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Analisa Kekerabatan Antar Kasuari Gelambir Ganda (Casuarius Casuarius) 

Terhadap Kasuari Kerdil (Casuarius Bennetti) Di Eco Green Park  

Berdasarkan Sekuen Gen Cyt-B Dengan Metode  

Polymerase Chain Reaction 

 

ABSTRAK 

 Kasuari Gelambir Ganda adalah salah satu satwa endemik Indonesia yang 

berada di Papua. Kasuari Gelambir Ganda memiliki status vulnerable, sehingga 

diperlukanlah tindakan breeding dan menjaga kemurnian genetik. Penelitian tentang 

keragaman genetik dilakukan dengan menggunakan marker dari DNA mitokondria 

(mtDNA). Gen cytochrome b baik digunakan untuk determinasi kekerabatan 

filogenetik pada spesies dikarenakan dari variabilitas sekuennya dan sekuennya 

terjaga dengan baik dimasing-masing spesies. Penelitian ini memiliki tujuan untuk 

mengetahui tingkat kekerabatan antar individu Kasuari Gelambir Ganda (Casuarius 

casuarius) dan dibandingkan dengan Kasuari Kerdil (Casuarius bennetti) dari data 

NCBI menggunakan sekuen gen cytochrome b. DNA didapatkan dari empat sampel 

bulu Kasuari Gelambir Ganda, 2 Kasuari jantan dan 2 Kasuari betina yang berasal 

dari Eco Green Park, Batu.Sampel bulu diisolasi menggunakan QIAgen
®

 DNA Mini 

Kit. Primer yang digunakan dalam metode PCR adalah primer forward (CYTB_F) 5’- 

GCTGACACCTCACTAGCCTT-3’ dan primer reverse (CYTB_R) 5’- 

CGTGTGAGTGTTGGGTTGTC -3’. Hasil sekuensing dianalisa menggunakan 

program Bioedit dan NCBI BLAST dengan accession number NC_002778.2 untuk 

Kasuari gelambir ganda dan U76051.1 untuk Kasuari kerdil. Hasil penelitian jarak 

genetik antara NC_002778.2 dengan keempat sampel dan antar individu sampel 

kasuari gelambir ganda berada pada rentang 0,003-0,038. Kesimpulan penelitian 

ini,jarak genetik intraspesies keempat Kasuari gelambir ganda di Eco Green Park 

Batu berada dibawah 2%. Berdasarkan jarak genetik interspesies dan posisi pohon 

filogenetik, Kasuari gelambir ganda Eco Green Park berbeda kekerabatan dengan 

Kasuari kerdil. 

 

Kata kunci : Kasuari Gelambir Ganda, mtDNA, cyt-b, PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

vi 
 

Genetic Relationship Between Southern Casswoary (Casuarius casuarius) with 

Dwarf Cassowary (Casuarius bennetti) on Eco Green Park Based on CYT-B Gen 

Sequence With Polymerase Chain Reaction 

 

ABSTRACT 

 Southern Cassowary is one of Indonesia's endemic animals in Papua. 

Southern Cassowary has a vulnerable status, so breeding and genetic purity are 

needed. Research on genetic diversity is carried out using markers from 

mitochondrial DNA (mtDNA). The cytochrome b gene is well used for the 

determination of phylogenetic relationships in species because of the variability of its 

sequences and its sequences are well preserved in each species. The purpose of this 

study was to determine the level of kinship between individuals of Southern 

Cassowary (Casuarius casuarius) and compared to dwarf Cassowary (Casuarius 

bennetti) from NCBI data using sequences of the cytochrome b. DNA was obtained 

from four samples of Southern Cassowary hair, 2 male Cassowaries and 2 female 

Cassowaries originating from Eco Green Park, Batu. Fur samples were isolated using 

QIAgen® DNA Mini Kit. The primers used in the PCR method are forward primer 

(CYTB_F) 5 '- GCTGACACCTCACTAGCCTT-3' and reverse primer (CYTB_R) 5 

'- CGTGTGAGTGTTGGGTTGTC -3'. Sequencing results were analyzed using the 

Bioedit program and NCBI BLAST with accession number NC_002778.2 for 

Southern Cassowary and U76051.1 for dwarf cassowaries. The results of the genetic 

distance study between NC_002778.2 with the four samples and between individuals 

with Southern Cassowary samples were in the range 0.003-0.038. Conclusion of this 

study, the genetic distance of the fourth intraspecies of Southern Cassowary in the 

Eco Green Park Batu is below 2%. Based on interspecies genetic distance and 

phylogenetic tree position, Eco Green Park Southern cassowary is different from 

relation with dwarf cassowary. 

