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ABSTRAK 

 

Identifikasi mengenai spesies laut sangat penting untuk 

dilakukan dalam rangka mengembangkan pendiskripsian dan 

pendataan biodiversitas laut.Beberapa hewan laut memiliki 

morfologi yang sulit diidentifikasi hanya dengan morfologi saja, 

misalnya kelompok moluska.Plakobranchus ocellatusmerupakan 

kelompok moluska yang dikenal sebagai spesies cryptickomplek, 

terdiri dari kompleksiblingspesies yang memiliki variasiwarna 

morfologi yang berbeda. Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi 

secara molekuler Plakobranchus UNP 68dari perairan Raja Ampat 

berdasarkan gen CO1. Metode yang dilakukan pada penelitian ini 

antara lain, isolasi DNA, PCR, dan sekuensing. Hasil penelitian yang 

telah dilakukan menunjukkan bahwa Plakobranchus UNP 68 dari 

Raja ampat merupakan spesies Plakobranchus ocellatus yang 

memiliki kekerabatan terdekat dengan spesies Plakobranchus 

ocellatus sp.1 “spotless” dari Sulawesi dan Filipina. Jarak genetik 

Plakobranchus UNP 68 dengan spesies Plakobranchus ocellatus sp.1 

“spotless” dari Sulawesi dan Filipina adalah 1,3%, sedangkan nilai 

similaritas 98,69%. Berdasarkan nilai jarak genetiknya, 

Plakobranchusocellatus UNP 68 termasuk variasi intraspesifik dari 

spesies Plakobranchus ocellatus. 

 

Kata kunci: COI, gen,identifikasi dan Plakobranchus ocellatus 

 

 



vi 

 

MOLECULAR IDENTIFICATION OFPlakobranchus 

(GASTROPODA) FROM RAJA AMPAT BASED ON COI 

GENE 

 

Fitria E.A., Aris Soewondo 

Biology Departement, Faculty of Science, Brawijaya University  

2014 

 

ABSTRACT 

This study aimed to identify Plakobranchusfrom Raja Ampat 

based on mitochondrial gene, Cytochrome cOxidase subunit 1 (COI). 

The results of the study shows that Plakobranchus of Raja Ampat 

(UNP 68) wascloselyrelatedtoPlakobranchusocellatussp.1 “spotless” 

species from Sulawesi and Philippines. Genetic distance 

Plakobranchusocellatus UNP 68 with Plakobranchusocellatussp.1 

“spotless” from Sulawesi and Philippines is 1.3%, while similarity 

value is 98.69%. Based on genetic distance value, 

Plakobranchusocellatus UNP 68 considered as intraspecific genetic 

variation in species Plakobranchus ocelatus.  

Keywords : COI, gene, identification, and Plakobrancus ocellatus 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Raja Ampat adalah gugusan pulau yang terletak di bagian 

barat pulau Papua. Raja Ampat adalah bagian dari “segitiga karang” 

(The Coral Triangle) yang memiliki  keanekargaman hayati laut 

tertinggi didunia. Diantara wilayah lain dalam “segitiga karang”, 

Raja Ampat yang memiliki keragaman hayati laut tertinggi 

(McKenna dkk., 2002 dan Donnelly dkk., 2001). Selain spesies 

karang dan ikan karang yang keragamannya tinggi, di Raja Ampat 

juga terdapat kelompok fauna utama lainnya seperti moluska dan 

krustasea yang memiliki jumlah spesies yang belum terdeskripsikan 

atau cryptic sangat tinggi dan dengan demikian relatif sedikit yang 

sudah diketahui sampai tingkat spesies (Veron, 2009).  

Identifikasi spesies merupakan titik awal yang penting untuk 

berbagai penelitian dalam biologi kelautan. Identifikasi dapat 

dilakukan dengan dua pendekatan, yaitu pendekatan morfologi dan 

molekuler. Identifikasi secara konvensional pendekatanya 

berdasarkan karakter fenotipik morfologi yang langsung terlihat. 

Identifikasi melalui karakter morfologi membutuhkan keahlian yang 

tinggi dan Menurut Herbert dkk. (2003), identifikasi spesies secara 

morfologi memiliki beberapa kekurangan. Pertama, baik plastisitas 

fenotipik maupun variabilitas genetik pada pengenalan spesies 

melalui karakter dapat menyebabkan salah identifikasi. Kedua, 

pendekatan identifikasi melalui karakter morfologi 

mengenyampingkan taksa yang cryptic, yang sering dijumpai pada 

beberapa kelompok organisme. Ketiga, identifikasi menggunakan 

pendekatan morfologi sering hanya efektif untuk fase hidup dan jenis 

kelamin tertentu saja. Keempat, penggunaan kunci-kunci untuk 

identifikasi sering membutuhkan keahlihan yang tinggi karena sering 

terjadi salah menentukan jenis taksa. Dikarenakan beberapa 

keterbatasan tersebut identifikasi spesies melalui pendekatan 

morfologi untuk spesies cryptic, kelompok organisme yang memiliki 

taksonomi yang sulit, atau secara taksonomi ambigu pada telur dan 

larva tidak teridentifikasi (Carvalho dkk., 2010). 

Adanya keterbatasan tersebut maka diperlukan pendekatan 

baru dalam mengidentifikasi taksa. Identifikasi molekuler, dimana 
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identifikasi didasarkan pada segmen kecil dari genom. Pendekatan 

ini juga dapat digunakan pada kelompok organisme yang memiliki 

sedikit karakter morfologi yang dapat dipelajari, misalnya virus, 

bakteri, dan protista (Herbert dkk., 2003, Hajibabei dkk., 2007). 

Genom mitokondria adalah penanda yang paling baik untuk 

DNA barcoding daripada genom nuklear karena beberapa alasan, 

yaitu tidak adanya intron, karena diturunkan secara maternal 

sehingga kecil kemungkinan terjadinya rekombinasi, dan frekuensi 

terjadinya insersi dan delesi rendah sehingga pensejajaran sekuen 

dari spesies yang berbeda lebih mudah karena celah (barcoding gap) 

tidak terlalu jauh. Gen Cytochrome c Oxidase I (COI) dari genom 

mitokondria DNA (mtDNA) merupakan gen yang sering digunakan 

sebagai DNA barcode untuk identifikasi hewan (Chaucan & Varma, 

2009). Gen COI  memiliki dua keunggulan. Pertama, primer 

universal dari gen ini sangat kokoh, sehingga mampu mengenali 

ujung 5‟ dari sebagian besar kelompok hewan. Kedua, gen COI 

memilki evolusi molekuler yang paling besar dibandingkan dengan 

gen-gen di mitokondria yang lain (Hajibabei dkk., 2006). 

Gen COI telah berhasil diaplikasikan untuk identifikasi 

Annelida,  Chordata, Echinodermata, Nematoda, Platyhelminthes, 

Arthropoda, dan Mollusca sampai tingkat spesies. Analisis 

menggunakan Gen COI sebagai barcode juga dapat mengidentifikasi 

dengan benar pada 200 spesies Lepidoptera yang berkerabat dekat. 

Gen CO1 juga telah berhasil digunakan dalam beberapa penelitian 

sebagai barcode gastropoda (Herbert dkk., 2003). 

DNA barcoding dapat mengimbangi keterbatasan dari 

identifikasi konvensional, menghasilkan identifikasi yang kuat dan 

tidak ambigu tidak hanya pada individu utuh tapi juga pada telur, 

larva dan fragmen tubuh. Pendekatan tersebut menggunakan strategi 

berdasarkan identifikasi secara molekuler pada analisis homologi 

gene region tertentu (misalnya, COI, 16S, 18S, dan ITS) untuk 

membedakan antar spesies (Hajibabaei, 2007; Carvalho dkk., 2010).  

Beberapa hewan laut memiliki morfologi yang sulit 

diidentifikasi hanya dengan morfologi saja, misalnya kelompok 

moluska yang anggotanya sebagian besar adalah kelompok spesies 

cryptic. Karaktermorfologi masih gagal dalam memberi batas pada 

spesies cryptic. Salah satu moluska yang dikenal sebagai spesies 
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cryptic adalah Plakobranchus ocellatus (Trowbridge dkk., 2011 dan 

Krug dkk., 2013).   

Plakobranchus ocellatus adalah siput laut tidak bercangkang, 

pertama kali dideskribsikan oleh Van Hasselt pada tahun 1824. P. 

ocellatus dikenal sebagai species cryptickomplek, dan tersebar luas 

di daerah intertidal dangkal di wilayah Indo-Pasifik, dengan berbagai 

variasi warna atau pola di lokasi yang berbeda sepanjang Indo-

Pasifik (Jensen, 2007; Wagele, 2011). Terdapat 10 variasi genetik 

yang berbeda P.ocellatus dari perairan Indo-Pasifik dengan berbagai 

variasi warna morfologi.Diversitas morfologi yang ada pada spesies 

Plakobranchus ocellatus ini kurang efektif jika diidentifikasi melalui 

pendekatan taksonomi secara konvesional, karena identifikasi 

melalui pendekatan konvensional berdasarkan karakter fenotipik 

yang tampak mengenyampingkan spesies yang cryptic.Spesies 

P.ocellatus dapat dikenali oleh tidak adanya cangkang, simetri 

bilateral, rhinophore lateral dan ocelli yang meliputi seluruh 

tubuhnya. Pengetahuan mengenai perkembangan larva, perilaku, dan 

sumber makanan dari P.ocellatus masih sedikit. Bahkan 

taksonominya belum terklarifikasi dan monotypic dari spesies ini 

masih dipertanyakan oleh peneliti saat ini (Rudman, 1998).  

Identifikasi mengenai spesies laut sangat penting untuk 

dilakukan dalam rangka mengembangkan pendiskripsian dan 

pendataan biodiversitas laut. Penelitian ini merupakan bagian dari 

proyek penelitian Marine Biodiversity of Raja Ampat Islands (MB-

RAI). Dari beberapa invertebrata yang dikoleksi dari Raja Ampat, 

peneliti mengidentifikasi Plakobranchus, karena belum 

teridentifikasi sampai tingkat spesies.  

 

1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang tersebut maka rumusan masalah 

yang diangkat dalam penelitian ini yaitu, berdasarkan gen COI 

termasukdalamjenisapaPlakobranchus UNP 68 tersebut? 

 

1.3. Tujuan 

Tujuan dari penelitian ini yaitu melakukan identifikasi secara 

molekuler Plakobranchus UNP 68 dari perairan Raja Ampat 

berdasarkan gen CO1. 



4 
 

 

1.4. Manfaat 

Manfaat dari penelitian ini yaitu sebagai dasar informasi 

mengenai takson Plakobranchus, menambah informasi diversitas 

siput laut Plakobranchus dan invertebrata laut Raja Ampat. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Plakobranchus 

Plakobranchus merupakan siput laut tidak bercangkang yang 

termasuk dalam Ordo Sacoglossa (Jensen, 1997). Genus 

Plakobranchushanya memilki satu spesies, yaitu Plakobranchus 

ocellatus.Plakobranchus memiliki ciri umum yaitu terdapat 

rhinophore lateral, tubuh pipih  dan ditutupi lipatan parapodia. 

Tubuhnya umumnya berwarna krem dan dilapisi ocelli. Warna ocelli 

bermacam-macam begitu juga warna ujung rhiniphore dan ujung 

posteriornya (Low, 2011). Hewan ini umumnya menghuni terumbu 

karang perairan laut dangkal dan berkamuflase dengan baik di pasir 

karang (Maeda dkk., 2012).  

 
 

Gambar 2.1. Morfologi Plakobranchusocellatusbagian dorsal 

(Maeda dkk., 2012). 

 

Plakobranchus ocellatus van Hasselt, 1824 telah lama 

dipelajari mengenaikemampuannya mempertahankan kloroplas dari 

alga yang telah dimakannya tetapfungsionalselamabeberapaminggu 

atau bulan setelah konsumsi, dan menjadi model untuk studi 

endosimbiosis (Maeda dkk., 2012 dan Handeler dkk., 2009). Seperti 

pada Gambar 2.3, hewan ini menyimpan sejumlah besar kloroplas di 

kepala 

ocelli 
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lipatan parapodialnya, sehingga memungkinkan untuk berfotosintesis 

dan menyediakan nutrisi bagi hewan ini (Handeler dkk., 2009).  

Plakobranchus ocellatusdikenal sebagai spesies 

cryptickomplek, yang terdiri dari sekelompok spesies siblingyang 

memiliki variasiwarna morfologi yang berbeda (Trowbridge dkk., 

2011, Handeler dkk., 2006,  dan Krug dkk., 2013).Diversitas 

morfologi yang ada pada spesies Plakobranchus ocellatus ini kurang 

efektif jika diidentifikasi melalui pendekatan taksonomi secara 

konvesional, karena identifikasi melalui pendekatan konvensional 

berdasarkan karakter fenotipik yang tampak mengenyampingkan 

spesies yang cryptic.Plakobranchus ocellatusterdiri lima morfologi  

warna yang berbeda, yaitu putih, biru, ungu, hitam dan 

spotless(Gambar 2.2) yang tercatat dari Jepang (Takano dkk., 2013).  

Plakobranchus ocellatus dianggap monotypic dengan 

distribusi yang luas dari Jepang, Great Barrier ReefAustralia, 

Filipina, Vietnam, Malaysia, Hawaii dan Bali (Rudman 1998; 

Jensen, 2007; Handeler dkk. 2009; Maeda dkk. 2010; Trowbridge 

dkk. 2011; Christa dkk., 2012). Spesies  Plakobranchus memiliki 

larva planktotrophic, yaitu mampu menyebar jarak jauh, hal ini yang 

mungkin menjelaskan kesamaan genetik spesies yang sama yang 

dipisahkan jarak lebih dari 6000 km (Krug dkk., 2013). Meskipun 

variasi dalam morfologi dan warna pola yang jelas antara spesimen 

dari asal yang berbeda (Gambar 2.2), belum ada spesies yang telah 

dijelaskan lebih lanjut sejauh ini. 
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Gambar 2.2. Spesies Plakobranchus dengan berbagai 

variasi warna morfologi. A, Plakobranchus 

ocellatus  (ungu) (BL: 31 mm). B,  P. 

ocellatus  (putih) (BL: 32 mm). C, P. 

ocellatus  (biru) (BL: 26 mm). D, P. ocellatus  

(hitam) (BL: 30 mm). E, P. ocellatus  

(spotless) (BL: 1,5-2cm) (Christa dkk., 2012 

dan Takano dkk., 2013). 

 

A B C 

E D 
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Gambar  2.3 Plakobranchusocellatus dengan parapodia 

terbuka. Parapodia dibuka untuk menunjukkan 

tonjolan-tonjolan yang merupakan adaptasi 

morfologi khusus untuk menyimpan kloroplas 

(Christa dkk., 2013). 

 

Klasifikasi Plakobranchus menurut Marine species (2013) 

adalah sebagai berikut: 

Kingdom  : Animalia 

Filum  : Mollusca 

Kelas : Gastropoda 

Subkelas  : Heterobranchia 

Infrakelas  : Opistobranchia 

Ordo  : Sacoglossa 

Subordo  : Plakobranchacea 

Superfamili  : Plakobranchoidea 

Famili  : Plakobranchidae 

Genus  : Plakobranchus 

 

P.ocellatus dapat ditemukan terdistribusi secara luas di seluruh 

daerah tropis perairan Indo-Pasifik dan rentang suhu 23°C hingga 

29°C. Relatif melimpah di daerah tropis, dan semakin ke arah kutub 

populasi mengalami penurunan (Jensen, 2007).  
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2.2. Raja Ampat 

Raja Ampat adalah gugusan pulau yang terletak di 0°20‟ LU 

dan 2°15‟LS dan 129°35‟BT dan 131°20‟BT bagian barat pulau 

Papua. Raja Ampat adalah kepulauan, terdapat beberapa pulau besar, 

yaitu Waigeo, Batanta, Salawati dan Misool serta ratusan pula-pulau 

kecil di sekitarnya (McKenna dkk., 2002). Terdiri dari 1500 pulau 

yang melingkupi luas lebih dari 40.000 km
2
 daratan dan lautan. Raja 

Ampat terpisah dari Sorong dan menjadi kabupaten sendiri pada 

tahun 2003 dengan ibu kota kabupaten Waisai yang terletak di pulau 

yang paling besar, Waigeo (Jeffreys, 2010). 

Raja Ampat adalah bagian dari Papuan Bird‟s Head Seascape (BHS) 

dan “segitiga karang” (The Coral Triangle). Segitiga karang ini 

merupakan kawasan yang mendukung kehidupan keanekaragaman 

hayati laut terkaya di dunia (McKenna dkk., 2002 dan Donnelly dkk., 

2003). Dibandingkan dengan wilayah segitiga karang lainnya (Papua 

New Guinea, Filippina, Malaysia, jepang dan Australia) keragaman 

karang tertinggi di “segitiga karang “ adalah di Raja Ampat, dengan 

553 spesies yang teridentifikasi dan dianggap sebagai pusat global 

keanekaragaman hayati tropis perairan laut dangkal (Mangubhai 

dkk., 2012).  

 

2.3. Identifikasi Secara Molekuler 

Identifikasi secara molekuler adalah metode identifikasi 

spesies berdasarkan analisis homologi gene region tertentu sebagai 

barkode (misalnya, COI, 16S, 18S, dan ITS) untuk membedakan 

spesies. Metode ini disebut juga DNA barcoding (Hajibabaei, 2007; 

Carvalho dkk., 2010). DNA barcoding bertujuan memberikan 

metode yang efisien untuk mengidentifikasi spesies (Chaucan & 

Varma, 2009).DNA barcodingberdasarkan anggapan bahwa sekuen 

terstandardisasi dapatmembedakanindividu-

individuspesieskarenavariasigenetik interspesies melampaui 

intraspesies (Herbert, 2002 dalam Nielsen & Matz, 2006; Chaucan & 

Varma, 2009).Berbagai gen region digunakan identifikasi sampai 

tingkat spesies seperti pada tabel 1. 
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Berikutini adalahtabel penanda molekuler yang digunakanuntuk 

DNA barcoding. 

 

Tabel 2.1 Penanda molekuler yang umum untuk tingkat spesies 

(Hajibabei dkk., 2007) 

 

 
 

Prinsipdasar DNA barcoding sederhanayaitu DNA 

diekstraksidarispesimen, diampifikasidan disekuensing.Gen yang 

digunakan sebagai label atau barcode adalah yang hampir 

identikdiantaraindividutapiberbeda antar spesies, 

danberfungsisebagai label identifikasispesies (“DNA barcode’). 

Sekuen dari gen specimen kemudian dicocokan dengansekuen yang 

diperoleh dari databasesekuensspesies yang telahdiketahui, 

sehinggadapat ditentukan afiliasidarispesimen(Nielsen& Matz, 

2006).Spesiesteridentifikasijikasekuen cocok dengansalahsatu 

database.Jikatidak, new recorddapatmengarahpadasekuen 

barcodebaru (yaituhaplotipebaruatauvariangeografis), 

ataudapatmenunjukkanspesiesbaru. Meskipun perannya dalam 

mengidentifikasi spesimen ke tingkat spesies merupakan alat bantu 

penting untuk alur kerja taksonomi, barcoding bukan pengganti 

untuk analisis taksonomi yang komprehensif. Sebagai contoh, ketika 

sebuah spesimen diketahui tidak terdapat kecocokan dengan data 

yang ada di database barcode, maka barcode tidak memenuhi syarat 
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untuk penunjukan spesimen sebagai spesies baru. Sebaliknya, 

spesimen tersebut ditandai untuk analisis taksonomi menyeluruh, 

berdasarkan data morfologi, molekuler, biogeografi, tingkah laku, 

perkembangan, dan ekologi (Hajibabaei, 2007 dan Jorger & Schrodl, 

2013).  

Ada beberapacara agar barkode dapat „dibaca”, 

misalnyadenganstatistical multivarian, membuatpohonfilogenetik, 

ataudengandiagnosticSingle Nucleotide polymorphism (SNPs) 

(Zimmer &Roalson, 2005). 

 

2.4. Gen Cytochrome c Oxidase I (COI) 

Gen COI adalah gen standar dari genom mitokondria yang 

sering digunakansebagai gen pendanda pada identifikasi hewan 

(Herbert dkk, 2003). Gen COI memiliki dua keunggulan. Pertama, 

primer universal dari gen ini sangat kokoh, sehingga mampu 

mengenali ujung 5‟ dari sebagian besar kelompok hewan. Kedua, 

gen COI memiliki evolusi molekuler yang paling tinggi 

dibandingkan dengan gen-gen di mitokondria yang lain, sehingga 

memiliki variasi intraspesifik rendah, tetapi interspesifik 

divergensinya tinggi antara taksa yang berdekatan.  

Gen COI telah berhasil diaplikasikan untuk identifikasi 

Annelida,  Chordata, Echinodermata, Nematoda, Platyhelminthes, 

Arthropoda, dan Mollusca sampai tingkat spesies. Analisis 

menggunakan Gen COI sebagai barcode juga dapat mengidentifikasi 

dengan benar pada 200 spesies Lepidoptera yang berkerabat dekat. 

Kekuatan sebenarnya dari barcode DNA terletak pada kemampuan 

menggunakan lokus yang sama untuk mengklasifikasikan semua 

spesies (Nielsen & Matz, 2006 dan Feng dkk., 2011). Gen CO1 juga 

telah berhasil digunakan dalam beberapa penelitian sebagai barcode 

gastropoda (Herbert dkk., 2003). 

  



12 
 

BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanaan pada bulan Desember 2013 - Juni 2014. 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler, Jurusan 

Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Brawijaya. 

 

3.2. Prosedur Kerja 

3.2.1. Sampel PlakobranchusUNP 68 

Spesimen Plakobranchus diambil pada tanggal 13 Mei 2013 di 

Mios con, Waigeo, Raja Ampat (S 00d 20.851', T 130d 43.624' , 

kedalaman 30-40 kaki, dan salinitas 31 ppt). Spesimen yang 

digunakan pada penelitian ini hanya satu dengan kode UNP 68. 

 

 
Gambar 3.1. Lokasi pengambilan Plakobranchus UNP 68. 

Tanda bulat merah menujukkan lokasi pengambilan Plakobranchus 

UNP 68, sedangkan wilayah Kepulauan Raja Ampat diarsir dengan 

warna merah muda. 

 



13 

 

 

Berikut ini adalah gambar spesimen Plakobranchus UNP 68: 

 

 
 

Gambar 3.2. Plakobranchus UNP 68 

 

3.2.2. Ekstraksi DNA dari Jaringan 

DNA diekstraksi dengan Gsync DNA Extraction Kit 

(Geneaid). Langkah-langkah ekstraksi, yaitu : 

1. Pemisahan jaringan 

Sebanyak 25 mg jaringan Plakobranchus dimasukkan ke 

tabung mikrosentrifus 1,5 ml. Ditambahkan 200 µl Buffer 

GST dan 20 µl Proteinase K. Di vortex, untuk 

menghomogenasi. Diinkubasi pada suhu 60°C sampai 

campuran menjadi jernih (±7 jam). Selama inkubsi, setiap satu 

jam divortex dua kali. 

 

2. Pelisisan sel 

Jika terdapat bahan yang belum larut setelah inkubasi, 

disentrifugasi 10000 rpm selama 2 menit. Dipindah supernatan 

ke tabung mikrosentrifus 1,5 ml baru. Ditambahkan 200 µl 

Buffer GSB dibolak-balik agar sampel dan Buffer GSB 

homogen 

.  

3. DNA binding 

Ditambahkan 200 µl etanol absolut dan segera dimix dengan 

cara dibolak-balik. Dipindahkan semua campuran ke GD 

Column dalam 2 ml Collection Tube.  Disentrifugasi 10000 
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rpm selama 1 menit. Dipindah GD Column ke Collection Tube 

baru. Collection Tube yang berisi presipitat dibuang 

 

4. Washing 

Ditambahkan 400 µl Buffer W1 ke GD Column. 

Disentrifugasi 10000 rpm selama 30 detik. Dipindah GD 

Column ke Collection Tube baru. Collection Tube yang berisi 

presipitat dibuang. Ditambahkan 600 µl Wash Buffer ke GD 

collumn. Disentrifugasi 10000 rpm selama 30 detik. Dipindah 

GD Column ke Collection Tube baru. Collection Tube yang 

berisi presipitat dibuang. Disentrifugasi 10000 rpm selama 3 

menit untuk mengeringkan collumn matrix.  

 

5. Elusi  

Dipindah GD collumn ke tabung mikrosentrifus 1,5 ml baru, 

ditambahkan 100 µl Buffer Elusi. 

 

3.2.3. Elektroforesis Gel Agarose Hasil Isolasi DNA 

Agarosa 1 % ditimbang sebanyak 0,15 gram, kemudian 

dilarutkan dengan TBE 1X pH 8 sebanyak 15ml dalam erlenmeyer. 

Erlenmeyer ditutup plasticwrap, di lubangi kecil-kecil lalu 

dimasukkan oven hingga mendidih, dibiarkan sampai hangat kuku 

kemudian ditambahkan EtBr 1 µl. Agarosa yang sudah bercampur 

Etidium Bromida dituangkan pada cetakan sisir pembuat sumuran 

sampel. Setelah mengeras, gel dan cetakan dimasukkan ke dalam 

chamber dan dituangkan buffer TBE 1x sampai gel terendam. DNA 

dan larutan loading dye (1:1) dihomogenasi dan dimasukkan pada 

masing-masing sumuran. Elektroda dihubungkan dengan power 

supply 100 V dan dirunning selama 1 jam. Alat elektroforesis 

dimatikan dan gel diambil dari alat tersebut. Gel dipindah ke UV-

transiluminator dan didokumentasikan pada GelDoc-imaging.   

 

3.2.4. PCR (Polymerase Chain Reaction) 

DNA yang telah diisolasi diamplifikasi fragmen gen 

mitokondria CO1 menggunakan primer LCO1490 Forward (5‟-GGT 

CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3‟) dan HCO2198Reverse 

(5‟-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3‟). Campuran 
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untuk PCR yang digunakan yaitu  ddH2O 12µl, pcr mix kapa Taq 

Extra HotStart ReadyMix PCR kit (1,25 U per 50µl reaksi DNA 

polimerase, KAPA Taq Extra buffer (1X), dNTPs (masing-masing 

dNTP 0,3 mM (1X)), MgCl2 (2 mM 1X) dan stabiliser), 1 µl masing-

masing primer (10 µM), dan 1 µl  DNA template. Program PCR : hot 

start 95°C selama 3 menit, denaturation 95°C selama 30 detik, 

annealing 50°C selama 30 detik, extension 72°C selama 1 menit(30 

siklus), dan post extension 72°C selama 1 menit. Sampel hasil PCR 

disimpan pada suhu -20 
0
C.  

3.2.5. Elektroforesis Gel Agarose DNA hasil PCR 

Agarosa 1,5% ditimbang sebanyak 0,23 gram, kemudian 

dilarutkan dengan TBE 1X pH 8 sebanyak15ml dalam erlenmeyer. 

Erlenmeyer ditutup plastic wrap, di lubangi kecil-kecil lalu 

dimasukkan oven hingga mendidih, dibiarkan sampai hangat kuku 

kemudian ditambahkan EtBr 1 µl. Agarosa yang sudah bercampur 

Etidium Bromida dituangkan pada cetakan sisir pembuat sumuran 

sampel. Setelah mengeras, gel dan cetakan dimasukkan ke dalam 

chamber dan dituangkan buffer TBE 1x sampai terendam. DNA dan 

larutan loading dye (1:1) dihomogenasi dan dimasukkan pada 

masing-masing sumuran. Marker yang digunakan untuk running 

hasil PCR adalah 1kb. Elektroda dihubungkan dengan power supply 

100 V dan dirunning selama 1 jam. Alat elektroforesis dimatikan dan 

gel diambil dari alat tersebut. Gel dipindah ke UV-transiluminator 

dan didokumentasikan pada GelDoc-imaging.   

 

3.2.6. Sekuensing 

Produk PCR dikirim ke FirstBase, Malaysia untuk 

disekuensing. Sekuensing dengan primer yang sama untuk 

identifikasi target gen COI. 

 

3.2.7. Analisis Data 

Sekuen forward dan reverse yang diperoleh diedit dengan 

software Bioedit 7.0.9. Kemudian sekuen disejajarkan dengan 

software Blast di NCBI (http://blast.ncbi.nml.nih.gov). Berdasarkan 

hasil Blast diunduh beberapa sekuen Plakobranchus ocellatus dari 

NCBI (Tabel 4.1). Penelitian ini menggunakan satu sekuen dari 
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spesies lain yang masih satu famili sebagai outgroup, yaitu 

Thuridilla lineolata. Hasil sekuensing disejajarkan dengan sekuen 

yang diperoleh dari GeneBank (NCBI). Setelah disejajarkan, 

kemudian ujung sekuen dipotong untuk menyamakan panjang 

sekuen. Setelah itu dilakukan  perhitungan jarak genetik dengan 

menggunakan software Mega 5.1. Setelah diketahui jarak genetiknya 

kemudian dihitung similaritasnya dengan rumus : 

(1-jarak genetik) x 100% 

Dibuat pohon filogenetik untuk mengetahui  hubungan  kekerabatan  

antara  spesies  satu  dan  spesies lainnya berdasarkan gen COI 

menggunakan Neighbour Joining (NJ) dengan metode estimasi jarak 

kimura 2-parameter (Boostrap 1000) pada software Mega 5.1. 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Hasil Isolasi DNA PlakobranchusUNP 68 

DNA diisolasi dari jaringan Plakobranchus menggunakan Gsync DNA 

Extraction Kit (Geneaid). Hasil isolasi DNA dilihat keberhasilannya 

dengan uji kualitatif elektroforesis gel agarose.  

 
 

Gambar 4.1 Hasil uji kualitatif isolasi DNA PlakobranchusUNP 68 

 

Berdasarkan hasil uji kualitatif isolasi DNA, DNA berhasil diisolasi, 

ditandai dengan terdapat pita pada gel agarose (ditunjuk oleh tanda 

panah).  

 

4.2. Hasil Amplifikasi DNA PlakobranchusUNP 68 

Fragmen gen COI diampifikasi dari DNA Plakobranchus 

menggunakan primer LCO-1490 dan HCO-2198 (Folmer dkk., 1994). 

Digunakan fragmen gen COI untuk mengidentifikasi Plakobranchus, 

karena COI sebagai penanda molekuler yang paling baik untuk 

identifikasi spesies dan identifikasi Plakobranchus saat ini sering 

menggunakan COI. Gen COI memiliki tingkat evolusi yang tinggi, 

sehingga dapat membedakan spesies dengan hubungan kekerabatan 

dekat sekalipun. Tingginya tingkat evolusi COI ini menghasilkan 

UNP 68 
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sekuen hampir identikantaraindividutapiberbeda antar spesies (Herbert 

dkk., 2003). 

 
Gambar 4.2 Hasil uji kualitatif DNA hasil PCR PlakobranchusUNP 68. 

UNP 68 : Plakobranchus dari Raja Ampat; M : Marker. 

 

Fragmen gen COI Plakobranchus berhasil teramplifikasi dengan 

panjang amplikon sekitar 680 bp, ditunjukkan engan profil pita DNA 

pada sumuran UNP 68.  

 

4.3. Hasil Sekuensing PlakobranchusUNP 68 

Hasil sekuensing gen COI Plakobranchus berupa peaks yang 

diterjemahkan menjadi basa-basa nukleotida. Sekuensing yang 

didapatkan berupa  urutan  nukeotida  yang  diblok  dengan  tiga macam  

warna yang berbeda, yaitu ada yang diblok warna merah, kuning, dan 

biru. Warna merah menunjukkan keakuratan pembacaan nukleotida  

yang rendah, warna  kuning menunjukkan  pembacaan  nukleotida  pada  

level medium, sedangkan warna biru menunjukkan pembacaan 

nukleotida yang akurasi paling tinggi, atau dengan kata  lain, nukleotida 

yang dibaca oleh mesin sekuenser sudah benar. 

UNP68   M 

750 bp 
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Berdasarkan  hasil  sekuensing  dapat  diketahui  bahwa hasil 

pembacaan  sekuensing  sudah  cukup  baik,  hal  ini  dapat  dilihat  

dengan perolehan basa nukleotida dengan akurasi yang tinggi yaitu 

yang diblok dengan warna biru dan muncul peak tunggal (Lampiran 

1, 2 ,3 dan 4).  

 

4.4. Jarak Genetik dan Filogenetik Plakobranchus 

Sekuen COI Plakobranchus UNP 68 yang didapat dari hasil 

sekuensing, disejajarkan dengan sekuen Plakobranchus lainnya yang 

diunduh dari Genebank (http://ncbi.nml.nih.gov) sebanyak 17 

sekuen. Pemilihan 17 sekuen ini bukan hanya karena nilai 

similaritasnya tertinggi tapi juga mewakili Plakobranchus dari 

beberapa lokasi di dunia yang telah diidentifikasi menggunakan 

fragmen gen COI. Setelah disejajarkan, ujung sekuen dipotong untuk 

menyamakan panjang sekuen, karena sekuen yang didapat lebih 

panjang dari sekuen literatur yang didapat. Panjang fragmen gen COI 

yang diapakai yaitu 622 bp pada masing-masing sekuen. Digunakan 

spesies Thuridilla lineolata sebagai spesies outgroup untuk membuat 

pohon filogeni kali ini. Thuridilla lineolata merupakan spesies siput 

laut yang satu famili dengan P.ocellatus.  
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Gambar 4.4 Pohon filogeni Plakobranchus ocellatus Raja Ampat 

(UNP 68) dengan beberapa P.ocellatus dari lokasi yang 

berbeda.Pohon filogeni berdasarkan analisis Neighbour 

Joining dengan metode estimasi jarak Kimura 2-

Parameter (Boostrap 1000) pada data sekuen gen COI 

Plakobranchus ocellatus Raja Ampat (UNP 68) dengan 

beberapa P.ocellatus dari lokasi yang berbeda, 

yaituJepang (Jap), Autralia (Au), Papua New Guinea 

(PNG), Philippine (Phi), Sulawesi (Sul), Moorea (Mor) 

 28 P.ocellatus sp.white(Aus)01

 29 P.ocellatus sp.white(Jap)01

 8 P.ocellatus sp.white(Phi)

 21 P.ocellatus isolate 852 (Gua)

 24 P.ocellatus sp.white(Gua)

 25 P.ocellatus sp.white(Gua)04

 4 P.ocelatus sp.white(Tha)

 2 P.ocellatus aff. 1(PNG)

 UNP68

 1 P.ocellatus sp.1(Sul)

 P.ocellatus sp.1(Phi)

 17 P.ocellatus sp.purple(Jap)03

 19 P.ocellatus sp.purple

 22 P.ocellatus sp.spotless(Jap)

 15 P.ocellatus isolate 856(Gua)

 10 P.ocellatus aff.purple(Mor)

 16 P.ocellatus isolate 850(Gua)

 14 P.ocellatus aff.purple(Gua)02

 Thuridilla lineolata

100

96

100

67

40

100

57

97

93

38

100

100

73

74

100

0.01

“spotless”(Sul) 

“spotless”(Phi) 
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dan Guam (Gua). Thuridilla lineolata digunakan 

sebagai outgroup. 

 

 

Tabel 4.1 Jarak genetik (%)  dan nilai similaritas (%) antara 

Plakobranchus dari Raja Ampat (UNP 68) dengan 

beberapa Plakobranchus ocellatus dari lokasi yang 

berbeda.Jarak genetik berdasarkan metode estimasi jarak 

Kimura 2-Parameter (Boostrap 1000) pada data sekuen 

gen COI Plakobranchus Raja Ampat (UNP 68), Jepang 

(Jap), Autralia (Au), Papua New Guinea (Gui), Philippine 

(Phi), Sulawesi (Sul), Moorea (Mor) dan Guam). 

 

 
 

Analisis filogeni berdasarkan fragmen gen COI menujukkan 

bahwa Plakobranchus UNP 68 satu clade dengan P.ocellatus dari 

Sulawesi dan Filipina didukung dengan nilai Boostrap yang tinggi. 

Berdasarkan perhitungan jarak genetik menggunakan metode Kimura 

2-parameter didapatkan hasil bahwa Plakobranchus dari Raja Ampat 

P.ocellatus sp.1 “spotless” (Phi)(KC573733) 
1.P.ocellatus sp.1 “spotless” (Sul)(KC573732) 
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(UNP 68) merupakan spesies Plakobranchus oecllatus yang 

memiliki kekerabatan terdekat dengan spesies Plakobranchus 

ocellatus sp.1 “spotless” dari Sulawesi dan Filipina. Jarak genetik 

dan nilai similaritas Plakobranchus ocellatus UNP 68 dengan spesies 

Plakobranchus ocellatus sp.1 “spotless” dari Sulawesi dan Filipina 

masing-masing  adalah 1,5% dan 98,53% dengan standart error 

sebesar 0,5%. Menurut Christa dkk. (2012) jika jarak genetik <3% 

dianggap mewakili variasi intraspesifik. Berdasarkan penelitian Krug 

dkk. (2013), Plakobranchus dari Sulawesi dan Filipina (dengan kode 

akses GeneBank seperti pada tabel 4.1) merupakan Plakobranchus 

ocelatus sp.1 “spotless”. Ciri-ciri morfologi Plakobranchus ocelatus 

sp.1 “spotless”, yaitu memiliki beberapa ocelli gelap di dalam cincin 

atau ocelli pada parapodia berpigmen seragam (Krug dkk., 2013). 

Berdasarkan gambar spesimen (Gambar 3.1), Plakobranchus 

ocellatus UNP 68 dari Raja Ampat memiliki ocelli dorsal yang 

berpigmen seragam, sesuai dengan ciri-ciri  Plakobranchus ocellatus 

“spotless”.  

Jarak genetik Plakobranchus ocellatus dari Raja Ampat 

dengan spesies  Plakobranchus ocellatus lain, dari Jepang, Guam, 

Papua New Guinea, Australia, Moorea dan Thailand adalah <15%, 

yaitu 7,7-14,6%, sedangkan nilai similaritasnya >85%. Jarak genetik 

Plakobranchus ocellatus UNP 68 dengan outgroupThuridilla 

lineolata adalah 15,6% (Tabel 4.1).Dalam gen COI, jarak lebih dari 

10% adalah  dianggap sebagai nilai yang wajar untuk mencirikan 

spesies yang berbeda dan jarak kurang dari 3% dianggap mewakili 

variabilitas intraspesifik (Christa dkk., 2012). Pada penelitian kali ini 

jarak terjauh adalah 13,04% (Tabel 4.1). Hal ini mendukung 

penelitian sebelumya bahwa Plakobranchus adalah spesies 

cryptickomplek(Jensen, 2007; Wagele, 2011; Christa dkk., 2012 dan 

Krug dkk., 2013). 

Penelitian Krug dkk.(2013), menunjukkan bahwa 

Plakobranchus ocellatus terdiri dari 10 variasi genetik yang berbeda. 

Sepuluh genetik yang berbeda  merepresentasikan variasi morfologi 

yang berbeda juga, antara lain purple, aff.purple, white, black, blue, 

spotless, sp.1 spotless, aff. sp1spotless, sp.2 spotless, dan sp.3 

spotless. Plakobranchus “white” memiliki persebaran paling luas 

yaitu Australia, Guam, Jepang, Filipina dan Thailand. Spesimen  ini 

memiliki ciri, yaitu terdapat satu baris cincin hitam besar, ocelli 
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oranye sepanjang garis tepi tubuh dan ocelli gelap dikelilingi warna 

putih pada permukaan ventral pada kaki. Plakobrancus “black” 

untuk saat ini hanya dijumpai di jepang, cirinya yaitu  mirip dengan 

yang spesimen putih, tapi memiliki ocelli yang lebih besar pada kaki. 

Spesimen ''purple'' tidak memiliki ocelli pada parapodia,  pada kaki 

terdapat bintik-bintik ungu samar dengan tengahnya berwarna gelap, 

dan ungu pada margin tubuh dan rhinophores. Spesimen 

”spotless“memiliki beberapa ocelli gelap di dalam cincin atau ocelli 

pada parapodia berpigmen seragam. Spesimen “blue” pada bagian 

parapodia dan kepalanya terdapat ocelli gelap dengan oranye terang 

di tengahnya, dan terdapat bintik-bintik oranye kecil di kaki. 
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan 

Plakobranchus dari Raja Ampat (UNP 68) merupakan spesies 

Plakobranchus ocellatus yang memiliki kekerabatan terdekat dengan 

spesies Plakobranchus ocellatus (spotless) dari Sulawesi dan 

Filipina. Ciri-ciri morfologi Plakobranchus ocelatus sp.1 “spotless”, 

yaitu memiliki beberapa ocelli gelap di dalam cincin atau ocelli pada 

parapodia berpigmen seragam. Plakobranchus ocellatus UNP 68 

termasuk variasi intraspesifik dari spesies Plakobranchus ocellatus.  

 

5.2. Saran 

Saran yang dapat diberikan pada penelitian selanjutnya yaitu 

agar  ciri-ciri morfologi spesimen ini juga dipelajari sehingga dapat 

dibandingkan ciri-cirinya dengan spesies yang lain.   
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Lampiran 5. Sekuen Gen COI Plakobrancus UNP 68 

 

TATATATAGTTTTTGGTATGTGATGTGGTTTAGTAGGTACT

GGATTAAGTTTACTAATTCGTTTTGAGTTAGGAACTTCTGG

TGCGTTTTTAGGTGATGATCATTTTTATAATGTAATTGTAA

CGGCTCACGCTTTCGTTATAATTTTTTTCATAGTTATACCTT

TAATAATTGGTGGATTTGGTAATTGGATAGTTCCAATTTTG

ATTGGGGCCCCAGATATAAGTTTTCCTCGTATAAATAATAT

AAGTTTTTGATTGTTACCTCCTTCTTTTATTCTTCTTCTATG

CTCAAGTCTGGTTGAGGGAGGTGCAGGGACTGGATGAACT

GTGTATCCTCCTTTAAGAGGGCCCGTGGGTCATGGGGGTG

CGTCAGTGGACTTGGCGATTTTCTCCTTGCATTTGGCAGGG

ATATCTTCTATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACCATT

TTTAATATACGTTCTCCTGGAATAAGGATGGAACGTTTAAG

TTTATTTGTTTGATCTGTCTTAGTAACGGCCTTCCTTCTTCT

TTTATCTTTACCTGTATTAGCGGGAGCCATTACAATGTTAC

TTACCGATCGAAATTTTAATACTAGGTTTTTTGATCCTGCT

GGTGG 
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