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IDENTIFIKASI HOLOTHUROIDEA YANG DIKOLEKSI DARI
KEPULAUAN RAJA AMPAT BERDASARKAN GEN COI

Ninda Sahriyani, Widodo
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam,
Universitas Brawijaya

ABSTRAK
Kepulauan Raja Ampat mempunyai keanekaragaman hewan

laut yang tinggi, salah satunya Timun Laut (Holothuroidea). Tujuan
dilaksanakan penelitian ini, yakni mengidentifikasi taksa dari
Holothuroidea yang dikoleksi dari Kepulauan Raja Ampat berdasarkan
penanda gen COIl. DNA diisolasi dari jaringan, amplifikasi gen COI
menggunakan PCR, kemudian dilakukan sekuensing. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa spesimen UNP 106 mempunyai kemiripan yang
besar dengan Stolus sp. UF 9494 dengan nilai similaritas 99,44%.

Kata kunci : Amplifikasi, COI, Identifikasi, Timun Laut



IDENTIFYING HOLOTHUROIDEA WHICH COLLECTED
FROM RAJA AMPAT ISLANDS BASED ON COIl GENE

Ninda Sahriyani, Widodo
Biology Department, Faculty of Mathematics and Natural Sciences,
Brawijaya University

ABSTRACT
Raja Ampat Islands have highly diversity of marine animals,

such as Sea Cucumbers (Holothuroidea). The aim of this study is
identify taxa of Holothuroidea which collected from the Raja Ampat
Islands based on COI gene markers. DNA was isolated from the tissue,
COI gene amplified using PCR, then sequencing. The results showed
that UNP 106 specimen has close related to Stolus sp. UF 9494 with
similarity value is 99.44%.

Keywords: Amplified, COl, Identifying, Sea cucumber
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu Negara Kepulauan terbesar di
dunia. Indonesia mempunyai lebih dari 17.000 pulau dan 86.700 km
(18%) terumbu karang (Huffard dkk., 2010). Menurut Allen &
Mohammed (2003), Indonesia termasuk dalam The Coral Triangle. The
Coral Triangle adalah sebutan untuk Negara dan Pulau yang meliputi
Wilayah Indonesia Timur, Timur Timor, Sabah, Filipina, Papua New
Guinea dan Pulau Salamon yang mempunyai keanekaragaman hayati
laut dan terumbu karang tertinggi di dunia (Allen & Erdmann, 2009).
Organisme laut yang berhabitat di wilayah Provinsi Papua diperkirakan
terdapat 64% (1243) organisme sehingga Provinsi Papua mempunyai
kelimpahan organisme laut yang tertinggi di Indonesia (Palomares dkk.,
2007). Kepulauan Raja Ampat merupakan wilayah di Provinsi Papua
Barat yang mempunyai keanekaragaman hewan laut dan terumbu
karang yang tinggi (Veron dkk., 2009 ; Sala dkk., 2011).

Salah satu hewan laut yang mempunyai keberagaman tinggi, yakni,
Timun Laut (Holothuroidea). Timun Laut tergolong dalam filum
Echinodermata. Timun laut yang telah dideskripsikan berjumlah lebih
dari 1400 spesies (Kerr dan Junhyong, 2001). Timun Laut yang telah
dideskripsikan, dikelompokkan menjadi 6 ordo dan 25 famili (Wen
dkk., 2011). Banyak jenis Timun Laut yang diperkirakan masih belum
teridentifikasi. Karakter morfologi yang dimiliki oleh Timun Laut yakni,
tubuh yang berbentuk silinder menyerupai mentimun, berukuran 10-30
cm, kulit bertekstur kasar, mempunyai tentakel dan papila (Bordbar
dkk., 2011). Namun, karakter tersebut tidak memudahkan bagi peneliti
dalam melakukan identifikasi jenis karena banyak anggota dari ordo-
ordo Timun Laut yang mempunyai kesamaan (cryptic species) ketika
didasarkan pada puluhan karakter morfologi, misalnya bentuk tentakel
dan keberadaan internal respiratory tree (Arndt dkk., 1996).
Berdasarkan hal tersebut, untuk memudahkan identifikasi maka
dibutuhkan pendekatan lain, yaitu melalui DNA Barcoding.

DNA Barcoding adalah suatu metode identifikasi menggunakan
sekuen nukleotida dari genom yang ada di mitokondria (Uthicke dkk.,
2010). Genom mitokondria sering digunakan sebagai penanda
molekuler untuk merekonstruksi hubungan filogenetik suatu organisme
(Wen dkk., 2010).