Keywords: Southern Cassowary, mtDNA, cyt-b, PCR 
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BAB 1 PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Burung Kasuari merupakan satwa endemik yang memiliki wilayah persebaran 

hampir merata di seluruh wilayah di Papua. Terdapat beberapa macam Burung 

Kasuari yaitu Kasuari Gelambir Ganda atau Southern Cassowary, Kasuari Gelambir 

Tunggal atau Northern Cassowary, dan Kasuari Kerdil atau Dwarf Cassowary. 

Menurut daftar merah Internasional  Union for Conservation Nature (IUCN), status 

konservasi burung jenis ini masuk ke dalam vulnerable (rentan). 

Berdasarkan Peraturan Pemerintah (PP) Republik Indonesia Nomor 7 Tahun 1999 

Burung Kasuari termasuk salah satu burung yang dilindungi oleh Negara (Rahawarin 

dkk, 2014). 

 Konservasi mempunyai arti pelestarian yaitu melestarikan atau mengawetkan 

daya dukung, mutu, fungsi, dan kemampuan lingkungan secara seimbang. Konservasi 

meruapakan salah satu upaya untuk mempertahankan kelestarian satwa, tanpa adanya 

konservasi akan menyebabkan rusaknya habitat alami satwa. Konservasi terbagi 

menjadi dua yaitu konservasi eksitu dan insitu. Menurut  Maghfiroh (2011), 

konservasi eksitu adalah upaya konservasi yang dilakukan dengan menjaga dan 

mengembangbiakkan jenis tumbuhan dan satwa di luar habitat alaminya dengan cara 

pengumpualn jenis, pemeliharaaan dan budidaya (penangkaran), sedangkan 

konservasi insitu adalah upaya konservasi sumber daya genetik dalam populasi alami 

tumbuhan atau satwa. Konservasi eksitu dapat mencakup kegiatan breeding dan
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penelitian seperti pengumpulan data gen yang digunakan dalam membantu menjaga 

keberadaan suatu spesies hewan. 

 Perkembangan ilmu berpengaruh pada pendekatan filogenetik, sehingga 

kekerabatan antar organisme yang awalnya hanya berdasarkan data morfologi, 

anatomi, fisiologi dan paleontologi tetapi sekarang berkembang teknik molekuler 

dalam rekonstruksi filogenetik. Hal ini juga untuk menjembatani adanya organisme 

kompleks yang sulit dibedakan hanya dengan data morfologi. Data molekuler tersebut 

seperti peta restriksi, hibridisasi DNA, sekuen protein dan sekuen DNA. Kasuari 

Gelambir Ganda dengan Kasuari Kerdil memiliki penampakan tubuh yang sama dan 

hanya dibedakan dari ukuran tubuh dan gelambir, bahkan pada saat anakan dan 

remaja burung tersebut secara morfologi terlihat sama sehingga diperlukan analisa 

secara gentika untuk memastikan apakah spesies tersebut memiliki kekerabatan yang 

sangat dekat atau tidak. Analisa kekerabatan juga dapat digunakan untuk menentukan 

tempat release hewan tersebut karena adanya perbedaan habitat (Suparman, 2012). 

 Analisa kekerabatan dapat diketahui dengan cara melakukan analisa 

berdasarkan sekuen DNA mitokondria. DNA mitokondria merupakan molekul DNA 

rangkap yang berbentuk sirkuler dan memiliki laju mutasi yang tinggi, diturunkan 

hanya oleh induk betina atau ibu ke anak dan tidak mengalami rekombinasi. MtDNA 

telah banyak digunakan dalam enanda molekul studi genetika populasi, penelusuran 

kekerabatan, dan pelacakan beberapa penyakit (Wandia, 2001). Gen MtDNA yang 

biasanya digunakan salah satunya yaitu gen cytochrome b, gen ini merupakan salah 
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satu gen penyandi protein di dalam genom mitokondra yang banyak digunakan untuk 

meneliti hubungan spesies dari genus atau family yang sama (Widayanti dkk, 2004).  

 Eco Green Park merupakan lembaga eksitu yang ada di Jawa Timur. Eco 

Green Park memiliki beberapa jenis Kasuari salah satunya yaitu Kasuari Gelambir 

Ganda atau Kasuari Gelambir Ganda. Analisa kekerabatan Kasuari Gelambir Ganda 

pada Eco Green Park akan membantu untuk melihat kekerabatan pada Kasuari 

Gelambir Ganda yang dijadikan sampel, dan diharapkan kedepannya bisa dilakukan 

untuk program breeding. 

 Tindakan konservasi salah satunya adalah memiliki data gen dan melakukan 

analisa secara genetik dapat dilakukan pada Kasuari Gelambir Ganda. Gen 

Cytochrome b yang merupakan gen DNA mitokondria yang diturunkan oleh induk 

sehingga tidak terganggu oleh heterozigositas dapat digunakan untuk analisa 

kekerabatan. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini bertujuan untuk 

mempelajari kekerabatan Kasuari Gelambir Ganda (Casuarius casuarius) yang 

berada di Eco Green Park di Kota Batu Jawa Timur secara intraspesies dan 

interspesies berdasarkan sekuen gen Cytochrome b pada DNA Mitokondria 

menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR). 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Bagaimana kekerabatan individual (intraspesies) berdasarkan sekuen gen 

Cytochrome b dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) pada 

Kasuari Gelambir Ganda di Eco Green Park? 
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2. Bagaimana jarak genetik antar spesies (interspesies) antara Kasuari Gelambir 

Ganda (Casuarius casuarius) dengan Kasuari Kerdil (Casuarius bennetti) ? 

1.3 Batasan Masalah 

1. Sampel yang digunakan adalah bulu 4 ekor Kasuari Gelambir Ganda 

(Casuarius casuarius) dewasa (usia 7 tahun), 2 ekor berjenis kelamin jantan 

dan 2 ekor berjenis kelamin betina yang berada di Eco Green Park Kota Batu, 

Jawa Timur 

2. Gen Cytochrome b diisolasi dari bulu Kasuari Gelambir Ganda menggunakan 

QIAamp
®

 DNA Mini Kit (50). 

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

Kasuari Gelambir Ganda menggunakan program Primer 3 plus. 

4. Amplifikasi DNA gen Cytochrome b Kasuari Gelambir Ganda dilakukan 

dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan menggunakan 

sepasang primer forward (CYTB_F) 5’-GCTGACACCTCACTAGCCTT-3’ 

dan primer reverse (CYTB_R) 5’-AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’. 

5. Metode PCR dilakukan dengan mesin Biorad dengan program: predenaturasi 

94˚C selama empat menit, denaturasi 94˚C selama 30 detik, annealing 51,8˚C 

selama 30 detik, extension 72˚C selama satu menit, dan post extension 72˚C 

selama tujuh menit. 

6. Sekuensing DNA dilakukan dengan metode Sanger (dye terminator labelling) 

dengan menggunakan sepasang primer forward (CYTB_F) 5’- 
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GCTGACACCTCACTAGCCTT -3’ dan primer reverse (CYTB_R) 5’- 

AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’. 

7. Analisa data dilakukan dengan mendeskripsikan perbedaan sekuen DNA dan 

tingkat kekerabatan antar Kasuari Gelambir Ganda di Eco Green Park dan 

jarak genetik Kasuari Gelambir Ganda dengan Kasuari Kerdil menggunakan 

program Bioedit dan Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) dari NCBI 

serta program MEGA. 

1.4 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui kekerabatan individual (intraspesies) berdasarkan sekuen 

gen Cytochrome b dan jarak genetik pada Kasuari Gelambir Ganda 

(Casuarius casuarius) di Eco Green Park, Batu. 

2. Untuk mengetahui jarak genetik antar spesies (interspesies) antara Kasuari 

Gelambir Ganda (Casuarius casuarius) dengan Kasuari Kerdil (Casuarius 

bennetti). 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Diharapkan penelitian ini bermanfaat dalam menyediakan informasi 

genetik berupa perpustakaan gen dan juga hasil analisa kekerabatan untuk 

keperluan konservasi genetik Kasuari Gelambir Ganda di Eco Green Park, Batu. 

serta dengan mengetahui tingkat kemurnian suatu spesies maka galur murni akan 

tetap terjaga sehingga dapat membantu meningkatkan populasi. 
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kasuari Gelambir Ganda (Casuarius casuarius) 

 Kasuari Gelambir Ganda (casuarius casuarius) merupakan salah satu satwa 

endemik khas Papua dan dapat ditemukan di Kabupaten Merauke. Persebaran Kasuari 

tidak hanya di Papua melainkan terdapat di Benua Australia dan daerah Pulau Seram 

di Kepulauan Maluku. Kasuari termasuk jenis unggas yang tidak dapat terbang dan 

mengendalikan kedua kakinya yang besar untuk berjalan dan pertahanan diri. Kasuari 

memiliki ukuran tubuh yang cukup besar untuk jenis unggas. Tubuh Kasuari 

diselimuti oleh bulu berwarna hitam sedangkan warna pada kepala serta leher yaitu 

biru (Gambar 2.1) (Khalishah, 2016). 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Chordata 

Kelas  : Aves 

Ordo  : Struthioniformes 

Famili  : Casuariidae 

Genus  : Casuarius 

Spesies : Casuarius casuarius 
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        Gambar 2.1 Burung Kasuari Gelambir Ganda (Khalishah, 2016) 

 Burung Kasuari Gelambir Ganda dewasanya dapat tumbuh hingga mencapai 

170 cm. Burung Kasuari mempunyai kaki yang besar dan kuat dengan tiga buah jari 

pada masing-masing kakinya. Jari-jari kaki burung ini sangat berbahaya karena 

diperlengkapi dengan cakar yang sangat tajam. Seperti umumnya spesies burung yang 

berukuran besar, burung Kasuari Gelambir Ganda tidak dapat terbang. 

 Pertumbuhan kasuari di alam liar mengalami banyak penurunan sejak tahun 

1988 hingga sekarang berkisar sekitar 6000 -13.000 dan termasuk dalam kategori 

vulnerable pada IUCN. Penurunan populasi diakibatkan oleh rusaknya habitat hutan 

dan juga perburuan liar, hasil dari perburuan digunakan untuk berbagai macam 

diantaranya bulu digunakan untuk aksesoris dan daging yang di konsumsi oleh 

penduduk sekitar. Upaya konservasi untuk burung ini sudah dilaksanakan di Taman 

Nasional Wasur dan Cagar Alam Bupul, perkembangan yang baik dapat terlihat dari 
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ditemukannya beberapa sarang telur Kasuari yang menandakan habitat masih 80% 

cocok untuk berkembangbiak, hasil akurasi ini didukung oleh adanya beberapa data 

sekunder dari WWF Indonesia (Khalishah, 2016). 

2.2 Kasuari Kerdil (Casuarius bennetti) 

 Burung Kasuari kerdil merupakan spesies burung kasuari yang paling kecil 

dan banyak ditemukan di daerah Papua. Burung ini memiliki tinggi mencapai 1 meter 

dengan berat badan sekitar 25 kg, hanya memiliki sedikit selisih tinggi dengan 

Kasuari lainnya (Gambar 2.2). Habitat kasuari kerdil berada di hutan hujan area 

Papua, Pulau Seram dan Yapen. Makanan utama dari Kasuari Kerdil yaitu buah – 

buahan, serangga serta beberapa vertebrata kecil seperti kadal (Bruce et al., 2016). 

Kingdom : Animalia 

Filum  : Chordata 

Kelas  : Aves 

Ordo  : Struthioniformes 

Famili  : