 2 nested 5’-

TAACGCTGGGATGCTTTGAC-3’ dan RNA 

adapter. 

Penempelan primer annealing merupakan 

proses pelekatan primer pada cDNA cetakan. 

Proses tersebut memerlukan suhu yang berkisar 

pada melting temperature (Tm). Menurut fatchiyah 

et al., (2011) Untuk mendapatkan melting 

temperature (Tm) yang tepat dapat menggunakan 

rumus sebagai berikut, 

 

 

Selain itu penentuan melting temperature 

(Tm) pada saat proses annealing dapat diketahui 

melalui situs insilico.ehu.eus dan BioPHP 

minitools/melting_temperature. Pada penelitian 

ini dilakukan perlakuan gradient suhu untuk 

mendapatkan hasil amplifikasi yang maksimal, 

dengan menggunakan 6 level suhu yang berbeda 

yaitu pada suhu 44°C, 48°C, 50°C, 52°C, 55°C, 

dan 58°C.  

Dalam penelitian ini suhu penempelan 

primer annealing yang optimal yaitu pada suhu 52 

0C selama 1 menit. Perlakuan suhu penempelan 

primer annealing yang tepat dan penggunaan 

primer yang sesuai dengan panjang gen Peridinin 

Chlorophyll Protein (PCP) yang dijadikan referensi 

GenBank, dapat menghasilkan amplifikasi 

cDNA secara optimal. Perlakuan suhu annealing 

yang terlalu tinggi dan terlalu rendah 

mengakibatkan primer yang digunakan tidak 

dapat melekat pada tempat yang spesifik 

sehingga tidak diperoleh hasil amplifikasi cDNA 

target. Hal ini sesuai dengan pernyataan Roux, 

(2009) yang menyatakan bahwa, untuk 

menghasilkan karakter yang diinginkan 

diperlukan optimalisasi PCR, yaitu dengan 

melakukan optimasi suhu annealing cDNA dalam 

proses PCR. Selanjutnya hasil amplifikasi 

dipotong menggunakan enzim restriksi HindIII 

untuk menghasilkan pemotongan RNA PCP 

yang spesifik pada N. oculata 

 
 
 
 

Tm = 2(A + T) + 4(G + C) 
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3.5 Pola Pemotongan RNA Peridinin 

Chlorophyl Protein (PCP) 

Nannochloropsis oculata dengan 

Enzim Restriksi HindIII 

Pada penelitian ini menggunakan enzim 

restriksi tipe II yaitu enzim restriksi HindIII. 

Enzim restriksi mempunyai ciri utama yaitu 

setiap enzim mengenal urutan spesifik pada 

molekul RNA yang akan dipotong. Pada enzim 

restriksi tertentu dapat memotong fragmen RNA 

dalam konsentrasi pH, suhu, dan garam yang 

sesuai dengan karakter enzim restriksi yang 

digunakan (Roberts dan Macelis 2001).  

Hasil pemotongan RNA PCP N. oculata 

menggunakan enzim restriksi HindIII dilihat 

menggunakan gel agarose. Hasil situs 

pemotongan fragmen RNA PCP N.oculata 

menggunakan enzim restriksi HindIII dihasilkan 

situs pemotongan RNA pada ukuran 200 bp, 250 

bp, dan 310 bp. Pada salah satu situs 

pemotongan oleh enzim restriksi HindIII 

menunjukkan terdapat kecocokan dengan 

menghasilkan situs pemotongan 310 bp, hal ini 

sesuai dengan target panjang basa peridinin 

chlorophyll protein (PCP) yaitu 310 bp pada N. 

oculata. 

4. KESIMPULAN DAN SARAN 

4.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang dapat diambil dari 

penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Metode yang tepat dalam mengoptimalkan 

RT-PCR dilakukan dengan menggunakan 

kit yang tepat dalam proses isolasi RNA, 

yaitu RNA kit plant GeneAid. Dalam 

penelitian ini suhu penempelan primer 

annealing yang optimal yaitu pada suhu 52 

oC selama 1 menit. 

2. Jumlah fragmen RNA peridinin chlorophyll 

protein (PCP) pada Nannochloropsis oculata 

yang dipotong menggunakan enzim 

restriksi HindIII menghasilkan 3 fragmen, 

yang berukuran 200 bp, 250 bp, dan 310 

bp. Pada salah satu situs pemotongan oleh 

enzim restriksi HindIII menunjukkan 

terdapat kecocokan dengan menghasilkan 

situs pemotongan 310 bp, hal ini sesuai 

dengan target panjang basa PCP yaitu 310 

bp pada N. oculata. 

 
4.2 Saran 

Saran dari penelitian ini yaitu perlu adanya 

penelitian lebih lanjut mengenai kualitas dari 

sintesis RNA Peridinin Chlorophyll Protein (PCP) 

mengenai sequencing dan cloning cDNA PCP 

N. oculata sehingga selanjutnya dapat dilakukan 

produksi PCP yang dapat digunakan sebagai 

salah satu solusi pencegahan terhadap serangan 

penyakit pada ikan. 
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