Penanda molekuler dari genom mitokondria yang sering
digunakan, yaitu gen COI (Wen dkk., 2010). Gen COI (Cytochrome C
Oxidase Subunit 1) digunakan untuk mengidentifikasi dan menyusun
taksonomi suatu jenis organisme secara molekuler (Galtier dkk., 2009)
sampai tingkat spesies (Ahmed, 2006). Oleh karena itu, pada penelitian
ini menggunakan penanda molekuler berupa gen COIl untuk
mengidentifikasi  spesimen Holothuroidea yang dikoleksi dari
Kepulauan Raja Ampat.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah yang akan dibahas dalam penelitian ini
adalah termasuk taksa apa Holothuroidea yang dikoleksi dari Kepulauan
Raja Ampat berdasarkan penanda gen COI ?

1.3 Tujuan

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini  adalah untuk
mengidentifikasi taksa Holothuroidea yang dikoleksi dari Kepulauan
Raja Ampat berdasarkan penanda gen COI.

1.4 Manfaat
Informasi taksa Holothuroidea yang dikoleksi dari Kepulauan
Raja Ampat.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kepulauan Raja Ampat

Kepulauan Raja Ampat terletak di wilayah Indonesia Bagian
Timur berada di 0°20° N, 2°15°S dan 129°35°E, 131°20’E. Terdapat
empat pulau besar yang termasuk didalamnya, yakni Pulau Waigeo,
Batanta, Salawati dan Misool. Berikut merupakan gambar Kepulauan
Raja Ampat :

Waigeo

Batarita

Salawati

Misool
119 k‘m
| i

Gambar 1. Kepulauan Raja Ampat. Ditandai oleh Garis Merah
yang Mengelilingi Kepulauan Raja Ampat (Raja Ampat, 2014).

Diperkirakan terdapat 64% (1243) organisme laut yang
berhabitat di wilayah Papua, 30% wilayah Maluku dan 10% tersebar di
wilayah Kepulauan yang ada di Indonesia. Menurut letak geografis,
Kepulauan Raja Ampat termasuk dalam salah satu wilayah yang disebut
The Coral Triangle yang berarti mempunyai banyak keanekaragaman
hayati terumbu karang dan mempunyai banyak spesies yang belum
teridentifikasi (Ohee, 2013). Berdasarkan data tersebut, maka



kelimpahan organisme laut di Papua merupakan yang tertinggi di
Indonesia (Palomares dkk., 2007).

2.2 Holothuroidea

Holothuria adalah nama yang diberikan oleh Aristoteles. Dalam
bahasa Yunani, dikenal dengan sebutan Cucumaris marimus yang
berarti Sea cucumber (timun laut/teripang). Penamaan tersebut diberikan
kepada suatu hewan invertebrata laut yang mempunyai keunikan, yakni
bentuknya yang silinder dan memanjang menyerupai mentimun. Timun
Laut termasuk dalam hewan invertebrata laut yang mempunyai
kelimpahan dan keberagaman tinggi (Hussin dkk., 2006).

Kelas Holothuroidea mempunyai enam kelompok ordo yang
terdiri dari Apodida, Elasipodida, Aspidochirotida, Molpadiida,
Dendrochirotida ~ dan Dactylochirotida. Secara  morfologi,
pengelompokan timun laut hingga tingkat spesies secara umum
didasarkan pada bentuk calcareous skin ossicle atau bentuk spikula,
jenis tentakel dan jenis calcareous ring (Kamarudin dkk., 2010).

Berikut merupakan gambar struktur umum morfologi pada
Timun Laut:

Papila Permukaan dorsal

Podia dorsal

/

Tentake_l-i‘,;p iy Podia ventral

Permukaan ventral

Gambar 2. Struktur Umum Morfologi Timun Laut
(Purcell, dkk., 2012)

Timun Laut berhabitat di wilayah pesisir pantai dan tersembuyi
diantara terumbu karang ataupun pasir pantai yang ada di dasar. Timun
Laut mampu hidup di kedalaman 0 hingga 25 mdpl (Purcell dkk., 2012).



2.3 ldentifikasi Molekuler

Mitokondria DNA berbentuk sirkuler pada sebagian besar
organisme. Ukuran rata-rata Mt-DNA yakni 14 hingga 17 kb (Hussin
dkk., 2006). Mitokondria DNA (Mt-DNA) merupakan materi genetik
yang diturunkan langsung secara maternal dan berada di organ
mitokondria. Hampir semua mitokondria DNA yang dimiliki oleh
hewan mengandung 37 gen yang meliputi 13 gen pengkode protein, 2
gen RNA (12S rRNA dan 16S rRNA) dan 22 gen tRNA yang
dibutuhkan untuk proses translasi protein oleh Mt-DNA. Beberapa
karakter yang membuat Mt-DNA dapat digunakan sebagai penanda
molekuler yakni haploid, tidak mengalami rekombinasi, replikasi secara
terus menerus dan tingkat subtitusi berkisar 5-10 Kkali lebih besar
daripada kopi tunggal DNA inti. Berdasarkan karakter tersebut,
mitokondrial DNA berguna untuk pembelajaran evolusi, keberagaman
genetik dan identifikasi suatu spesies menggunakan data sekuen yang
tersedia (Kamarudin dkk., 2011; SiGang dkk., 2011).

Penanda gen untuk analisis molekuler yang sering digunakan
untuk mengetahui jenis Timun Laut, yakni gen COIl. Gen COI
(Cytochrome C Oxidase Subunit 1) dapat digunakan untuk identifikasi
dan menyusun taksonomi secara molekuler pada suatu jenis organisme
hingga tingkat spesies (Galtier dkk., 2009). Gen COIl mempunyai
panjang sekuen sekitar 650bp (Ahmed, 2006). Gen tersebut baik untuk
digunakan dalam identifikasi molekuler karena sekuen gennya
terkonserv dengan baik (Kamarudin dkk., 2011).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian yang berjudul “Identifikasi Holothuroidea yang
Dikoleksi dari Kepulauan Raja Ampat Berdasarkan Gen COI”
dilaksanakan pada bulan Desember-Juni 2014. Bertempat di
Laboratorium Biologi Molekuler dan Seluler, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam, Universitas Brawijaya,
Malang.

3.2 Cara Kerja

3.2.1 Spesimen UNP 106
Spesimen Timun Laut dikoleksi dari White Arrow, Aljui Bay,

Pulau Waigeo, Kepulauan Raja Ampat (S 00d 12.340°, E 130.15.333".

« QWnite Arfow, Aljui Bay, Waigeo
ot 500412340, E 130.15.333"
b vg \

Gambar 3. Lokasi Pengambilan Spesimen UNP 106 Ditandai oleh
Lingkaran Biru Muda (Waigeo, 2014).

Spesimen didapatkan dari kedalaman 4-8 meter dan disimpan
dalam tabung koleksi berisi etanol 95%. Spesimen dikoleksi pada 4 Juni
2013. Spesimen yang digunakan hanya satu individu, yakni UNP 106.



Berikut merupakan gambar spesimen UNP 106 yang digunakan
dalam penelitian ini:

3.3 ldentifikasi Molekuler
3.3.1 Isolasi DNA dari Jaringan

Timun laut (UNP 106) dilakukan isolasi DNA melalui jaringan
menggunakan gSYNC™ DNA Extraction Kit GS100 (Gene Aid).
Prosedur dilakukan sesuai dengan petunjuk pabrik.

3.3.2 Uji Kualitatif Hasil Isolasi DNA Timun Laut Menggunakan
Elektroforesis Gel Agarosa 1 %

Bubuk agarosa ditimbang sebanyak 0,15 g dan dimasukkan ke
dalam Erlenmeyer khusus gel agarosa. TBE 1x sebanyak 15 ml
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer vyang berisi bubuk agarosa.
Erlenmeyer yang telah berisi agarosa ditutup dengan plastik wrap dan
diberi sedikit lubang, kemudian dipanaskan pada suhu 60° C selama 1-2
menit menggunakan microwave. Selanjutnya, didiamkan selama
beberapa saat hingga hangat kemudian ditambahkan EtBr 1 uL. Adonan
agarosa dituang ke dalam cetakan yang telah diatur keseimbangannya
dengan menggunakan waterpass dan dipasangkan sisiran. Adonan
agarosa dituang dari pojok kanan bawah agar tidak terbentuk
gelembung. Adonan agarosa dipadatkan selama lebih kurang 30 menit
dan setelah itu sisiran dilepas. Adonan agarosa yang telah menjadi gel
padatan diambil beserta wadahnya dan diletakkan di chamber
elektroforesis Biorad. TBE 1x pH 8 sebanyak 350 ml dituangkan ke
dalam chamber hingga gel agarosa terendam. Loading dye sebanyak 2
pL diletakkan di aluminium foil dan DNA sebanyak 2 pL dipipeting
bersamaan dengan loading dye yang telah disiapkan, kemudian
dimasukkan ke dalam sumuran. Chamber ditutup untuk persiapan
running elektroforesis. Besaran voltase diatur pada 100 Volt, Chamber

7



elektroforesis dinyalakan selama lebih kurang 30-45 menit hingga
nampak pita mendekati 2 garis penanda terbawah. Hasil elektroforesis
divisualisasikan ~ dengan UV  transluminator dan kemudian
didokumentasikan.

3.3.3 Running PCR untuk Mengamplifikasi Gen COI

Susunan sekuen forward Col yakni 5’-
GGCATCCAGAAGTTTACATCCT-3’. Susunan sekuen reverse COI
yakni 5’-TTGGAGATAGGCTTCTGTGGA-3’ (SiGang dkk., 2011).
Racikan yang digunakan, yaitu 10 pL Kapa Tagq Extra HotStart
ReadyMix PCR kit, 10 uL BSA, masing-masing 1 pL primer forward
dan reverse untuk gen COI dan ditambahkan 3 pL DNA dimasukkan
secara bergantian dan dimix-gently untuk setiap penambahan larutan,
selanjutnya di spindown 3000 rpm selama 30 detik untuk menurunkan
larutan yang ada di tutup thinwal. Program PCR untuk amplifikasi gen
COl, yakni hot start (95°C, 5 menit), denaturasi (95°C, 40 detik),
annealing (50°C, 40 detik), ekstensi (72°C, 50 detik), ekstensi akhir
(72°C, 7 menit) dengan setiap tahapan menggunakan siklus sebanyak 40
siklus. Hasil PCR disimpan pada suhu -20°C sebelum diuji kualitatif.

3.34 Uji Kualitatif Hasil Running PCR Menggunakan

Elektroforesis Gel Agarosa 1.5%

Bubuk agarosa ditimbang sebanyak 0,225 g dan dimasukkan ke
dalam Erlenmeyer khusus gel agarosa. TBE 1x sebanyak 15 mL
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer yang berisi bubuk agarosa.
Erlenmeyer yang telah berisi agarosa ditutup dengan plastik wrap dan
diberi sedikit lubang, kemudian dipanaskan pada suhu 60° C selama 1-2
menit di dalam microwave. Selanjutnya, didiamkan selama beberapa
saat hingga hangat dan kemudian ditambahkan EtBr 1 pL. Adonan
agarosa dituang ke dalam cetakan yang telah diatur keseimbangannya
dengan menggunakan waterpass dan dipasangkan sisiran. Adonan
agarosa dituang dari pojok kanan bawah agar tidak terbentuk
gelembung. Adonan agarosa dipadatkan selama lebih kurang 30 menit
dan setelah itu sisiran dilepas. Adonan agarosa yang telah menjadi gel
padatan diambil beserta wadahnya dan diletakkan di chamber
elektroforesis Biorad. TBE 1x pH 8 sebanyak 350 ml dituangkan ke
dalam chamber hingga gel agarosa terendam. Loading dye sebanyak 1
pL diletakkan di aluminium foil dan DNA sebanyak 2 pL dipipeting
bersamaan dengan loading dye yang telah disiapkan, kemudian
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dimasukkan ke dalam sumuran. Marker Gene’o ruler 1 kb sebanyak 2
pL dipipetting dengan 2 pL Loading dye dan dimasukkan pada sumuran
sesuai dengan peta running. Chamber ditutup untuk persiapan running
elektroforesis. Besaran voltase diatur pada 100 Volt, Chamber
elektroforesis dinyalakan selama lebih kurang 30-45 menit hingga
nampak pita mendekati 2 garis penanda terbawah. Hasil elektroforesis
divisualisasikan ~ dengan UV  transluminator dan kemudian
didokumentasikan.

3.4 Sekuensing

Produk PCR dari spesimen UNP 106 yang telah diketahui
keberadaan amplikon gen COI dikirim ke Firstbase Malaysia untuk
dilakukan sekuensing dengan prosedur pengiriman sampel mengikuti
petunjuk pihak Firstbase Malaysia.

3.5 Analisis Sekuen Spesimen UNP 106
3.5.1 Analisis Sekuen Menggunakan Sequence Scanner V 1.0
Sekuen didapatkan dalam format file.abl dan file.seq yang
kemudian digunakan untuk melihat kualitas keseluruhan dari hasil
sekuensing menggunakan Sequence Scanner versi 1.0 sehingga dapat
diketahui kualitas sekuen yang dimiliki. Sekuen forward dan reverse
diambil yang berkualitas tinggi, yakni sekuen yang berwarna biru yang
dapat digunakan untuk analisis.

3.5.2 Analisis Sekuen Menggunakan BioEdit dan nBLAST NCBI

Sekuen forward dan reverse digabungkan (contig). Sekuen hasil
contig dianalisis kemiripannya dengan sekuen lain yang ada di database
NCBI (http://blast..ncbi.nlm.nih.gov). Sekuen dari spesies lain yang
mempunyai kemiripan, diunduh sekuennya dalam bentuk complete
sequence dan disimpan dalam format fasta. Selanjutnya dilakukan
contig antara sekuen UNP 106 dengan sekuen yang mempunyai
kemiripan untuk mengetahui sisi sekuen yang sama.

3.5.3 Analisis Kedekatan Sekuen Menggunakan MEGA Versi 5.1
Analisis  kedekatan sekuen dilakukan dengan langkah
menyejajarkan sekuen spesimen UNP 106 dengan sekuen spesies lain
yang telah diunduh dari NCBI. Dilakukan pemotongan pada sekuen
yang tidak sejajar dan menyamakan panjang basa nukleotida antar
sekuen. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan Neighbor-joining
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(NJ) dengan metode estimasi jarak P-distance dengan Bootstrap
methods 1000 replications. Dilakukan perhitungan nilai jarak genetik
untuk mengetahui nilai similaritas sekuen antar spesies. Berikut
merupakan rumus untuk menghitung nilai similaritas:

Nilai similaritas (%) = (1-jarak genetik) x 100
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Uji Kualitas Isolasi DNA

Spesimen Holothuroidea yang diisolasi hanya satu spesimen,
yakni UNP 106. Uji kualitatif dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui keberhasilan isolasi DNA dari spesimen UNP 106.
Keterangan :

1 1. DNA

Gambar 5. Hasil uji kualitatif isolasi DNA

Hasil uji kualitatif melalui elektroforesis gel agarosa 1% pada
spesimen UNP 106 menunjukkan bahwa terdapat pita (band). Pita yang
terlihat cukup tebal yang berarti DNA total yang berhasil diisolasi
mempunyai jumlah yang cukup banyak.
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4.2 Hasil Uji Kualitas Hasil Amplifikasi Gen COI
DNA total dari spesimen UNP 106 yang berhasil diisolasi,
digunakan untuk amplifikasi berdasarkan gen COI.
Keterangan :
1. Amplikon COI
2. Marker 500 bp
3. Marker 700 bp

1

Gambar 6. Hasil uji kualitatif amplifikasi gen COI

Hasil uji kualitatif melalui elektroforesis gel agarosa 2%
menunjukkan bahwa DNA dari spesimen UNP 106 berhasil
diamplifikasi berdasarkan gen COI ditunjukkan dengan adanya pita
yang cukup tebal. Spesimen UNP 106 mempunyai ukuran amplikon
COI sekitar 700 bp. Menurut Ahmed (2006), gen COl mempunyai
panjang sekuen sekitar 650bp.

4.3 Hasil Sekuensing Spesimen UNP 106

Sekuensing dilakukan dengan pembacaan dua arah, yakni arah
forward (5’ ke 3’) dan reverse (3’ ke 5°). Berdasarkan elektroferogram
menunjukkan bahwa sekuen UNP 106 mempunyai berbagai kualitas
basa yang ditandai dengan berbagai warna dan puncak (peaks). Basa
yang berwarna merah menunjukkan kualitas sekuen yang rendah, basa
yang bewarna kuning berkualitas sedang dan basa yang berwarna biru
berkualitas tinggi.
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4.4 Kemiripan Sekuen Spesimen UNP 106 dengan Spesies Lain

Spesimen UNP 106 mempunyai panjang sekuen 568 bp.
Berdasarkan hasil analisis kemiripan sekuen melalui nBLAST di
database NCBI, spesimen UNP 106 mempunyai kemiripan yang tinggi
dengan Stolus sp. UF 9494 (kode akses genbank KF142173) dengan
nilai identity sebesar 99%. Berdasarkan susunan basa yang mempunyai
kemiripan, terdapat 3 basa yang berbeda antara sekuen yang dimiliki
UNP 106 dengan sekuen Stolus sp. UF 9494 (Lampiran 7).

Sekuen antar spesies yang mempunyai kemiripan menunjukkan
bahwa adanya kesamaan yang sangat dekat pada spesies tersebut.
Kesamaan pada ansestor, fungsi dan struktur yang sama (Stormo, 2009).

4.5 Kedekatan Sekuen Spesimen UNP 106 dengan Spesies Lain

Sebelas spesies lain digunakan untuk mengetahui kedekatan
antar sekuen spesimen UNP 106 dengan sekuen spesies lain. Sebelas
spesies lain yang digunakan dalam rekonstruksi pohon filogenetik
merupakan spesies yang tergolong dalam satu kelas Holothuroidea
(Holothuria atra dan = Holothuria leucospilota), satu ordo
Dendrochirotida (Psolus phantapus, Psolus chitonoides dan Psolidium
tenue) serta satu famili Phyllophoridae (Phyrella mookiei, Phyrella
fragilis dan Thyone flindersi) serta menggunakan kelompok outgroup
Eucidaris tribuloides yang merupakan anggota dari kelas Echinodea
(Paulay, 2014).
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Berikut merupakan hasil rekonstruksi pohon filogenetik:

i, [ UNP 106
KF142173 Stolus sp. UF 9494

HM543064 Psolus phantapus

38

%0 100 HM542343 Psolus chitonoides

JX544957 Phyrella mookiei
29
1ag JX544962 Phyrella fragilis

HM196743 Psolidium tenue
5?‘— KF142164 Thyone flindersi

FJ971394 Holothuria leucospilota
mszes Holothuria atra

W7~ SRR KF142177 Stolus sp. NMV F151822
00| KC626173 Eucidaris tribuloides

0.05

Gambar 7. Pohon Filogenetik berdasarkan Gen COI
(Neighbor-joining, estimasi jarak P-distance)

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa
spesimen UNP 106 tergolong satu clade dengan Stolus sp. UF 9494
(kode akses genbank KF142173) dengan nilai kekokohan clade sebesar
100. Sekuen spesimen UNP 106 mempunyai jarak genetik terdekat
dengan Stolus sp. UF 9494 yakni sebesar 0,006 dengan nilai similaritas
sebesar 99,44%. Spesimen UNP 106 mempunyai jarak genetik terjauh
dengan Eucidaris tribuloides sebesar 0,602 dengan nilai similaritas
sebesar 39,81% (Tabel 1).

Berdasarkan database yang ada di NCBI, terdapat dua jenis
sekuen Stolus sp., yakni Stolus sp. UF9494 dan Stolus sp. NMV
F151822. Namun berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogenetik dan
pengukuran jarak genetik, antara spesimen UNP 106 dengan Stolus sp.
NMV F151822 hanya mempunyai jarak genetik sebesar 0,589 dan nilai
similaritas sebesar 41,11%. Stolus sp. NMV F151822 berada diluar
kelompok Stolus sp. UF9494 dalam posisi pohon filogenetik. Hal
tersebut dapat dikarenakan masih terjadi pertimbangan, karena referensi
yang mencantumkan Stolus sp. UF9494 dan Stolus sp. NMV F151822
mengalami revisi. Menurut Michonneau dan Gustav (2014), Stolus sp.
14



UF9494 ditemukan di wilayah Ningaloo, Western Australia dan Stolus
sp. NMV F151822 ditemukan di wilayah North West Australia.

Tabel 1. Nilai Perhitungan Jarak Genetik dan Similaritas

UNP 106 | KF142173 Stolus sp. UF 9494 0.006 99.44
UNP 106 | JX544957 Phyrella mookiei 0.154 84.63
UNP 106 | HM542343 Psolus chitonoides 0.156 84.44
UNP 106 | HM543064 Psolus phantapus 0.165 83.52
UNP 106 | KF142164 Thyone flindersi 0.170 82.96
UNP 106 | EU848265 Holothuria atra 0.170 82.96
UNP 106 | JX544962 Phyrella fragilis 0.176 82.41
UNP 106 | HM196743 Psolidium tenue 0.191 80.93
UNP 106 | FJ971394 Holothuria leucospilota 0.191 80.93
UNP 106 | KF142177 Stolus sp. NMV F151822 0.589 41.11
UNP 106 | KC626173 Eucidaris tribuloides 0.602 39.81

Gen COI (Cytochrome C Oxidase Subunit I) merupakan gen
yang sering digunakan untuk mengidentifikasi dan menyusun taksa
secara molekuler pada suatu jenis organisme hingga tingkat spesies
(Galtier, dkk., 2009). Spesies yang mempunyai hubungan sangat dekat
mempunyai banyak kemiripan pada karakter ossicles jika berasal dari
nenek moyang yang sama (Kamarudin dkk., 2010). Hal ini
menunjukkan bahwa spesimen UNP 106 dengan Stolus sp. UF9494
mempunyai banyak kemiripan pada karakter ossicles apabila
dibandingkan secara morfologi.
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4.6 Anggota Stolus

Spesies yang tergolong dalam genus Stolus telah banyak
ditemukan di wilayah Indo-Pasifik, namun sebagian besar diantaranya
tidak dijelaskan secara detail mengenai persebaran dan morfologinya.
Berikut merupakan gambar persebaran Stolus yang telah ditemukan :

S
1 100K+

Gambar 8. Persebaran Anggota Stolus di Indo-Pasifik. Area sebaran
Stolus ditandai dengan titik-titik yang berwarna kuning. Warna kuning
menunjukkan adanya satu individu Stolus yang ditemukan disetiap
lokasi.

(BOLD System, 2014).
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Tabel 2. Spesies Stolus yang telah ditemukan

Berikut merupakan data anggota Stolus yang telah ditemukan (Paulay, 2014):

No Jenis Autor, Tahun Persebaran Status
1 |Stolus sacellus Selenka, 1867 Diterima
2 |Stolus albescens Liao in Liao & Clark, 1995 Diterima
3 [Stolus buccalis Stimpson, 1855 Madagaskar, Djibouti, Mozambik, Laut Merah, Afrika Selatan, Tanzania Diterima
4 |Stolus canescens Semper, 1867 Diterima
5 [Stolus cognatus Lampert, 1885 Laut Karibia, Kuba, Meksiko, Panama, VVenezuela Diterima
6 | Stolus conjungens Semper, 1867 Diterima
7 |Stolus crassus Liao & Pawson, 2001 Diterima
8 |Stolus dentatus Thandar, 2005 Diterima
9 |Stolus kilberti Rajpal & Thandar, 1999 Diterima
10 | Stolus micronodosus Liao & Pawson, 2001 Diterima
11 | Stolus minutus H.L.Clark 1938 Diterima
12 | Stolus papillatus Sluiter, 1837 Diterima
13 | Stolus pseudoalbescens Thandar, 2005 Diterima
14 | Stolus punctatus Oshima, 1915 Diterima
15 | Stolus rapax Koehler & Vaney, 1908 Diterima
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BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Setelah melakukan penelitian, dapat disimpulkan bahwa
spesimen UNP 106 yang diidentifikasi menggunakan penanda
molekuler gen COI mempunyai kemiripan yang besar dengan Stolus sp.
UF 9494 dengan nilai similaritas 99,44%.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian selanjutnya, yakni sebaiknya spesimen
yang dikoleksi, disimpan secara utuh agar mempunyai data morfologi
yang dapat digunakan sebagai pelengkap dalam identifikasi.
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Lampiran 3. Kerangka Operasional
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Lampiran 4. Elektroferogram Hasil Sekuensing Spesimen UNP 106 (Forward)

<B 1.2 KB Luvp

ATM_PrP?

oo

HNF_ 1060

ASN4TT
CHE4 Wil 2 Mate ~amciiiurd #2507

1x. BASE 158407 1_UNP_103C_COVF ab-

d
Tems

AB 685

T roh
R W GRRE

o i1 An g S

el Ly

Hgact 0

7 i

M HAN R

N

G
L)

1

M —

ot e}

70

-0

ol ]

el

187

17

Rl

100

T
2000
(1]
T
£

TT
T

Puoeduon 4ugy2023°434 1201 GET

- ore

ata SEge

Slaciropherag am O

Fee Base Q.

UMz 3730 /2 4B 3T 30- 1 407027

Tl Mo

Sagience Scarner v1.3

25



Lampiran 5. Elektroferogram Hasil Sekuensing Spesimen UNP 106 (Reverse)
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Lampiran 6. Sekuen yang Digunakan dalam Analisis

UNP 106 COI
TGGATACCATGGCGTAAACCATTCCTAAATATCCAAAT
GGTTCTTTCTTTCCTCTATAGTGGGCTATAATGTGGGA
AATCATTCCAAATCCTGGGAGTATGAGTATATATACTT
CTGGGTGTCCGAAAAATCAGAATAAGTGTTGGAAGAG
GATTGGGTCTCCTCCTCCTGCTGGGTTAAAGAATGTTG
[TTTTAGGTTTCGGTCTGTTAGAAGCATTGTTATGGCT
CCTGCTAGTACTGGGAGTCTTAGAAGTAGGAGGATTG
TTGTTAGTAGTATTGATCATACAAATAGAGGGAGGCG
GTCGAATGTGATGCCTGGGGATCGCATTTTTAATATGG
TTGTTATAAATTTTATTGAGGCTAGGATTGAGGATGCA
CCTGCTAGGTGGAGTGAGAATATGGCTAGGTCTACGG
ATCTGCCTGCATGTGCTATTTTACTTGATAGGGGTGGG
TATATTGTTCATCCTGTTCCTACTCCTCTTTCTATGCTG
GCTGAGGCTAGGAGTAGAATGAAAGATGGTGGTACTA
GTCAGAATCTTAGTTTTTTCATTCGTGGGAATGCCATG
TC
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Lampiran 7. Kemiripan Sekuen Hasil Analisis nBLAST

Stolus sp. UF_9494 cytochrome oxidase subunit | {(COIl) gene, partial cds; mitochondrial

Sequence ID: gblKF142173 1| Length: 655 Number of Matches: 1

Range 1: 56 to 623 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1033 bits({559) 0.0 565/568(99%) 0/568(0%) Plus/Minus
Query 1 TEEATACCATGECGTAMACCATTCCTARATATCCARATGETTCTITTCTITCCTCTATAST 60
e 623 PheAACLALCHAAL I IO, e
Query 61 GEGCIATRAATGIGGGRARTCATTCCARATCCTGGEAGTATGAGTATATATACTTICTGGEGT 120
smrce ses GULHAAEULEHILU LI B AL o,
Query 121 GICCGARAARTCAGAATAAGTGTIGGAAGAGGATTGGGICTCCTCCTCCTGCTIGGGTITALR 180
sorcr 505 HAMAAAAAT IR TEY
Query 181 AGRATGTITIGIITTTAGGITITCGGICTIGTITAGARGCATTIGTITATGGCTCCIGCTAGTACTG 240
N N N N N Ny
Sbjct 443 AGRATGITGITITTAGGITICGEICTIGTITAGARGCATIGITATGGCTCCIGCTAGTACTE 384
Query 241 GGAGTCTTAGARGTAGGRAGEATTGTITGTITAGTAGTATTIGATCATACARATAGAGGEAGEC 300
Sorce 353 CACHHAMHILHIM MBI UL, o,
Query 301 GGICGAATGIGATGCCIGGGGATCGCATTTTITAATATGGTTGTTATAAATTTTATTIGRGG 360
Sorce 929 ChltatEt b LA A A, 2o
Query 361 CIAGGATTGAGEATGCACCTGCTAGGTGEAGTGAGARTATGECTAGGTCTACGEGATCTIGC 420
svrce 263 ChACATAMRAI AR I LT o0
Query 421 CIGCATGTGCTATTTITACTTGATAGGGGTGGGTATATTGTTCATCCTGTTCCTACTCCTC 480
Sice 203 ChaatbrbAEHEA AL DAL, 1
Query 481 TITCIATGCIGECTGAGGCTAGGAGTAGAATGAMMGATGETGGTACTAGTCAGARATCTTA 540
smree 140 PHEHHIUHILI U IR LT,
Query 541 GITITTITCATICGIGGGRATGCCATGIC 568
Swsce 35 CHEHFLHILAGAIGIIL s
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Lampiran 8. Nilai Perhitungan Jarak Genetik dalam Bentuk Matriks antara Spesimen UNP 106 dengan

Sebelas Spesies lain menggunakan metode estimasi jarak P-distance (Bootsrap 1000 replications)

1 2 & 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 | UNP_106 0.003 | 0.020 | 0.015 | 0.014 | 0.015 | 0.014 | 0.014 | 0.015 | 0.016 | 0.015 0.021
2 | KF142173 Stolus_sp._UF_9494 0.006 0.020 | 0.015 | 0.014 | 0.015 | 0.014 | 0.014 | 0.015 | 0.016 | 0.015 0.021
3 | KF142177 Stolus_sp. NMV_F151822 0.589 | 0.587 0.021 | 0.021 | 0.021 | 0.020 | 0.020 | 0.021 | 0.021 | 0.022 0.015
4 | HM196743 Psolidium_tenue 0.191 | 0.193 | 0.606 0.015 | 0.015 | 0.015 | 0.014 | 0.015 | 0.016 | 0.015 0.022
5 | JX544957_Phyrella_mookiei 0.154 | 0.152 | 0.583 | 0.187 0.012 | 0.014 | 0.014 | 0.015 | 0.015 | 0.014 0.022
6 | JX544962_Phyrella_fragilis 0.176 | 0.174 | 0.593 | 0.189 | 0.087 0.015 | 0.015 | 0.015 | 0.016 | 0.016 0.022
7 | HM543064 Psolus_phantapus 0.165 | 0.167 | 0.593 | 0.187 | 0.176 | 0.183 0.012 | 0.015 | 0.015 | 0.015 0.021
8 | HM542343 Psolus_chitonoides 0.156 | 0.156 | 0.587 | 0.172 | 0.150 | 0.163 | 0.104 0.014 | 0.015 | 0.015 0.021
9 | KF142164 Thyone_flindersi 0.170 | 0.169 | 0.596 | 0.176 | 0.194 | 0.172 | 0.187 | 0.187 0.016 | 0.014 0.022
10 | FJ971394 Holothuria_leucospilota 0.191 | 0.191 | 0.604 | 0.206 | 0.189 | 0.196 | 0.204 | 0.194 | 0.193 0.014 0.022
11 | EU848265_Holothuria_atra 0.170 | 0.176 | 0.583 | 0.194 | 0.154 | 0.176 | 0.181 | 0.178 | 0.170 | 0.152 0.022
12 | KC626173_Eucidaris_tribuloides 0.602 | 0.600 | 0.183 | 0.613 | 0.600 | 0.606 | 0.606 | 0.600 | 0.607 | 0.620 | 0.594

Keterangan :angka berwarna hitam (jarak genetik), angka berwarna biru (standart error)
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