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Analisa Gen Cytochrome B Pada Kura Kura Kaki Gajah (Manouria emys
emys) Untuk Mengetahui Kekerabatan Individu di Predator Fun Park
Batu dengan Metode Polymerase Chain Reaction

ABSTRAK

Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) merupakan salah satu hewan di
Indonesia yang dilindungi dan masuk ke dalam endangered species IUCN redlist
dan Apendik 1l CITES. Fragmen bukan penyandi protein yang sering digunakan
dalam mengkaji hubungan kekerabatan di antara spesies adalah daerah Cyt-b
(Cytochrome b). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui tingkat kekerabatan
individual berdasarkan sekuen gen Cyt-b dengan metode Polymerase Chain
Reaction (PCR) pada Kura-kura Kaki Gajah (Manouria meys emys) dan
dibandingkan dengan database NCBI Baning Coklat (Manouria emys phayrei).
DNA didapatkan dari empat sampel wholeblood kura-kura Kaki Gajah, 2 kura-kura
jantan dan 2 betina yang berada di PFP Batu yang kemudian diisolasi menggunakan
QlAamp DNA Mini Kit. Primer yang digunakan dalam metode PCR adalah primer
forward (CYTBF) 5’GTTATAGCCACCGCATTCGT-3" dan primer reverse
(CYTB_R) 5’-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG -3".Sekuens hasil PCR dilakukan
dengan metode Sanger. Analisa sekuen gen menggunakan program Mega 7.0 dan
pohon filogeni direkonstruksi menggunakan metode neighbor-joining. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa antara sampel 4BR Rara dan 7BR Rere tidak
memiliki perbedaan basa nukleotida dengan genetik distance dan sequence diversity
0%. Sampel 4BR, 5BR, 6BR, dan 7BR memiliki perbedaan basa nukleotida
terhadap database genebank Monouria emys emys cyt-b. Genetic distance sampel
kura-kura Kaki Gajah 4BR Rara 0,0124%, 5BR Roro 0,0137%, 6BR Ruru
0,0118%, dan 7BR Rere 0,0124% dengan referensi Manouria emys emys.
Sedangkan sequence diversity 4BR Rara 0,0398%, 5BR Roro 0,0484%, 6BR Ruru
0,0358%, dan 7BR Rere 0,0398% dengan persentase homologi di atas 95% dan
variasi genetik di bawah 3%. Keempat sampel merupakan kerabat dekat dalam satu
spesies yang sama. Kesimpulan dari penelitian ini adalah kura-kura Kaki Gajah
(Manouria emys emys) di Predator Fun Park berkerabat dekat dalam satu spesies
yang sama dan perbedaan morfologi tidak berpengaruh pada keturunan genetik
dengan divergen sekuen 0,04%.

Kata kunci : Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys), MtDNA, Cyt-b, PCR.



Analysis of Cytochrome B Gene of Asian Brown Tortoise (Manouria emys
emys) Towards Individual Relationship in Predator Fun Park
Batu Using Polymerase Chain Reaction Method

ABSTRACT

Asian Brown Tortoise (Manouria emys emys) is one of Indonesia's protected
animals and get into the endangered species of IUCN redlist and Appendix Il of
CITES. Study of genetic diversity through molecular data using mitochondrial
DNA (mtDNA) helps in knowing the differences between species (intraspecies). In
the mitochondrial genome, there are protein-coding fragments and non-coding
proteins. The coding fragment of the protein that is often used in assessing genetic
relationships among species is the Cytochrome B area. This research aims to know
the level of the individual relationship based on Cyt-b genes by Polymerase Chain
Reaction (PCR) method on the Asian Brown Tortoise (Manouria emys emys)
compared to NCBI database of Indian Brown Tortoise (Manouria emys phayrei).
The DNA is acquired from four whole blood samples of tortoise in Predator Fun
Park then isolated using the QlAamp ® DNA Mini Kit. The primer used in the PCR
method is the forward primer (CYTB_F) 5 ' GTTATAGCCACCGCATTCGT-3'
and reverse primer (CYTB_R) 5 '-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG-3 ". The
sequencing of PCR results is done by Sanger method. The analysis of gene sequence
is done by using Bioedit and NCBI BLAST. The result of this study shows that
among a sample of 4BR Rara and 7BR Rere has 0% based on genetic distance and
sequence diversity. The sample 4BR, 5BR, 6BR, and 7BR have different nucleotide
bases compared to genebank database Monouria emys emys cyt-b. Genetic distance
of 4BR Rara 0,0124%, 5BR Roro 0,0137%, 6BR Ruru 0,0118%, and 7BR Rere
0,0124% compared to genebank database Manouria emys emys. Sequence diversity
of 4BR Rara 0,0398%, 5BR Roro 0,0484%, 6BR Ruru 0,0358%, and 7BR Rere
0,0398%. The Conclusion of this study is the Asian Brown Tortoise (Manouria
emys emys) in the Predator Fun Park named Rara, Roro, Ruru, and Rere are closely
related genetically but have different character of DNA sequence with Manouria
emys phayrei.

Keywords : Asian Brown Tortoise (Manouria emys emys), MtDNA, Cyt-b, PCR.
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kura-kura dalam evolusi tidak banyak berubah dibanding kelompok hewan lain
hingga periode 85.000 tahun yang lalu dan menjadi bagian penting dalam konteks
religius dan sosial. Dalam mitologi Yunani, kura-kura digunakan sebagai simbol
kepastian, kestabilan, dan kebijaksanaan (Klemens and Swingland, 1989).
Kepentingan terkait nilai-nilai tersebut menjadikan harga jual kura-kura tinggi
untuk para kolektor dunia. Kelangkaan kura-kura ini didukung oleh eksploitasi
berlebihan dan perusakan habitat. Kura-kura ini kemudian dijual sebagai makanan,
obat, dan hewan peliharaan (Moll,1989). Dalam perekonomian, kura-kura

dijadikan makanan di sebagian besar dunia (Klemens and Swingland, 1989).

Salah satu genus dari kura-kura primitif ini adalah Manouria. Manouria
merupakan kura-kura terbesar di Asia tropis (Indo-Malayan tortoises). Manouria
dibedakan menjadi Manouria impressa dan Manouria emys dilihat dari ukuran
tubuh, tinggi kubah pada karapas, rigi marginal scute di posterior, dan panjang
supracaudal scute. Manouria emys memiliki tubuh berwarna coklat kehitaman
dengan scute yang berwarna lebih cerah pada tepi. Memiliki dua subspesies yaitu
Manouria emys emys dan Manouria emys phayrei. Manouria e. emys (Kura-kura
Kaki Gajah) lebih kecil (Panjang karapas hingga 50cm dan berat 20kg) dan
memiliki pectoral scute yang terpisah. Manouria e. phayrei (Kura-kura Baning
Coklat) lebih besar (panjang mencapai 60cm dan berat 37kg) dengan pectoral scute
yang menyatu, berwarna lebih gelap dan cenderung berwarna hitam pada individu

dewasa (Moll, 1989).



Manouria emys emys (Kura-kura Kaki Gajah) merupakan salah satu fauna yang
banyak ditemukan di Indonesia. Jenis kura-kura ini merupakan satwa endemik
pulau Sumatra dan Kalimantan. Kura-kura sebagai salah satu jenis satwa liar sering
dimanfaatkan untuk kebutuhan manusia seperti makanan, obat-obatan, satwa
peliharaan atau penangkaran herpetofauna, barang kerajinan dan pelepasan untuk
tujuan keagamaan (Sinaga, 2008). M. emys dewasa bisa dijual dengan harga $200
US di Amerika Serikat atau bahkan mencapai $500 US di Jepang hingga membuat
bisnis ini sangat menguntungkan. Amerika Serikat dan Jerman adalah negara
importir utama kura-kura ini (Moll, 1989). Ancaman paling utama adalah
perburuan liar untuk diperdagangkan serta kerusakan habitat. Hal inilah yang

meyebabkan kepunahan jenis kura-kura menjadi meningkat (Sinaga, 2008).

Saat ini red list IUCN memasukkan kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys
emys) ke dalam daftar merah dengan status konservasi endangered spesies.
Sedangkan CITES mengkategorikan kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys)
dalam kelompok apendik Il (Kurniati, 2007). Apendik Il vyaitu boleh
diperdagangkan, namun perdagangan harus dikontrol untuk menghindari
pemanfaatan yang membahayakan kelangsungan hidup makhluk tersebut (Stanford
et al, 2015). Bentuk upaya perlindungan juga bisa dilakukan dengan mangajukan
saran untuk meningkatkan status menjadi Appendix | CITES, melindungi kura-kura
beserta habitat, dan memperkuat legislasi untuk melindungi kura-kura di negara
asal (Moll, 1989). Dalam UU perlindungan satwa di Indonesia, jenis ini belum
dilindungi karena keberadaan di alam dianggap masih banyak dan baru diusulkan
untuk masuk dalam daftar spesies dilindungi di Indonesia tahun 2016 lalu. Jumlah

populasi spesies ini terus menurun akibat ancaman yang terus meningkat (Kurniati,



2007). Penelitian-penelitian terkait kura-kura ini sangat diperlukan untuk
menentukan dan meningkatkan tindakan konservasi yang akan diambil (Klemens

and Swingland, 1989).

Metode molekuler untuk menentukan hubungan taxonomi merupakan upaya
konservasi dengan membantu mengumpulkan data variasi genetik pada taxa yang
memiliki morfometri yang ambigu. Data genetik berupa filogeni ini nanti akan
membantu dalam membedakan spesies dilihat dari garis keturunan dalam hubungan
evolusi. Sumber Kkarakterisasi molekuler untuk mendapatkan kesimpulan

filogenetik adalah sekuensi DNA (Kayani, 2015).

Keragaman genetik dapat dikaji dengan penandaan molekuler menggunakan
DNA (Deoxyribonucleic Acid) baik pada DNA inti maupun DNA mitokondria
(mtDNA). Perbedaan struktur, komposisi, dan organisasi genom ini dapat diketahui
dengan melihat perbedaan yang akurat (Faizah, 2009). DNA mitokondria adalah
sebuah molekul DNA Dberantai ganda yang memiliki bentuk sirkuler dan
ditransmisikan secara maternal (Susmiarsih, 2010). Analisa mtDNA (DNA
Mitokondria) dapat digunakan untuk mengetahui variabilitas genetik suatu
populasi. Analisa tersebut dapat diketahui sebab di dalam genom mitokondria
terdapat fragmen-fragmen penyandi protein salah satunya Cyt-b (Cytochrome b)
(Dewanti, 2017). Penelitian Kayani (2015) menunjukkan bahwa urutan mtDNA
dapat digunakan untuk menentukan filogenetik dan taksonomi kura-kura tanpa
ambiguitas. Menurut penelitian Guillon et al (2012), mtDNA sangat sering
digunakan dalam studi filogenetik dibandingkan nuDNA karena relatif lebih
mudah, urutan gen ini mudah disejajarkan dan berkembang lebih cepat terutama

pada beberapa spesies kura-kura. Tingkat evolusi gen ini tinggi sehingga



memungkinkan terjadinya homoplasy dan dengan demikian menyebabkan
kesalahan dalam rekonstruksi filogenetik. Oleh karena itu perlu dilakukan

pendekatan berbasis molekuler untuk melihat hubungan filogeni.

Informasi morfologi yang kurang membuat metode molekuler untuk
identifikasi paling banyak dipakai. Gen Cyt-b (Cytochrome b) merupakan bagian
yang terlibat transportasi elektron dalam mitokondria. Gen cyt b dikode oleh DNA
mitokondria dan memiliki delapan transmembran heliks yang dihubungkan oleh
domain ekstramembran atau intramembran. Gen ini memiliki variasi urutan yang
dapat digunakan untuk membandingkan spesies dalam genus atau famili yang sama.
Gen ini juga memiliki bagian yang bersifat kekal di dalam tingkat spesies sehingga
dapat digunakan untuk pengelompokan dalam penentuan hubungan kekerabatan
antar jenis hewan (Widowati, 2013). Protein coding gen Cyt-b diketahui rutin
diaplikasikan untuk memecahkan filogeni dan filogeografi pada tingkat taxa
(Ramirez et al, 2008). Penelitian Shaffer et al (1997) sebelumnya telah menguji 23
kura-kura berbagai jenis dan 7 fosil beda taxa menggunakan 1 kilobase sekuen Cyt-
b dan 115 karakter morfologi hingga menghasilkan berbagai informasi filogenik.
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Parham et al (2006) diperoleh

sekuens genom mitokondria lengkap dari Manouria emys.

Penelitian spesies kura-kura sebelumnya telah dilakukan memakai mtDNA dan
sangat sedikit menggunakan DNA nukelus. Gen Cyt-b merupakan lokus yang
paling sering digunakan untuk uji spesies, control region pada mtDNA juga telah
diuji untuk studi populasi (Lee et al, 2009). Menurut Prusak et al (2008), gen Cyt-
b pada mtDNA telah ditemukan sebagai indikator yang kuat untuk identifikasi

spesies pada analisa DNA dan terbukti mampu digunakan untuk mempelajari



evolusi molekuler. Hsieh et al (2006) juga menunjukkan bahwa gen Cyt-b sesuai
untuk inter-spesies dan studi filogenetik intrafamily pada kura-kura. Penelitian
Hsieh et al (2001) menunjukkan bahwa sequence diversity range pada intra-spesies
berada di antara 0,25 sampai 2,74% dan inter-spesies range berada pada 5,97
sampai 34,83%. Sedangkan genetic distance pada hewan yang berbeda spesies
berada di antara 6,33 sampai 40,59. Diversitas sekuens ini diperoleh dari hasil uji

seluruh spesies menggunakan gen Cyt-b.

Upaya konservasi kura-kura Kaki Gajah dilakukan di dalam lembaga
konservasi ex-situ maupun in-situ. Salah satu lembaga konservasi ex-situ adalah
Predator Fun Park di kota Batu, Malang, Jawa Timur. Tempat tersebut memiliki
empat ekor kura-kura Kaki Gajah. Kura-kura tersebut belum memiliki data yang
jelas terkait masing-masing individu. Observasi pendahuluan telah dilakukan
sebelumnya dan diperoleh informasi bahwa saat ini di Predator Fun Park sedang

dilakukan upaya konservasi berupa peningkatan jumlah populasi satwa.

Identifikasi level spesies yang akurat adalah cara yang tepat sebelum dilakukan
pengembangan konservasi. Data identitas ini membantu dalam memahami sejarah
hidup perkembangan dalam evolusi spesies tersebut dan lokasi distribusi
(penyebaran). Sesuai dengan penelitian Kundu et al (2013), hasil jarak pada clade
yang dibentuk mampu mengidentifikasi spesies dengan benar dibanding melihat
kesamaan dari luar. Menurut Spinks et al (2004), spesies kura-kura bisa saja hybrid
karena terjadi interbreeding di antara dua spesies yang sangat dekat. Interbreeding
seperti ini dapat mengakibatkan kesalahan hasil identifikasi jika menggunakan

mtDNA. Jika sampel yang dianalisa merupakan hasil hybrid dan dilanjutkan untuk



terus dilakukan breeding, maka spesies tersebut tidak akan diakui dan tidak masuk

dalam kandidat spesies yang dilindungi.

Sebuah upaya dalam konservasi dapat dilakukan terhadap kura-kura Kaki Gajah
di Predator Fun Park apabila telah memiliki data molekuler masing-masing individu
yang jelas. Berdasarkan hal-hal yang telah dipaparkan di atas, maka penelitian ini
dilakukan untuk mendapatkan informasi berupa data molekuler individu kura-kura
Kaki Gajah. Informasi ini selanjutnya digunakan untuk mengetahui tingkat
kekerabatan individual kura-kura Kaki Gajah berdasarkan sekuen gen Cytochrome
B. Hubungan taksonomi intra-spesies membantu melengkapi data variasi genetik
pada tingkat taxa yang memiliki morfometri yang ambigu seperti kura-kura ini.
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi tentang hubungan
kekerabatan intra-spesies kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) di Predator
Fun Park Batu dalam menunjang upaya pengembangan konservasi. Selanjutnya
dibandingkan dengan data subspesies kura-kura Baning Coklat (Manouria emys
phayrei) yang telah tersedia di GenBank untuk melihat karakterisasi molekuler

inter-spesies.

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana tingkat kekerabatan individual berdasarkan sekuen gen Cytochrome
B dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) pada Kura-kura Kaki Gajah

(Manouria emys emys) dewasa di Predator Fun Park Batu?



1.3 Batasan Masalah

1. Sampel yang digunakan adalah darah empat ekor kura-kura Kaki Gajah
(Manouria emys emys) dewasa dengan kesamaan morfologi di Predator Fun

Park Batu Jawa Timur.

2. Gen Cytochrome B diisolasi dari darah kura-kura Kaki Gajah menggunakan
QlAamp® DNA Mini Kit (50). Pengambilan sampel darah dilakukan melalui

vena subcarapas.

3. Primer gen Cytochrome B didesain menggunakan gen Cytochrome B dari

Manouria emys menggunakan program Primer 3plus.

4. Amplifikasi DNA gen Cytochrome B kura-kura Kaki Gajah dilakukan dengan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan menggunakan sepasang
primer forward (CYTB_F) 5’-GTTATAGCCACCGCATTCGT-3’ dan primer

reverse (CYTB_R) 5’-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG -3°.

5. Metode PCR dilakukan dengan mesin SensoQuest Thermocycler dengan
program: predenaturasi 94°C selama tiga menit, denaturasi 94°C selama 30
detik, annealing 51°C selama 30 detik, extension 72°C selama satu menit, dan

post extension 72°C selama tujuh menit.

6. Sekuensing DNA dilakukan dengan metode dye terminator labelling
dengan menggunakan primer reverse (CYTB_R) 5’-

GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG -3°.

7. Analisa data dilakukan dengan mendeskripsikan perbedaan sekuen DNA

dan tingkat kekerabatan antar individu kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys



emys) di Predator Fun Park Batu dan dibandingkan dengan Kura-kura Baning
Coklat (Manouria emys phayrei) menggunakan program Bioedit dan Basic

Local Aligment Search Tool (BLAST) dari NCBI serta program MEGA.
1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk:

1. Mengetahui tingkat kekerabatan individual berdasarkan sekuen gen
Cytochrome B dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) pada

Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) di Predator Fun Park.

2. Membandingkan karakter molekuler kura-kura Kaki Gajah (Manouria

emys emys) dengan kura-kura Baning Coklat (Manouria emys phayrei).
1.5 Manfaat Penelitian

Diharapkan penelitian ini bermanfaat dalam menyediakan informasi genetik
berupa perpustakaan gen untuk keperluan pengembangan konservasi berupa
breeding untuk menambah populasi satwa dengan menjaga kemurnian genetik
tanpa hybrid dengan spesies lain agar tetap termasuk dalam satwa dilindungi
berdasarkan karakter molekuler, selain itu juga dapat digunakan untuk melengkapi

data variasi genetik intra maupun inter-spesies.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kura-kura Baning (Manouria)

Kura-kura Baning (Manouria emys) famili Testidudinae merupakan kura-kura
terbesar di daratan Asia dengan panjang karapas mencapai 60 cm dan berat badan
37 kg. Kura-kura ini memiliki 2 subspesies yaitu Manouria emys emys dan
Manouria emys phayrei yang dapat dibedakan dari distribusi secara geografi,
warna, motif scute pada plastron, dan ukuran maksimal yang mampu dicapai.
Manouria secara umum termasuk ke dalam kura-kura primitif yang ada. Spesies ini
hidup pada hutan basah dengan vegetasi hijau, jamur, daun bambu, dan buah-buah
yang jatuh. Individu ini lebih suka iklim yang sejuk dan sering ditemukan berendam
di air, lumpur atau mencari makan di sekitar habitatnya. Habitat alami yang masih
ditemukan kura-kura ini adalah di Indonesia, tetapi habitat lebih banyak habis
dihancurkan, spesies ini lalu dijadikan makanan dan diselundupkan sebagai hewan
peliharaan (Stanford et al, 2015). Manouria emys memiliki tubuh berwarna coklat

kehitaman dengan scute yang berwarna lebih cerah pada tepi (Gambar 2.1).

kura Baning (Manouria emys)
terlihat lebih cerah di tepi (Ahmed and Das, 2010).

Manouria emys emys lebih kecil (Panjang karapas hingga 50cm dan berat
20kg) dan memiliki pectoral scute yang terpisah (Gambar 2.2). Manouria emys

phayrei lebih besar (panjang menjapai 60cm dan berat 37kg) dengan pectoral scute
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yang menyatu, berwarna lebih gelap dan cenderung berwarna hitam pada individu
dewasa (Moll, 1989) (Gambar 2.2). Distribusi kura-kura Kaki Gajah (Manouria
emy emys) adalah pulau Kalimantan dan Sumatera. Sedangkan kura-kura Baning
Coklat (Manouria emys phayrei) tersebar di Bangladesh, India, Myanmar dan

Thailand (Stanford et al, 2015).

Gambar 2.2 Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) dengan pectoral scute
yang terpisah (A) dan Kura-kura Baning Coklat (Manouria emys
phayrei) dengan pectoral scute menyatu (B) (Kundu et al, 2013).

Shaded areas show how the pectoral scutes of M. e. emys do not meet
at the plastral midline, whereas those of M. e. phayrei do.

Rear view of the shell of Manouria emys emys

Plastron of Manourla emys
Rear view of the shell of Manouria emys phayrel

Gambar 2.3 Perbedaan kura-kura Baning (Manouria) (Eggenschwiler, 2012).
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2.2 Morfologi dan Klasifikasi Kura-kura Kaki Gajah

Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) merupakan kura-kura darat
terbesar keempat di dunia. Ciri khas sub-spesies ini yaitu karapas individu dewasa
berbentuk kubah (Gambar 2.4), berwarna coklat gelap, sedangkan bagian tengah
sisik berwarna lebih terang atau coklat muda pada individu pradewasa. Mereka
memiliki tubercular scale seperti taji pada kaki belakang paha atau supracaudal
scute sehingga sering juga disebut kura berkaki enam (Stanford et al, 2015).

Menurut Kurniati (2007), Kklasifikasi dari kura-kura Kaki Gajah (Manouria

emys emys) sebagai berikut:

Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Class - Reptilia

Ordo : Testudinata
Familia : Testudinidae
Genus : Manouria
Species : Manouria emys

Sub species  : Manouria emys emys

Manouria emys phayrei
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Gambar 2.4 Karapas yang Berbentuk Kubah (A) (Stanford et al, 2015) dan
Bentukan cincin pada scute (B) (Utah Wildlife Resourches, 2015)
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Usia kura-kura perlu diketahui karena penting dalam menentukan langkah-
langkah yang harus diambil untuk mengurangi penurunan populasi yang hampir
punah seperti kura-kura ini. Menurut Duffy (2009), menghitung pertumbuhan
cincin pada karapas kura-kura merupakan metode yang popular dalam menentukan
umur kura-kura. Tetapi menurut Utah Wildlfe Resourches (2015), akurasi dalam
menentukan umur kura-kura yang hidup di alam liar atau penangkaran itu tidak
mungkin, kecuali tanggal telur menetas diketahui. Sehingga perhitungan yang
dilakukan hanya berupa estimasi. Pertumbuhan yang beragam pada tiap individu
juga mengurangi akurasi metode perhitungan cincin pada scute kura-kura (Gambar
2.4). Penambahan cincin pada tiap scute berkisar 0-7 per tahun. Angka penambahan
ini tergantung pada ketersediaan pakan dan lingkungan habitat. Oleh karena itu
belum ada metode perhitungan umur kura-kura yang akurat. Umur kura-kura dapat
diketahui secara akurat apabila diketahui waktu tepat kura-kura tersebut
menetas.

2.3 DNA mitokondria (mtDNA)

DNA mitokondria (mtDNA) adalah DNA berantai ganda yang berbentuk
sirkuler dan terdiri dari DNA utas ringan (light strand) yang kaya dengan sitosin
dan utas berat (heavy strand) yang kaya dengan guanin. MtDNA adalah DNA yang
padat dan hampir tidak mempunyai Intron dengan ukuran 16.569 pasang basa yang
membentuk 37 gen (Gambar 2.5) (Susmiarsih, 2010). Berdasarkan fungsi yang
dimiliki, mtDNA terdiri dari daerah penyandi (coding region) dan daerah bukan
penyandi (non coding region). Daerah penyandi (coding region) memiliki 13 gen
penyandi protein, 2 gen penyandi rRNA, dan 22 gen penyandi tRNA. Daerah bukan

penyandi memiliki daerah kontrol untuk proses transkripsi dan replikasi genom.
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Utas ringan (light strand) terdiri dari 1 gen penyandi protein (ND 6) dan 8 gen
penyandi tRNA (glutamic acid, proline, serine, cysteine, asparagine, alanine,
tyrosine, dan glutaminae). Utas berat (heavy strand) terdiri dari 12 gen penyandi
protein (NADH dehydrogenase (ND)1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND 4L, COl, COll,
COlll, Cytochrome-b, ATPase 6, dan ATPase 8), 2 gen penyandi rRNA (16 S dan
12 S), 1 daerah bukan penyandi (dloop), dan 14 gen penyandi tRNA (Rahman,

2010).

Mitochondrion

Intermembrane space
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Gambar 2.5 DNA Mitokondria (Susmiarsih, 2010).

2.4 Gen Cyt-b (Cytochrome b)

Gen Cyt-b pada mtDNA merupakan transmembran protein yang berperan
dalam rantai respirasi seluler pada organisme. Nilai mutasi pada gen ini berbeda
berdasarkan posisi kodon sehingga bisa digunakan untuk parameter klasifikasi pada
berbagai tingkat taksa. Namun, kemampuan gen ini masih diragukan untuk
menghasilkan pohon filogeni yang akurat apabila fragmen yang digunakan

berukuran pendek. Basa nitrogen atau kodon pertama dan kedua pada gen Cyt-b
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mtDNA memiliki nilai gamma yang rendah yaitu berarti memiliki nilai substitusi
yang rendah (tidak bervariasi) antar individu. Sedangkan sebaliknya, kodon ketiga
memiliki nilai gamma yang tinggi yaitu berarti memiliki nilai substitusi yang tinggi
(bervariasi) antar individu. Tetapi, walaupun memiliki nilai gamma yang tinggi,
sebagian besar substitusi pada kodon ketiga bersifat saturation effect yaitu
perubahan basa nukleotida tidak diikuti dengan translasi untuk perubahan asam
amino (Rahman, 2010). Gen Cyt-b dipakai karena memiliki sifat yang lebih
conserve (lestari) dibandingkan dengan gen lain sehingga dapat digunakan untuk
merekonstruksi hubungan individu pada tingkat spesies (Wirdateti, 2016).

Gen penyandi protein terdapat substitusi nukleotida yang dapat menghasilkan
asam amino yang sama (substitusi silent/sinonim), maupun asam amino yang
berbeda (substitusi non sinonim). Substitusi nukleotida terdiri atas substitusi
transisi dan transversi. Substitusi transisi merupakan substitusi basa nitrogen sejenis
yaitu purin menjadi purin atau pirimidin menjadi pirimidin. Substitusi transversi
merupakan perubahan nukleotida dari basa purin menjadi pirimidin atau sebaliknya.
Sebagian besar substitusi sinonim ditemukan pada kodon ketiga, walaupun dapat
terjadi pada kodon pertama. Substitusi non sinonim dominan ditemukan akibat pada
kodon kedua dan pertama, walaupun dapat terjadi pada kodon ketiga (Rahman,
2010).

2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Reaksi polimerase berantai atau Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah
metode enzimatis yang dapat melipatgandakan secara eksponensial pada sekuen
nukleotida secara in vitro. Metode ini sangat sensitif dalam melipatgandakan satu

molekul DNA (Widowati, 2013). Metode PCR ini mengamplifikasi menggunakan
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enzim Taq Polymerase. Hal ini dapat meningkatkan jumlah urutan DNA hingga 10°
- 107 kali. Dalam satu siklus PCR, akan diperoleh 2" kali banyaknya DNA target.
PCR merupakan metode untuk memaksimalkan amplifikasi DNA target dan bukan

urutan non-target (Fatchiyah dkk., 2009).

Penggunaan PCR telah berkembang secara cepat seirama dengan
perkembangan biologi molekuler. PCR digunakan untuk identifikasi penyakit
genetik, infeksi oleh virus, diagnosis dini penyakit seperti AIDS, Genetic profiling
in forensic, legal and bio-diversity applications, biologi evolusi, site-directed
mutagenesis of genes dan mRNA Quantitation di sel ataupun jaringan (Fatchiyah

dkk, 2009).

PCR memiliki syarat bahwa bagian tertentu sekuen DNA yang akan
dilipatgandakan harus diketahui terlebih dahulu. Sekuen yang diketahui tersebut
untuk menyediakan primer, yaitu sekuen oligonukleotida pendek yang berfungsi
mengawali sintesis rantai DNA dalam reaksi berantai polimerase. Komponen reaksi
PCR terdiri atas pasangan primer berupa oligonukleotida spesifik untuk target gen
yang dipilih, enzim (umumnya Taq polymerase, enzim thermostable dan
thermoactive yang berasal dari Thermus aquaticus) dan triphosphat
deoxynucleoside (dNTP) yang digunakan untuk amplifikasi target gen secara
eksponensial dengan hasil replikasi ganda dari target awal. Reaksi ini dilakukan
dalam suatu mesin pemanas yang diprogram secara otomatis disebut thermocycler.
Mesin tersebut menyediakan kondisi termal yang diperlukan untuk proses

amplifikasi (Widowati, 2013).
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Keberhasilan reaksi PCR ditentukan oleh beberapa faktor vyaitu,
deoksiribonukleotida triphosphat (dNTP), oligonukleotida primer, DNA template
(cetakan), komposisi larutan buffer, jumlah siklus reaksi, enzim yang digunakan,
dan faktor teknis dan non-teknis lainnya, misalnya kontaminasi. Oligonukleotida
primer (desain primer) memegang peranan penting untuk spesififisitas maksimal
dan efisiensi PCR (Sasmito dkk., 2014).

Primer yang baik ditentukan oleh beberapa karakter primer yang baik menurut
Sasmito dkk. (2014) antara lain: Panjang primer berkisar 16-28 basa, Temperature
melting (Tm) atau suhu leleh yang tepat untuk disosiasi dalam melepas ikatan,
Temperature annealing (Ta) atau suhu penempelan yang stabil untuk berikatan
dengan template DNA, Selisih suhu leleh yang rendah dengan suhu maksimum 5°C
agar tidak terjadi penururnan proses amplifikasi, GC Content atau jumlah total GC
dalam satu untai primer yang berkisar 40% sampai 60%, karena basa G dan C
memiliki tiga ikatan hidrogen sehingga dianggap lebih stabil dalam mengikat
templat dibandingkan basa A dan T yang hanya memiliki 2 ikatan hidrogen, dan
GC Clamp yaitu kondisi ujung 3’ pada primer memiliki basa GC agar hibridasi

lebih stabil.

2.5.1 Amplifikasi PCR

Menurut Handoyo dan Ari (2000), dasar siklus PCR ada 30-35 siklus meliputi
denaturasi (93-95°C) selama 30-90 detik, Annaeling (37-60°C) selama 30 detik
untuk panjang primer 18-22 basa, dan Extension (72°C) dengan waktu tergantung
panjang fragmen DNA yang akan diamplifikasi. Menurut Widowati (2013), proses
yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama yaitu denaturasi

(pemisahan untai ganda DNA), annealing (penempelan primer) dan ekstensi
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(pemanjangan primer). Proses yang dimulai dari denaturasi, penempelan dan
ekstensi disebut sebagai satu siklus. Produk PCR dapat langsung divisualisasikan
melalui proses elektroforesis dan digunakan untuk analisa lebih lanjut. Produk PCR
dipisahkan dengan elektroforesis gel yang diwarnai dengan bromida dan

divisualisasikan dengan sinar ultraviolet.

Menurut Handoyo dan Ari (2000), Amplifikasi urutan yang diinginkan
dilakukan menggunakan sepasang primer oligonukleotida yang spesifik untuk

membuat hibrid dengan ujung -5° menuju ujung -3’untai DNA target.

2.5.1.1 Denaturasi DNA

Denaturasi DNA adalah proses menjadikan DNA untai tunggal dari DNA untai
ganda yang dibuka. Denaturasi awal ini dilakukan sebelum enzim taq polymerase
ditambahkan (Yusuf, 2010). Menurut Fatchiyah (2008), denaturasi merupakan
langkah yang kritis selama proses PCR. Pemisahan untai ganda DNA akan terjadi
pada temperature tinggi di awal proses. Temperatur tahap ini berada pada kisaran

92-95°C. Suhu 94°C merupakan pilihan yang standar.

Menurut Handoyo dan Ari (2000), Suhu denaturasi berbeda tergantung pada
panjang fragmen DNA target. Suhu yang terlalu rendah menyebabkan proses belum
sempurna, sedangkan suhu yang terlalu tinggi akan menurunkan aktivitas
polimerase DNA yang berdampak pada efisiensi PCR. Waktu denaturasi yang
terlalu pendek menyebabkan proses belum sempurna, sedangkan waktu denaturasi
yang terlalu lama akan merusak template DNA dan sekaligus dapat menurunkan

aktivitas polimerase DNA. Menurut Fatchiyah (2008), Temperatur denaturasi yang
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tinggi membutuhkan kandungan GC yang tinggi pula dari DNA template, tetapi

half-life dari tag DNA Polymerase menekan secara tajam pada temperature 95°C.

Suhu denaturasi dipengaruhi oleh sekuen target pada untai ganda DNA, jika
diperlukan suhu yang lebih tinggi jika sekuen target kaya akan Guanin-Sitosin.
Aktivitas enzim taq polimerasi akan hilang atau berkurang aktifitasnya akibat suhu
denaturasi yang terlalu tinggi dan waktu denaturasi yang terlalu lama. Waktu paruh
aktivitas enzim taq polymerase adalah >2 jam pada suhu 92,5°C, 40 menit pada

suhu 95°C dan lima menit pada suhu 97,5°C (Sulistyaningsih, 2007).
2.5.1.2 Primer Annealing

Primer annealing berkaitan dengan pengenalan suatu primer terhadap DNA
target tergantung pada panjang untai, banyaknya kandungan GC, dan konsentrasi
primer itu sendiri. Optimalisasi suhu yang digunakan dimulai dengan menghitung
Temperature Melting (Tm) dari ikatan pada primer dan DNA template. Cara mudah
menghitung bisa menggunakan rumus Tm = {(G+C)x4} + {(A+T)x2}. Suhu
annealing biasanya 5°C di bawah Tm primer yang sebenarnya. Secara sederhana
Tm dipengaruhi oleh DNA template, komponen buffer, dan konsentrasi primer

(Fatchiyah, 2008).

Panjang primer berkaitan dalam penentuan waktu untuk proses annealing.
Panjang primer 18-22 basa membutuhkan waktu 30 detik, sedangkan untuk panjang
primer lebih besar dari 22 basa membutuhkan waktu annealing 60 detik. Suhu
annealing secara umum yang digunakan berkisar antara 37-60°C. Pemilihan suhu
annealing berkaitan dengan Tm primer yang digunakan untuk proses PCR. Suhu

annealing yang digunakan dapat dihitung berdasarkan (Tm-5)°C sampai dengan



19

(Tm+5)°. Keberhasilan suatu proses PCR ditentukan oleh eksperimen dalam
menentukan suhu annealing yang digunakan serta perlu memperhatikan

mispriming pada daerah target dan non-target (Handoyo dan Ari, 2000).
2.5.1.3 DNA Polymerase Extension

Proses pemanjangan untai baru DNA terjadi pada proses ini, posisi primer
yang telah menempel di wurutan basa nukleotida DNA target akan
bergerak dari ujung 5° menuju ujung 3’ dari untai tunggal DNA. Proses
pemanjangan atau pembacaan informasi DNA yang diinginkan sesuai dengan
panjang urutan basa nukleotida yang ditargetkan. Pada tiap kilobase (1000bp) yang

akan diamplifikasi memerlukan waktu 1 menit (Fatchiyah, 2008).

Panjang fragmen DNA menentukan pemilihan waktu ekstensi primer yang
akan diamplifikasi. Secara umum untuk mengamplifikasi setiap satu kilo basa DNA
diperlukan waktu 30-60 detik. Proses ekstensi primer pada proses PCR selalu
dilakukan pada suhu 72°C karena suhu tersebut merupakan suhu optimum
polimerase DNA yang biasa digunakan untuk proses PCR (Handoyo dan Ari,

2000).

Siklus PCR terjadi rangkaian proses denaturasi (1), annealing (2), dan
elongasi (3) hingga terhitung siklus pertama selesai (4) (Gambar 2.6). Reaksi-
reaksi tersebut diulangi lagi dari 25 — 30 kali (siklus) sehingga pada akhir siklus
akan diperoleh molekul-molekul DNA rantai ganda yang baru dan merupakan hasil
polimerasi dalam jumlah yang jauh lebih banyak dibandingkan dengan jumlah
DNA cetakan yang digunakan. Banyaknya siklus amplifikasi tergantung pada

konsentrasi DNA target dalam campuran reaksi (Yusuf, 2010).
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Gambar 2.6 Skema satu siklus PCR (Yusuf, 2010).

2.6 Sekuensing DNA

Sekuensing DNA dilakukan untuk mengetahui urutan basa nukleotida
suatu fragmen DNA (Widowati, 2013). DNA dapat diurutkan dengan prosedur
kimia yang menghancurkan molekul DNA yang diberi label pada sebagian
pengulangan basis. Panjang fragmen yang berlabel merupakan identifikasi dari
posisi dasar tersebut. Metode ini menggambarkan reaksi yang membelah DNA
secara khusus pada Guanin, Adenin, Timin, dan Sitosin itu sendiri. Bila produk dari
keempat reaksi ini diproses secara elektroforesis pada gel poliakrilamida untuk
melihat berdasarkan ukuran, urutan DNA dapat dibaca dari pola pita radioaktif.

Teknik Sequencing DNA pada metode ini diaplikasikan paling tidak untuk 100



21

basis dari titik pelabelan. Reagen spesifik purin adalah dimetil sulfat; dan pereaksi
spesifik pirimidin adalah hidrazin (Kumar, 2012).

Metode yang umum digunakan adalah metode Sanger (chain termination
method) (Gambar 2.7). Proses awal metode ini menggunakan satu primer dengan
tambahan dideoxynukleotida yang dilabel fluorescent. Warna fluorescent berbeda
untuk setiap basa, oleh karena itu urutan basa suatu DNA yang tidak diketahui bisa
ditentukan (Widowati, 2013).

Prinsip utama metode Sanger adalah penggunaan trifosfat dideoksinukleotida
(ddNTPs) sebagai terminator rantai DNA (Gambar 2.7). Metode penghentian
pemanjangan untai rantai DNA membutuhkan templat DNA beruntai tunggal,
primer DNA, DNA polimerase, radioaktif atau fluoresen dengan label nukleotida,
dan nukleotida termodifikasi. Sampel DNA dibagi menjadi empat urutan reaksi
terpisah yang mengandung keempat standar deoxynukleotida (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) dan DNA polimerase. Untuk setiap reaksi ditambahkan hanya satu dari
empat dideoksinukleotida (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) yang merupakan rantai
yang menghentikan nukleotida. Fragmen DNA yang baru disintesis dan diberi label
dan dipisahkan oleh ukuran dengan elektroforesis gel pada gel polyacrylamide-urea
denaturing dengan masing-masing dari empat reaksi berjalan di salah satu dari
empat jalur individu (jalur A, T, G, C), pita DNA saat itu divisualisasikan dengan
autoradiografi atau sinar UV, dan urutan DNA dapat dibaca secara langsung pada
film sinar-X atau gambar gel. Sebuah band gelap di jalur menunjukkan fragmen
DNA vyang merupakan hasil dari penghentian rantai setelah penggabungan

dideoksinukleotida (ddATP, ddGTP, ddCTP, atau ddTTP). Posisi relatif dari pita
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yang berbeda di antara keempat jalur tersebut kemudian digunakan dan dibaca (dari
bawah ke atas) sesuai urutan DNA (Gatc-biotec.com, 2017).

Variasi teknis sekuensing pemutusan rantai termasuk pemberian tag dengan
nukleotida mengandung fosfor radioaktif untuk pelabelan, atau menggunakan
primer yang diberi label pada ujung 5 'dengan pewarna fluoresen. Sekuensing
pewarna primer memudahkan pembacaan dalam sistem optik agar lebih cepat,
mudah dianalisa dan lebih ekonomis. Metode penghentian rantai sangat
mempermudah sekuensing DNA. Keterbatasan pengikatan primer yang tidak
spesifik terhadap DNA mempengaruhi pembacaan urutan DNA secara akurat dan
struktur sekunder DNA (Gatc-biotec.com, 2017). Panjang sekuen yang dihasilkan
berkisar antara 1.000—1.200 pasang basa (bp) dan tidak mampu mencapai lebih dari

2.000 bp (Obenrader and College, 2003).

PCR containing fluorescent, chain-terminating dideoxynucleotide triphosphates

( Chromatogram
g
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Capillary electrophoresis e 120 130
L ACTGCTTGCAGCA »

Gambar 2.7 Skema sekuensing DNA metode Sanger (Gatc-biotech.com, 2017)




BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konseptual

Manouria emys merupakan kura-kura dengan status konservasi IUCN
endangered spesies dan appendix 2 CITES (Kurniati, 2007). Kura-kura ini banyak
dieksploitasi (Moll, 1989) sebagai makanan, obat-obatan, dan peliharaan (Sinaga,
2008). Upaya konservasi berupa penelitian terkait kura-kura ini perlu dilakukan
untuk menentukan tindakan tepat yang akan diambil (Klemens and Swingland,
1989). Metode molekuler merupakan salah satu upaya konservasi dengan
membantu mengumpulkan data variasi genetik. Data genetik berupa filogeni dan

karakter molekuler diperoleh dari sekuens DNA (Kayani, 2015).

Kura-kura Kaki Gajah di Predator Fun Park Batu belum memiliki data
molekuler sehingga belum mampu menentukan tindakan konservasi yang tepat
sebagai salah satu lembaga konservasi ex-situ. Menurut Kayani (2015), analisa
kekerabatan Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) dapat diketahui dengan
melihat ekspresi gennya. Hubungan filogeni berdasarkan gen Cyt-b sesuai untuk
studi inter-spesies dan intrafamily (Hsieh et al, 2006) dan merupakan indikator

yang kuat untuk identifikasi spesies pada kura-kura (Prusak et al, 2008).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Parham et al (2006)

diperoleh sekuens genom mitokondria lengkap dari Manouria emys. Analisa
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dilakukan dengan menyejajarkan sekuens DNA yang diperolenh dengan data

genebank pada NCBI (Gambar 3.1).

Manouria emys sebagai kura-kura
yvang dieksploitasi (Moll, 1989)
sebagai makanan, obat-obatan,

dan peliharaan sehingga menyebabkan
kepunahan (Sinaga, 2008).

Status Konservasi Manouria emys
Endangered species IUCN
Apendix 2 CITES

(Kurniati, 2007)

Data genetik individu
Upaya Konservasi
dengan metode molekuler - Filogenetik dan

f Taksonomi spesies
(Klemens and Swingland, 1989)

(Kayani, 2015)

1 Isolat DNA (Cyt-b
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v

Analisa Deskriptif

v
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Gambar 3.1 Bagan Kerangka Konseptual
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3.2 Hipotesis Penelitian

Hipotesis yang dapat diajukan adalah sebagai berikut : Kura-kura Kaki
Gajah (Manouria emys emys) di Predator fun Park berkerabat dekat satu sama lain
(hubungan taxa yang dekat secara filogenetik) dan memiliki variasi genetik
tersendiri dengan sub-spesies kura-kura Baning Coklat (Manouria emys phayrei)
berdasarkan sekuen gen Cyt-b dengan menggunakan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR).



BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan lImu
Pengetahuan Alam (FMIPA) untuk persiapan bahan dan Laboratorium Biosains
Universitas Brawijaya Malang untuk pemesanan primer, Laboratorium Genetika
Fakultas Sains dan Teknologi UIN Maliki Ibrahim untuk pelaksanaan nanodrop,
serta Laboratorium ADD (Animal diagnostic desease) FKH UB untuk pelaksanaan

PCR pada bulan Januari 2018-Maret 2018.

4.2 Materi dan Metode Penelitian

Total sebanyak empat kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) sengaja
dipilih di Predator Fun Park berdasarkan plastral scute humeral yang terpisah,
warna karapas yang hitam kecoklatan dengan scute kekuningan di tengah, ada
supracaudal scute, dan panjang di atas 30 cm. Sampel diseleksi berdasarkan
kesamaan morfologi dan morfometri. Sampel darah diisolasi dari kura-kura melalui
vena subcarapas dengan tetap mempehatikan kesejahteraan dan kenyamanan satwa
menggunakan jarum berukuran 23G. Sampel kemudian dimasukkan dalam tabung
EDTA sebagai antikoagulan sebanyak 2ml dan disimpan dalam suhu 4°C. Sampel
yang telah diambil segera dianalisa dengan metode molekuler. Kura-kura yang
diambil memiliki supracaudal scute dan pectoral scute yang terpisah. Memiliki
karapas yang berbentuk kubah dan berwarna kecoklatan. Sampel darah diambil
karena kura-kura, seperti reptil lain, memiliki eritrosit yang berinti sehingga volume
yang kecil sekalipun bisa didapatkan DNA genom yang berkualitas baik (Feria,

2015). Keempat kura-kura diambil darah langsung melalui vena sub-carapas sebab
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paling mudah dibanding melalui vena jugularis atau coccygea pada tortoise. Vena
sub-carapas terletak pada pertemuan antara vertebrae Cervicalis yang menempel
pada karapas yang berhubungan langsung dengan os intercostal dan merupakan
cabang dari vena jugularis external dari cabang vena cervicalis caudal. Darah
diperoleh dari plexus pada vena occipital di dorsal vertebrae cervicalis tepat di
belakang protuberantina occipital tulang kepala kura-kura (Rohilla, 2008). Darah
diambil sebanyak 2 ml menggunakan syringe volume 3 ml dengan needle berukuran
23G dan disimpan pada suhu 4°C di dalam tabung yang mengandung EDTA untuk
mencegah clotting (Kayani, 2015). Tabel 4.1 menunjukkan informasi individu

sampel kura-kura Kaki Gajah yang diperoleh dari data pribadi Predator Fun Park.

Tabel 4.1 Informasi Indvidu Sampel Kura-kura Kaki Gajah

Nama Usia (Tahun) Sex Asal Berat Badan Panjang karapas Simbol
Rara 7-15 Jantan  Kalimantan 26,5 kg 50 cm 4BR
Roro 7-8 Jantan  Kalimantan 8 kg 35 cm 5BR
Ruru 7-10 Betina  Kalimantan 20 kg 47 cm 6BR
Rere 7-10 Betina  Kalimantan 20 kg 47 cm 7BR

DNA total diekstraksi dari darah menggunakan QIAmp DNA Mini Kit
(Qiagen) dengan mengikuti prosedur yang telah tertera pada kit. MtDNA gen Cyt-
b diamplifikasi dengan primer yang telah didesain sendiri: CYTB F 5*-
GTTATAGCCACCGCATTCGT-3’ dan CYTB R 5-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG-3".
Selanjutnya DNA dievaluasi kualitasnya dengan dirunning 2 ul pada 1% agarose

gel. DNA total juga dilakukan uji kuantitas dengan metode sphecto-photometry
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pada alat NanoDrop Spectrophotometer ND-100. PCR running menggunakan
predenaturation waktu 4 menit pada 94°C, denaturation 30 detik pada 94°C,
annealing 30 detik pada 50°C, extension 1 menit pada 72°C, and post extension 7
menit pada 72°C, seluruhnya dilakukan dalam 35 siklus. Hasil amplifikasi lalu diuji
kualitas dengan running 2 ul pada 1,7% agarose gel. Seluruh sekuen disejajarkan
dan diedit oleh sekuenser. Selanjutnya hasil sekuensing dikalkulasi menggunakan
MEGAT7.0. Subtitusi sekuen dapat dilihat dengan menggunakan BioEdit. Analisa
filogenetik diestimasi menggunakan metode Neighbor-joining dengan 1000

bootstrap. Metode ini berbasis 25 gugus algoritma untuk matriks jarak.
4.3 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian antara lain disposable syringe,
sarung tangan, masker, ice box, kertas label, tabung EDTA, microsentrifuge tube
(1,5 mL), micro PCR tube (200 pl), mikropipet, white tip, yellow tip, mesin vortex,
sentrifugator, mesin penangas, inkubator, freezer, timbangan analitik digital,
thermocycler, mesin sequencing, komputer, Bio Step UV-Transilluminator DH-40,

ND-1000 Spectrophotometer, Mupid-Exu Electrophoresis, kamera dan tisu.

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian yaitu 4 sampel darah Kura-kura
Kaki Gajah yang berasal dari Kalimantan, QlAamp® DNA Mini Kit (50), ddH20,
primer forward (CYTB_F) 5’-GTTATAGCCACCGCATTCGT-3" dan primer
reverse (CYTB_R) 5’-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG -3°, PCR mix (Promega
Gotaq Green Master Mix), DNA ladder 100 bp dan 1 kb, Tris Borat EDTA (TBE
1 x), agarosa 1% dan 2%, loading dye, ethanol absolut, alkohol 70%, aluminium

foil, larutan etidum bromida (EtBr) dan natrium asetat 3M.
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4.4 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan dimulai dengan pemilihan sampel Kura-kura
Kaki Gajah di Predator Fun Park, Batu Jawa Timur. DNA selanjutnya diisolasi dari
darah menggunakan Qiagen kit extraction. DNA selanjutnya diuji kuantitas dan
kualitas dengan nanodrop. Desain primer disiapkan sesuai gen yang diinginkan.
Selanjutnya produk DNA dilakukan amplifikasi menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) untuk selanjutnya disekuensing setelah dipurifikasi. Hasil
sekuensing kemudian dianalisa untuk melihat hubungan kekerabatan. Kerangka

operasional dapat dilihat pada Gambar 4.1
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Gambar 4.1 Kerangka Operasional Penelitian
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4.5 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian studi kasus pada kura-kura Kaki Gajah di
Predator Fun Park yang dianalisa secara deskriptif, yaitu dengan mendeskripsikan
hasil analisa data. Data diperoleh dari sekuen DNA Cyt-b untuk merekonstruksi
pohon filogenetik dalam menentukan kekerabatan individual antara Kura-kura Kaki
Gajah dan Kura-kura Baning Coklat. Sebanyak empat sampel darah yang diuji
merupakan darah dari 8spesies Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys)
sebanyak 2 cc setiap individu (Gambar 4.1). Kemudian dilakukan isolasi DNA
melalui sampel darah tersebut dengan menggunakan QlAamp® DNA Mini Kit (50).
Hasil isolasi DNA tersebut kemudian diukur konsentrasinya menggunakan
nanospektofotometri dan ukurannya dengan elektroforesis gel agarosa 1%. Setelah
itu, sampel DNA diamplifikasi dengan PCR menggunakan sepasang primer
forward (CYTB_F) 5’-GTTATAGCCACCGCATTCGT-3" dan primer reverse
(CYTB_R) 5’-GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG -3°. Untuk mengetahui ukuran
fragmen produk PCR diukur dengan elektroforesis gel agarosa 2%. Produk PCR
kemudian di sekuensing. Hasil sekuensing fragmen DNA kemudian dianalisa
dengan menggunakan program BioEdit, BLAST NCBI dan MEGA versi 7.0 serta

dianalisa secara deskriptif.
4.6 Prosedur Kerja
4.6.1 Pengambilan Sampel Darah Kura-kura Kaki Gajah

Lokasi pengambilan sampel darah dilakukan pada vena subcarapas. Volume
sampel darah yang diambil sebanyak 2cc dari masing-masing pada empat individu

Kura-kura Kaki Gajah. Sampel darah dimasukkan ke dalam EDTA vacutainer tube
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dan dilabel sesuai nama individu Kura-kura Kaki Gajah. Sampel kemudian
disimpan pada suhu 4°C. Penyimpanan sampel whole blood pada suhu 4°C dipilih
karena jarak antara pengambilan sampel dan proses isolasi DNA tidak terlalu lama

(Bulla et al, 2016).
4.6.2 Isolasi DNA

Isolasi DNA dari sampel darah kura-kura Kaki Gajah Kalimantan
menggunakan QlAamp® DNA Mini Kit mengikuti protokol isolasi DNA. Terdapat
3 prinsip pada langkah dalam isolasi DNA, yaitu perusakan dinding sel atau lisis,
pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein, dan pemurnian DNA

(Surzycki, 2000).
4.6.3 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA
4.6.3.1 Uji Kuantitas DNA

Uji kuantitas DNA hasil isolasi dilakukan dengan menggunakan mesin ND-
1000 Spectrophotometer. Blanko yang digunakan adalah ddH20. ddH20
diteteskan langsung diatas pedestal submicroliter cell sebanyak 1uL, selanjutnya
absorbansi blanko diukur dengan menekan tombol blank setelah lid (penutup)
ditutupkan. Panjang gelombang yang digunakan adalah 260 nm dan 280 nm.
Sebanyak 1 pL sampel diteteskan diatas pedestal submicroliter cell yang telah
dibersihkan. Lid ditutup diatas sampel yang telah diteteskan dan ditekan tombol
sample kemudian ditunggu hingga hasilnya keluar di layar monitor (Nanodrop

Technologies, 2007).
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4.6.3.2 Uji Kualitas DNA

Uji kualitas isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan gel elektroforesis
agarosa 1% dengan tujuan untuk mengetahui regio DNA target yang menjadi
cetakan untuk gen Cyt-b. Uji kualitas DNA dilakukan dengan menggunakan mesin
Mupid-Exu Electrophoresis. Elektroforesis gel agarosa 1% dilakukan sesuai
Sambrook and Russel (2001). Dibersihkan cetakan agarosa dan diletakkan secara
horizontal, selanjutnya dipanaskan TBE 1x dengan volume 15 ml dan gel agarosa

1% (0,15 g) hingga mendidih atau agarosa larut.

Menurut Fatchiyah dkk., (2009) campuran selanjutnya ditambahkan larutan
EtBr sebanyak 1pl dan didinginkan (tidak sampai memadat), kemudian disiapkan
sisir dan plate untuk membentuk sumuran. Campuran agarosa, TBE 1x dan EtBr
kemudian dituangkan ke dalam cetakan dan dipastikan tidak terdapat gelembung
udara di area sisir yang digunakan. Gel didiamkan selama 20-30 menit pada suhu
kamar hingga memadat baru kemudian diambil sisir secara perlahan. Gel dengan
sumuran yang telah terbentuk kemudian dimasukkan ke dalam chamber Mupid-
Exu Electrophoresis. Kemudian larutan buffer elektroforesis (running TBE 1x)
dituangkan kedalam chamber hingga menutupi seluruh bagian gel. Marker (DNA

ladder) dan loading dye (1:1) dimasukkan ke dalam salah satu sumuran.

Campuran larutan loading dye dan DNA (1:1) kemudian dimasukkan kedalam
sumur selanjutnya. Chamber dihubungkan dengan power supply dan dinyalakan
dengan tegangan 100 volt selama 30 menit. Setelah running gel elektroforesis
selesai arus listrik diputuskan dan gel diangkat dari chamber. Gel selanjutnya

dipindahkan ke UV-transilluminator gel doc dan diamati hasilnya. Hasil
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didokumentasikan dan diekspos dengan gel doc imaging sehingga memudahkan

analisa (Fatchiyah dkk, 2009).
4.6.4 Desain Primer

Primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA dengan teknik Polymerase
Chain Reaction (PCR) di desain menggunakan NCBI Genebank : AY434563.1.
Primer forward dan primer reverse diperoleh melalui primer3plus dengan
menggunakan data AY434563. 1.140 bp linear DNA. Manouria emys cytochrome
b (cytb) gene, partial cds: mitochondrial. Sepasang sekuen primer yang didapatkan
adalah primer forward (CYTB_F) 5’-GTTATAGCCACCGCATTCGT-3’ 3’ (start:
370; length : 20 bp; Tm : 55,3°C; GC : 50,0%) dan primer reverse (CYTB_R) 5’-
GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG (start: 780; length : 20 bp; Tm : 53,7°C; GC : 50

%) dengan target produk PCR 410 bp (Lampiran 2).
4.6.5 Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)

Sampel DNA dari Kura-kura Kaki Gajah diamplifikasi dengan menggunakan
metode PCR. Sepasang primer yang digunakan adalah primer forward (CYTB_F)
dan reverse (CYTB_R). Amplifikasi dimulai dengan cara mencampurkan 1pL
DNA, 1pL primer forward 10pmol, 1pL primer reverse 10pmol, 5uL PCR mix dan
2 pL ddH20 ke dalam mikrotube 200uL. Tahapan amplifikasi dimulai dari
predenaturasi 94°C selama empat menit, denaturasi 94°C selama 30 detik,
kemudian annealing pada suhu 50°C selama 30 detik. Extension pada suhu 72°C
selama 1 menit dan post extension pada 72°C selama 7 menit. Proses akan berulang

selama 35 siklus.
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4.6.6 Uji Kuantitas Produk PCR

Pengujian kuantitas produk PCR sama dengan uji kuantitas isolat DNA. Untuk
memvisualisasikan produk PCR gen Cyt-b dari darah Kua-kura Kaki Gajah,
kemudian dilanjutkan dengan running elektroforesis gel agarosa. Pada dasarnya
pengujian kualitas produk PCR sama dengan menguji kualitas isolat DNA.
Sebanyak 2uL produk PCR ditambahkan 2 pL loading dye dan dicampurkan
homogen di dalam PCR tube. Produk PCR tersebut dipipet ke dalam sumur gel
agarosa 1,7% dengan TBE 1x pada voltase 100V, selama 30 menit. Kemudian
didokumentasikan hasil eletroforesis dengan kamera digital pada UV-

transiluminator.

4.6.6 Sekuensing DNA

Sekuensing produk PCR dari gen Cyt-b dilakukan dua arah yaitu dengan
menggunakan primer CYTB_F 10pmol dan CYTB_R 10pmol untuk melihat
sekuen Gen Cyt-b sebesar 410 bp yang teramplifikasi dengan menggunakan metode
dye terminator. Konsentrasi DNA produk PCR minimal 50ng/ul untuk dapat
dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing berupa grafik yang menyatakan kandungan
adenin, timin, guanin dan sitosin yang terdapat pada fragmen DNA yang telah

dilabel oleh ddNTPs.

4.6.7 Analisa Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini kemudian dilakukan pembahasan
secara kualitatif dengan mendeskripsikan kekerabatan antara empat Kura-kura Kaki
Gajah dan Baning Coklat melalui homologi gen Cyt-b dengan menggunakan

software BioEdit dan BLAST NCBI. Tahap analisa sekuensing DNA dilakukan
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dengan penyejajaran sekuen DNA dengan membandingkan antara sampel 4BR,
5BR, 6BR, dan 7BR dengan database NCBI Genebank : AY434563.1. Penyejajaran
menggunakan algoritma ClustalW multiple allignment. Analisa filogeni
menggunakan perangkat lunak MEGA versi 7.0 dengan metode bootstrapped
Neighbor-Joining (NJ) memakai 1000 kali pengulangan. Hasil analisa program

MEGA tersebut akan diperoleh matriks jarak genetik persamaan basa nukleotida.



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Hasil Isolasi DNA kura-kura Kaki Gajah

Gen Cyt-b di mtDNA pada kura-kura telah digunakan untuk identifikasi
spesies dalam taksonomi dan studi filogeni. Tingginya jumlah salinan pada mtDNA
dibanding DNA nukleus membuat lokus ini ideal untuk analisa pada DNA yang
mungkin terdegradasi (Hsieh, 2001). Isolasi DNA dilakukan menggunakan sampel
wholeblood yang diekstrak dengan QIlAamp® DNA Mini Kit sesuai protokol
(Lampiran 1). Hasil yang diperoleh merupakan DNA total. Telah didapatkan
sekuen lengkap gen Cyt-b pada peneletian Hsieh (2001) dengan ukuran 1140 bp.
Isolat DNA digunakan sebagai DNA template untuk proses amplifikasi gen Cyt-b
pada genome mitokondria dari kura-kura Kaki Gajah menggunakan metode PCR

untuk mengetahui kekerabatan individu kura-kura di Predator Fun Park.

Tabel 5.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA Kura-kura Kaki Gajah

Kemurnian
Sampel Konsentrasi (ng/uL)
(Absorbansi 260/280)
4BR Rara 95,05 0,88
5BR Roro 837,09 1,48
6BR Ruru 162,33 1,68
7BR Rere 1646,8 1,64

Analisa molekuler (DNA) merupakan alat standar dalam taksonomi dan studi
filogenetik. Studi ini biasanya fokus pada gen di mitokondria. Gen yang paling

popular adalah Cyt-b. Gen ini pada penelitian sebelumnya juga terbukti untuk studi

37



38

inter maupun intrafamily pada kura-kura (Hsieh, 2006). Hasil isolasi bertujuan
mendapatkan isolasi DNA total yang kemudian dilakukan uji kuantitas
menggunakan Implen NanoDrop® Spectrophotometer ND-100 dengan panjang
gelombang 260 nm. Konsentrasi dan kemurnian DNA total dari darah kura-kura
Kaki Gajah ditunjukkan pada Tabel 5.1 (Lampiran 3). Hasil konsentrasi dan
kemurnian DNA berdasarkan uji kuantitas tersebut dapat digunakan untuk menguji

gen Cyt-b dengan teknik PCR.

Menurut PROMEGA (2017), kualitas DNA yang baik memiliki rasio
absorbansi 260/280 berkisar 1,7-2,0. Nilai absorbansi dibawah rasio tersebut bukan
berarti DNA tidak dapat dibaca menggunakan aplikasi apapun, tetapi nilai
absorbansi yang rendah mengindikasi adanya kontaminan protein berlebih yang
dapat mempengaruhi hasil pembacaan. Absorbansi rendah ini tidak mempengaruhi
kerja DNA polymerase. Hasil yang ditunjukkan pada semua sampel berada di
bawah nilai 1,7.

Faktor penentu proses isolasi dan purifikasi DNA menurut Syafaruddin dan
Santoso (2011) diantaranya adalah: penghomogenan jaringan, komposisi dalam
penambahan larutan buffer serta penghilangan enzim-enzim penghambat.
Konsentrasi DNA yang rendah dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, yakni;
disosiasi jaringan dan presipitasi DNA dari jaringan sel yang kurang maksimal
sehingga menyebabkan ekstraksi DNA dari dalam sel hanya sedikit. Selain itu juga
dapat disebabkan oleh pengikatan DNA yang kurang maksimal saat tahap binding
DNA.

Menurut Santella (2006), nilai arsobansi pada panjang gelombang 260/280

yang lebih besar dari 2,0 menunjukkan kontaminasi RNA, sedangkan rasio di
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bawah 1,8 menunjukkan masih terdapat kontaminasi protein. Konsentrasi DNA
yang rendah pada hasil isolasi tidak mempengaruhi amplifikasi DNA (4BR, 5BR,
6BR, dan 7BR), sebagaimana yang dijelaskan oleh Chen and Janes (2002)
amplifikasi DNA dengan teknik PCR dapat dilakukan dengan menggunakan sampel
(DNA) dengan konsentrasi yang rendah. Hasil isolasi DNA dengan kemurnian
rendah dapat diamplifikasi apabila setidaknya terdapat satu untai utuh DNA target
amplifikasi, selain itu pengotor atau kontaminan tidak mampu untuk menghambat
aktivitas enzim polimerase (Chen and Janes, 2002)

DNA yang mengandung basa-basa purin dan pirimidin dapat menyerap cahaya
UV. Pita ganda DNA dapat menyerap cahaya UV pada 260 nm, sedangkan
kontaminan protein atau phenol dapat menyerap cahaya pada 280 nm. Adanya
perbedaan penyerapan cahaya UV ini, maka kemurnian DNA dapat diukur dengan
menghitung nilai absorbansi 260 nm dibagi dengan nilai absorbansi 280 nm, dan
nilai kemurnian DNA berkisar antara 1,8-2,0 (Fatchiyah dkk., 2011). Menurut Jong
et al. (2002) menjelaskan bahwa PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi
regio genome DNA yang tidak diketahui, sehingga dalam DNA konsentrasi rendah
dapat diamplifikasi.

Elektroforesis adalah teknik memigrasikan partikel bermuatan di bawah
pengaruh medan listrik dalam kondisi yang konstan. Elektroforesis DNA akan
memisahkan sampel DNA berdasarkan ukuran dan struktur fisik molekulnya. Gel
yang biasa digunakan adalah agarose yang merupakan polisakarida turunan yang
berasal dari alga merah. Elektroforesis gel agarose dapat dilakukan untuk

memisahkan sampel DNA yang berukuran 200-50.000 bp, sedangkan untuk
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memisahkan DNA dengan ukuran lebih pendek yang berkisar 5-500 bp dapat

digunakan gel poliakrilamid (Sambrook and Green, 2012).

10000 bp ——

8000 bp =T
6000 bp

5000 bp
4000 bp

M 4BR 5BR 6BR 7BR

L -4

3000 bp

2500 bp
2000 bp

1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Gambar 5.1 Hasil Elektroforésis DNA Total (Agarose 1%)
Keterangan : M : Marker 1 kb, 4BR: Rara, 5BR:
Roro, 6BR: Ruru, 7BR: Rere. Keempat sampel
hasil isolasi menggunakan kit Qiagen menunjukkan pita
lebih dari 10.000 bp.

Molekul DNA bermuatan negatif, sehingga di dalam medan listrik akan
bermigrasi melalui matriks gel menuju kutub positif (anoda). Semakin besar ukuran
molekulnya, semakin rendah laju migrasinya. Ukuran atau berat molekul suatu
fragmen DNA dapat diperkirakan dengan cara membandingkan laju migrasi
fragmen DNA dengan laju migrasi DNA ladder yang telah diketahui ukurannya.
Fragmen DNA hasil elektroferesis dapat divisualisasikan dengan beberapa cara,
yaitu dengan penambahan etidium bromida ke dalam gel sewaktu pembuatannya
atau dengan cara gel direndam di dalam larutan etidium bromida sebelum
divisualisasikan di bawah UV transluminator. Etidium bromida merupakan

pewarna mutagenik yang akan berikatan dengan bagian basa dari DNA dan

menyebabkan transmisi sinar UV dapat dilihat (Ocvania, 2015).
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Hasil gel elektroforesis (Gambar 5.1) menunjukkan fragmen DNA memiliki
kualitas yang baik. Hal ini ditandai dengan pita yang tebal dan utuh. Pita DNA yang
tebal menunjukkan konsentrasi DNA total yang diperoleh cukup tinggi (Ocvania,
2015). Hasil menunjukkan adanya band di atas marker 10.000 bp sehingga DNA
yang terisolasi memiliki ukuran lebih dari 10.000 bp. DNA mitokondria total
(genome mitochondrion) Manouria emys yang ada pada Genbank memiliki ukuran
16.455 bp sehingga hasil elektroforesis pada Gambar 5.1 berada di atas marker
yaitu di atas 10.000 bp. Pada studi Lee (2009), mtDNA genome telah diperoleh
secara keseluruhan pada tortoise dan memiliki ukuran 16.455 hingga 19.438 bp.
Hasil isolasi DNA total dilakukan uji kualitas dengan elektroforesis menggunakan
konsentrasi agarose 1%. Ukuran pita sampel secara akurat dapat diketahui dengan
marker lebih besar nilainya.

5.2 Amplifikasi Gen Cyt-b dengan Metode PCR

Amplifikasi gen Cytb dilakukan untuk mendapatkan fragmen gen Cyt-b yang

banyak sehingga dapat digunakan untuk melihat similaritas antara sekuen DNA

kura-kura Kaki Gajah di Predator Fun Park dengan kura-kura Baning Coklat.
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351 AATCATTCIT CTATTCCTAG TTATAGCCAC CGCATTICGTA GGITACGICC
401 TGCCATGAGG CCAAATGTCA TICTGAGGCG CTACTGTITAT CACCAACCIG
451 CTCTCAGCCA TCCCCTACAT CGGCAACACT CTAGTACAAT GAATTITGAGG
501 TGGATTCTCG GTAGACAGTIG CCACCCTAAC CCGATICTTIT ACTTIICCACT
551 TCATATTGCC CTITCACTATT ATCGGCTTAG CAGCCGTACA CCTACICTIC
601 CTCCATGARA CAGGATCAARL CAACCCARACT GGGTITAAACT CAAACACCGA
651 CAALAATCCCA TTCCACCCGT ATTICTICCTA CAAAGACTTA TTAGGACTTA
701 TACTAATACT AACTATTTITA CTGACCCTAA CACTATTICTIC CCCAAALCCTIT
751 CITGGCGACC CAGACAACTT TACACCAGCC AATCCCCTAT CAACTCCCCC

801 TCACATCAAR CCAGAATGAT ACTTCCTATT CGCCTACGCA ATCCTICCGAT

Gambar 5.2 Origin Oligo Nukleotida Gen Cyt-b,
Keterangan : Biru: Primer forward Cyt-b, Kuning: Primer
reverse Cyt-b, Abu-abu : Region of interest
(National Center for Biotechnology Information, 2018).

Primer yang digunakan dalam program PCR didesain dari genebank NCBI
dengan reference sequence : AY434563.1 menggunakan Primer3plus, sehingga
didapatkan sepasang primer forward dan reverse. Susunan basa nitrogen dari gen
Cyt-b dengan primer yang telah di desain ditunjukkan pada Gambar 5.2. Primer
forward (CYTB_F) 5>-GTTATAGCCACCGCATTCGT-3” 3’ (start: 370; length :
20 bp; Tm : 553°C; GC : 50,0%) dan primer reverse (CYTB R) 5’-
GGCTGGTGTAAAGTTGTCTG (start: 780; length : 20 bp; Tm : 53,7°C; GC : 50

%) dengan target produk PCR sebesar selisih dari kedua primer yaitu 410 bp.
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400bp  400bp  400bp  400bp

Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Produk PCR Konsentrasi Agarose 1,7%
Keterangan : M: Marker 100 bp, 4BR: Rara, 5BR: Roro, 6BR:
Ruru, 7BR: Rere. Empat sampel produk PCR menunjukkan
adanya pita marker 400 bp (Lampiran 4).

Produk PCR di uji secara kualitatif dan didapatkan adanya pita DNA dengan
ukuran 410 bp sesuai dengan target amplifikasi menggunakan primer forward dan
reverse yang telah didesain. Hasil elektroforesis produk PCR konsentrasi agarose
1,7% dapat dilihat pada Gambar 5.3.

Pada Gambar 5.3 terlihat adanya visualisasi pita dengan ukuran fragmen 400
bp pada hasil elektroforesis purifikasi produk PCR, pita tersebut sesuai dengan
target gen Cyt-b yang diinginkan. Hal ini membuktikan bahwa gen Cyt-b telah
berhasil di amplifikasi secara spesifik dan hasil purifikasi produk PCR siap di
sekuensing.

5.3 Sekuensing Gen Cyt-b

Sampel yang dipilih untuk sekuensing adalah sampel kura-kura Kaki Gajah
4BR Rara, 5BR Roro, 6BR Ruru, dan 7BR Rere. Sekuensing DNA dilakukan
dengan metode dideoksi Sanger menggunakan Automatic DNA sequencer yang

berdasarkan pada metode dye terminator labelling. Hasil sekuensing dibaca
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menggunakan software Bioedit 7.2.5 dengan menggunakan sistem operasi
Windows 10.

Hasil sekuensing DNA berupa grafik elektroferogram (grafik yang
menunjukkan basa-basa yang terekam pada hasil sekuensing) dan data berupa fasta
(urutan basa-basa hasil sekuensing). Hasil tersebut menunjukkan adanya fragmen
basa nukleotida yang memiliki kesamaan basa nukleotida terhadap database NCBI
(daerah conserved). Menurut Jegga and Aronow (2006), daerah conserved
merupakan suatu daerah sekuen basa nukleotida yang mengalami sedikit perubahan
atau mutasi pada segmen DNA yang disejajarkan.

Hasil sekuensing DNA berupa grafik elektroferogam (grafik yang
menunjukkan basa-basa yang terekam pada hasil sekuensing) dan data dalam
format fasta (urutan basa-basa hasil sekuensing) (Lampiran 7). Masing-masing
hasil sekuensing sampel dimasukkan ke program BLAST NCBI untuk mengetahui

kesejajaran basa nitrogen hasil sekuensing dengan database NCBI (Lampiran 5).

Tabel 5.2. Query coverage dan ident sampel

Sampel Query coverage ident
4BR Rara 96% 97%
5BR Roro 96% 99%
6BR Ruru 96% 99%
7BR Rere 96% 97%

Pada Tabel 5.2, sampel kura-kura Kaki Gajah 4BR Rara memiliki query
coverage 96% dan ident 97% terhadap NCBI Genebank : DQ497315 Manouria
emys emys, sampel kura-kura Kaki Gajah 5BR Roro memiliki query coverage 96%
dan ident 99%, sampel kura-kura Kaki Gajah 6BR Ruru memiliki query coverage

96% dan ident 99%, dan sampel kura-kura Kaki Gajah 7BR Rere memiliki query
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coverage 96% dan ident 97%. Keempat sampel memiliki nilai di atas 95% sehingga
kualitas sekuen dinyatakan baik sesuai dengan pernyataan Wiley (2011) bahwa
sekuens DNA yang memiliki nilai ident dan query cover pada kisaran 95%, maka
kualitas yang dimiliki adalah baik untuk dilakukan analisa. Sedangkan menurut Lee
(2009), nilai di atas 98% memiliki hubungan yang sangat dekat secara genetik,
namun perlu kajian lebih lanjut dengan tambahan lokus gen untuk mengetahui
seberapa dekat hubungan kekerabatan yang dimiliki.

Persentasi query cover adalah persen dari panjang segmen DNA yang sejajar,
sedangkan ident adalah persentasi identitas satu segmen DNA yang disejajarkan
dengan urutan subjek yang sama (NCBI, 2006). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
sekuen DNA sampel 4BR Rara, 5BR Roro, 6BR Ruru, dan 7BR Rere memiliki
kemiripan yang sangat dekat dengan sekuen DNA yang diinginkan yaitu spesies
Manouria emys emys (Kura-kura Kaki Gajah).

Urutan hasil sekuen pada sampel kura-kura Kaki Gajah 4BR Rara
menunjukkan adanya kesejajaran pada basa ke 370 sampai 736 dari database NCBI,
sampel kura-kura Kaki Gajah 5BR Roro menunjukkan adanya kesejajaran dari basa
ke 370 sampai 738 dari database NCBI, sampel kura-kura Kaki Gajah 6BR Ruru
menunjukkan adanya kesejajaran pada basa ke 370 sampai 736 dari database NCBI,
sedangkan sampel kura-kura Kaki Gajah 7BR Rere menunjukkan adanya
kesejajaran pada basa ke 370 sampai 736 dari database NCBI (Lampiran 5).

Kesamaan atau similaritas sekuen setelah disejajarkan rata-rata 96%, sehingga
menunjukkan keempat sampel berada dalam spesies yang sama, hal ini didukung
oleh penelitian sebelumnya Lee (2009) yang menyatakan bahwa homologi dengan

similaritas sekuen di atas 90% menunjukkan bahwa individu masih dalam satu
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spesies atau intra-spesies jika disesuaikan dengan identifikasi morfologi. Sampel
yang diambil memiliki kesamaan morfologi sehingga keempat kura-kura di
Predator Fun Park merupakan spesies yang sama.
5.4 Analisa Sekuen DNA Gen Cyt-b

Sekuen gen Cyt-b dari empat sampel kura-kura Kaki Gajah disejajarkan
dengan tiga referensi yaitu gen Cyt-b Manouria impressa Database NCBI Locus
DQ497317, Cyt-b Manouria emys Database NCBI Locus AY434563, Cyt-b
Manouria emys phayrei Database NCBI Locus KR014231, dan Cyt-b Manouria
emys emys Database NCBI Locus DQ497315. Urutan sekuen sampel yang dapat
disejajarkan dimulai dari basa 116 sampai 386 dengan total target gen yaitu 270 bp
(Gambar 5.8 dan Lampiran 6). Menurut Hsieh et al (2001), panjang fragment gen
di atas 200bp tersebut cukup untuk membedakan antara dua spesies yang sangat

dekat.

Tabel 5.3 Perubahan basa Sekuen Sampel

Manouria Manouria

Mutasi . Persentase Persentase
impressa emys

1._Manour|a i ) 27 basa 10%
impressa

2. Manouria 97 basa 10% / )
emys

3. M. emys 24 basa 8% 9 basa 3,3%
phayrei

4. M. emys 25 basa 9% 9 basa 3,3%
emys

5. 4BR Rara 33 basa 12% 12 basa 4%

6. 5BR Roro 36 basa 13% 10 basa 3,7%

7.6BR Ruru 32 basa 11,8% 8 basa 2,9%

8. 7TBR Rere 33 basa 12% 12 basa 4%
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Berdasarkan Tabel 5.3, Referensi gen Cyt-b Manouria impressa memiliki 27
basa nukleotida yang berbeda dengan referensi Cyt-b Manouria emys, memiliki 24
basa nukleotida yang berbeda dengan referensi Cyt-b Manouria emys phayrei, dan
memiliki 25 basa nukleotida yang berbeda dengan referensi Manouria emys emys.
Manouria emys memiliki perbedaan 9 basa nukleotida dengan Manouria emys
phayrei dan Manouria emys emys. Manouria emys phayrei sendiri memiliki
perbedaan 6 basa nukleotida terhadap Manouria emys emys. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa Manouria impressa merupakan spesies yang berbeda dengan
Manouria emys. Manouria emys lebih dekat dengan Manouria emys emys,
Manouria emys phayrei, dan keempat sampel. Menurut Hsieh (2001), range
perbedaan sekuen sampel berbeda spesies adalah 5,97-34,83%. Hasil menunjukkan
keempat sampel memiliki perbedaan tidak lebih dari 5,97% sehingga berada dalam
spesies yang sama yaitu Manouria emys dan bukan Manouria impressa.

Hubungan kekerabatan dari referensi tersebut dapat diketahui melalui
pembuatan pohon filogenetik dari sekuen gen Cyt-b. Sampel 4BR Rara memiliki
perbedaan 11 basa nukelotida, sampel 5BR Roro memiliki perbedaan 10 basa
nukelotida, sampel 6BR Ruru memiliki perbedaan 6 basa nukelotida, dan sampel
7BR Rere memiliki 9 perbedaan basa nukleotida terhadap empat gen referensi Cytb

Manouria (Lampiran 6).
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Sampel | Jenis Mutasi Daerah Mutasi Jumlah | Total | Persentase
Transversi Basa ke-383, 384, 385 3

#BR | Transisi Basa ke-380,386 . 2| e
Insersi-Delesi | Basa ke-339,359 5

. Basa ke

spr | neverst 380,381,382,383,384,385,386 | '

Roro Transisi Basa ke-359 1 8 2,1%
Insersi-Delesi - -
Transversi Basa ke-383,384,385 3

GREEJ Transisi Basa ke-380 1 5 1,3%
Insersi-Delesi | Basa ke-359 1
Transversi Basa ke-383,384,385 3

PR | Transisi Basa ke-380,386 5 . 8%
Insersi-Delesi | Basa ke-359,387 2

Tabel 5.4 menunjukkan jenis mutasi terhadap referensi DQ497315 Manouria

emys emys. Perubahan atau mutasi genetik sampel terhadap referensi ada dua jenis,

yaitu transversi dan transisi. Transversi adalah suatu pergantian antara purin dengan

pirimidin pada posisi yang sama. Transisi adalah suatu pergantian basa purin

dengan basa purin lain atau pergantian basa pirimidin dengan basa pirimidin lain

atau disebut juga pergantian suatu pasangan basa purin-pirimidin dengan pasangan

purin-pirimidin lain. Selain itu menurut Lemey (2009), terdapat juga mutas berupa

penambahan basa nukleotida (insersi), dan pengurangan basa nukleotida (delesi).

Namun, mutasi yang mempengaruhi pada gen Cyt-b hanya berupa substitusi silent

yaitu transversi dan transisi sesuai dengan pernyataan Rahman (2010) bahwa

perbedaan urutan basa nukleotida (transversi dan transisi) tidak diikuti dengan

perubahan asam amino.
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Keseluruhan data persentase mutasi (Tabel 5.4) yang telah dianalisa
menunjukkan bahwa keragaman genetik dibawah 3%. Data ini sama dengan data
yang telah dilaporkan Su et al (1999), bahwa heteroplasmy bernilai di bawah 3%,
sehingga subtitusi basa yang menyebabkan heteroplasmy atau keragaman variasi
genetik tersebut tidak menyebabkan perubahan kodon yang diikuti dengan

perubahan asam amino.

Berdasarkan jenis mutasi yang mempengaruhi gen Cyt-b pada kura-kura Kaki
Gajah, sesuai dengan Tabel 5.4 maka sampel 4BR Rara mengalami 5 perubahan
basa nukleotida, sampel 5BR Roro mengalami 8 perubahan basa nukleotida, sampel
6BR Ruru mengalami 4 perubahan basa nukleotida, dan sampel 7BR Rere
mengalami 5 perubahan basa nukleotida jika dibandingkan dengan referensi
Database NCBI Locus DQ497315 Manouria emys emys. Hal ini menunjukkan
kedekatan sampel dengan referensi tersebut.

5.5 Hubungan Kekerabatan Kura-kura Kaki Gajah Berdasarkan Pohon

Filogenetik

Filogeni penting untuk mengetahui hubungan antar spesies atau gen. Analisa
filogenetik berkaitan erat dengan peristiwa evolusi biologis, evolusi adalah proses
gradual suatu organisme yang memungkinkan spesies sederhana menjadi lebih
kompleks. Keturunan suatu organisme akan memiliki perbedaan dengan nenek
moyangnya sebab berubah dalam proses evolusi. Selain mempelajari tentang
evolusi, analisa filogenetik dapat digunakan untuk mempelajari variasi dan
diferensiasi genetik antar populasi dengan menghitung jarak genetik dari jumlah

perbedaan basa polimorfik suatu lokus gen berdasarkan urutan DNA. Analisa
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filogenetik biasanya direpresentasikan sebagai sistem percabangan seperti diagram
pohon yang dikenal sebagai pohon filogenetika (Brinkman and Leipe, 2001).
Pohon filogeni memiliki nodes yang terhubung dengan cabang. Tiap cabang
ini merepresentasikan persisten dari keturunan genetik. Pohon filogeni ini tidak
langsung diamati dan harus didukung oleh data lain. Rekonstruksi filogeni yang
baik disusun berdasarkan jarak atau karakter. Pohon filogenetik dapat dibuat
menggunakan software Mega 7. Perhitungan jarak genetik menggunakan metode
pairwise distance yang hasilnya ditunjukkan pada Lampiran 8. Metode yang
digunakan untuk mendesain pohon filogenetik adalah Neighbor-Joining dengan
replikasi bootstrap 1000 kali. Metode ini berbasis 25 gugus algoritma untuk matriks
jarak. Penelitian Hsieh (2001) juga merekonstruksi pohon filegoenetik dengan
metode neighbor-joining dengan bootstrap 1000 kali yang hasilnya sama jika
dikomparasikan dengan klasifikasi dengan identifikasi morfologi. Metode
tradisional menggunakan karakter morfologi sebagai tolak ukur, sedangkan metode
molecular menggunakan urutan DNA, homologi, dan evolusi jarak jauh untuk
memperoleh data. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik pada sampel ditunjukkan

pada Gambar 5.4.



o1

M. e. emys 4BR Rara
5i | 0.000
. M 7BR R
B BMYS ere
o1 0,000 !
0,003
95 M. . emys SBR Roro
0016 0.011
R M. 8. emys BER Ruru
0.008 0.001
45

AYA434563 Manauria emys
0,002 0,003

DE2497315 Manouria emys emys

0,030 0,012

KRO14231.1 Manouria emys phayrei
0.010

DE497317 Manouria impressa
0,000

Gambar 5.4 Pohon filogenetik kura-kura Kaki Gajah menggunakan metode
Neighbor-Joining dengan replikasi bootsrap 1000x.

Hasil yang ditunjukkan pada Gambar 5.4 nilai bootsrap terhadap sampel
6BR Ruru adalah 98. Nilai bootstrap pada pohon filogenetik dikatakan stabil jika
nilai bootstrap di atas 95% dan dikatakan tidak stabil jika nilai bootstrap berada di
bawah 70% (Osawa., 2004). Sedangkan menurut Ritz et al. (2000) terdapat tiga
kategori nilai bootsrap yaitu low bootsrap (29%), moderate bootsrap (55%), dan
high bootstrap (76%). Bootstrap pada sampel adalah tinggi (98%) menunjukkan
bahwa posisi sampel pada pohon filogenetik yang telah direkonstruksi adalah stabil

pada clade spesies Manouria emys.

Bootstrap adalah prosedur statistika yang melakukan sampling dari sebuah
populasi yang dikerjakan dengan cara resampling dari sampel. Dalam analisa
filogenetik, metode bootstrap diaplikasikan dengan resample data, dengan secara
acak memilih kolom vertikal dari sekuen yang dijejerkan untuk menghasilkan

penjejeran dan dalam pengaruh sebuah penjejeran baru dengan panjang yang sama.
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Masing masing kolom digunkan lebih dari satu kali dan beberapa kolom mungkin
tidak digunakan pada semua penjejeran yang baru. Sebagai contoh validitas
penyusunan cabang dalam prediksi pohon filogenetik dapat diuji dengan resampled
dari kolom dalam multiple sequence alignment untuk membentuk beberapa

penjejeran baru (Dharmayanti, 2011).

Nilai bootstrap menjadi tolak ukur penentu tingkat kepercayaan pohon
didasari pada kenyataan bahwa distribusi karakter dalam data dipengaruhi oleh efek
acak. Dengan sejumlah replikasi data yang dihasilkan oleh metode bootstrap
dimungkinkan dilakukan penaksiran tentang seberapa besar efek acak tersebut
berpengaruh terhadap pohon, terutama pada topologinya. Semakin besar nilai
bootstrap, maka semakin tinggi pula tingkat kepercayaan topologi hasil rekontruksi

tersebut (Sulandari dan Syamsul, 2008).

Metode yang digunakan adalah neighbor joining. Metode ini merupakan
metode yang paling umum digunakan untuk mengkonstruksi pohon filogenetik
berbasis metode jarak (distance method). Kombinasi neighbor joining dengan
analisa bootstrap dapat menjadi pilihan untuk mengevaluasi pohon filogenetik
berbasis jarak. Neighbor joining memilih sekuen yang jika digabungkan akan
memberi estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat merefleksikan
jarak yang nyata diantara sekuen (Dharmayanti, 2011). Penelitian Kundu et al
(2013) menunjukkan bahwa Neighbor joining phylogeny mampu membedakan
jenis kura-kura pada tingkat spesies. Tingkat evolusi molekuler yang rendah pada
kura-kura memungkinkan hibridisasi tertunda pada evolusi genetik saat reproduksi.
Hal ini juga dikarenakan gen mitokondria pada kura-kura lebih lambat dalam

mengakumulasi perbedaan molekuler dibanding vertebrata lain.
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Pohon filogenetik pada Gambar 5.4 menunjukkan adanya 4 clade besar
berdasarkan nodes yang ada. Nodes merupakan hipotesis leluhur atau ancestor yang
sama. Sedangkan cabang merupakan hipotesis taxa. Clade yang terbentuk
berdasarkan nodes yaitu clade Manouria impressa, clade Manouria emys emys,
clade Manouria emys phayrei, dan Manouria emys yang didalamnya terdapat
sampel kura-kura Kaki Gajah. Hal tersebut menyatakan bahwa Manouria impressa
dengan Manouria emys phayrei dan Manouria emys emys merupakan spesies yang
berbeda. Menurut Hsieh et al (2001), cluster atau clade terdekat pada pohon
filogeni secara urut untuk hewan adalah yang berada pada satu spesies, kemudian
satu genus, satu family, dan yang paling jauh adalah yang berada pada satu ordo
yang sama.

Keempat sampel memiliki jarak genetik sebesar 0,107 terhadap referensi
DQ497317 Manouria impressa, jarak genetik sebesar 0,037 terhadap referensi
KR014231 Manouria emys phayrei dan DQ497315 Manouria emys emys yang
diperoleh dari hasil BLAST NCBI, sedangkan jarak genetik terhadap referensi
AY434563 Manouria emys lebih kecil yaitu 0.02. Berdasarkan pohon filogenetik
pada Gambar 5.4, diketahui bahwa sampel kura-kura Kaki Gajah 4BR Rara dan
7BR Rere berada dalam clade yang sama dengan jarak genetik 0,000 sesuai dengan
Parham (2005) yang menunjukkan bahwa kedua individu tersebut berkerabat dekat
yang memiliki common ancestor yang sama. Keempat sampel sangat dekat dengan
spesies Manouria emys berdasarkan jarak genetik pada pohon filogenik.

Menurut Kayani (2015), analisa filogenetik dilihat dari sekuen gen Cyt-b tidak
menunjukkan variasi berarti pada intraspesifik manapun pada kura-kura, yaitu

hanya berupa subtitusi silent yang tidak diikuti dengan perubahan asam amino.
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Hasil studi Chiari et al (2005) juga menunjukkan bahwa variasi genetik tortoise
tingkat subspesies memiliki perbedaan pada geografi dan bentuk plastronnya.
Sekuen yang ditunjukkan memang memiliki hubungan yang dekat secara
intraspesifik. Hasil ini juga disetujui oleh Rohilla et al (2008) yang melaporkan
bahwa estimasi jarak genetik memang akan menghasilkan hubungan kekerabatan
yang dekat pada kura-kura bercangkang keras. Menurut studi Kundu (2018), tidak
ditemukan korelasi yang tepat antara pola scute pada plastron dengan keragaman
genetik, sehingga tidak ada bukti kedua subspecies tersebut berbeda secara
keturunan genetik. Hal ini berarti kura-kura di Predator Fun Park Manouria emys
emys dengan Manouria emys phayrei memiliki kedekatan dalam hubungan

taksonomi dalam satu spesies.

Tabel 5.5 Persentase Data Perhitungan Genetic distance dan Sequence
diversity (Pairwise Distance Method) dengan referensi DQ497315 Manouria
emys emys

Sampel Sequence diversity Genetic distance
4BR Rara 0,0398 0,0124
5BR Roro 0,0484 0,0137
6BR Ruru 0,0358 0,0118
7BR Rere 0,0398 0,0124

Pohon filogenetik tersebut dibuat berdasarkan jarak genetik dari perhitungan
pairwise distance yang ditunjukkan pada Tabel 5.5. Sequence diversity sampel
terhadap referensi NCBI locus DQ497315 Manouria emys emys sampel 4BR Rara
adalah 0,0398%, sampel 5BR Roro bernilai 0,0484%, sampel 6BR Ruru bernilai
0,0358%, dan sampel 7BR Rere bernilai 0,0398%. Genetic distance terhadap

referensi NCBI locus DQ497315 Manouria emys emys sampel 4BR Rara bernilai
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0,0124%, sampel 5BR Roro bernilai 0,0137%, sampel 6BR Ruru bernilai 0,0118%,

dan sampel 7BR Rere bernilai 0,0124%.

Sequence diversity sampel 4BR Rara, 5BR Roro, 6BR Ruru, dan 7BR Rere
dengan locus DQ497317 Manouria impressa secara urut adalah 0,1083, 0,1183,
0,1128, dan 0,1083%. Sedangkan Genetic distance sampel 4BR Rara, 5BR Roro,
6BR Ruru, dan 7BR Rere dengan locus DQ497317 Manouria impressa secara urut

adalah 0,0237, 0,0250, 0,0242, dan 0,0237% (Lampiran 8).

Sequence diversity sampel 4BR Rara, 5BR Roro, 6BR Ruru, dan 7BR Rere
terhadap locus KR014231 Manouria emys phayrei secara urut bernilai 0,0397,
0,0483, 0,0356, dan 0,0397%. Sedangkan Genetic distance sampel 4BR Rara, 5BR
Roro, 6BR Ruru, dan 7BR Rere terhadap locus KR014231 Manouria emys phayrei

secara urut bernilai 0,0124, 0,0137, 0,0117, dan 0,0124% (Lampiran 8).

Data sebelumnya pada studi Kundu (2013) menunjukkan bahwa perbedaan
sekuen Manouria emys terhadap Manouria impressa memiliki nilai 0,013-10,05%.
Sedangkan Manouria emys dengan spesies yang sama memiliki nilai 0.004-1,86%.
Manouria emys emys dan Manouria emys phayrei dibedakan menjadi subspesies
yang berbeda berdasarkan analisa morfometri dan populasi secara geografi. Query
sekuen benar ditemukan adanya similaritas, namun status subspesies masih

berdasarkan studi morfologi.

Menurut Hsieh et al (2001) sequence diversity intra-spesies range
menggunakan gen cyt-b berada di antara 0,25 sampai 2,74% dan inter-spesies
berada pada range 5,97 sampai 34,83%. Sedangkan genetic distance pada hewan

yang berbeda spesies berada di antara 6,33 sampai 40,59. Diversitas sekuens ini
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diperoleh dari hasil uji seluruh spesies menggunakan gen Cyt-b. Dengan homologi
(Query dan ident) sampel di atas 95% dan sequence diversity berada di range
0,25%-2,74%, maka kura-kura Kaki Gajah di Predator Fun Park meruapakan
spesies yang sama. Hasil perhitungan pada Tabel 5.6 juga menunjukkan bahwa
sampel kura-kura Kaki Gajah 4BR Rara dan 7BR Rere memiliki perbedaan sebesar
0% yang menunjukkan bahwa kedua individu tersebut masih memiliki hubungan
kekerabatan karena memiliki ancestor yang sama. Sedangkan masing-masing

individu merupakan kerabat yang dekat dalam satu spesies yang sama.



BAB 6 PENUTUP

6.1 Kesimpulan

Kura-kura Kaki Gajah (Manouria emys emys) di Predator Fun Park memiliki
keragaman molekuler antara 0,004-1,86% dengan gen Cyt-b sehingga merupakan
satu spesies yang sama. Homologi di atas 95% dengan mutasi di bawah 3%
menunjukkan kura-kura di PFP memiliki hubungan kekerabatan yang dekat. Kura-
kura PFP 4BR Rara dan 7BR Rere memiliki jarak genetik 0% yang menunjukkan
bahwa kedua individu tersebut berkerabat sangat dekat. Manouria emys emys di

PFP diversitas sekuen 0,04% dengan Manouria emys phayrei.

6.2 Saran

Dalam upaya menjaga keragaman genetik, diperlukan penelitian kekerabatan
lanjutan untuk kura-kura Kaki Gajah yang berada di lembaga konservasi eksitu
maupun insitu yang menjalankan program konservasi seperti Predator Fun Park
terutama untuk satwa yang belum memiliki data berupa informasi genetik dan

silsilah keturunan yang jelas.
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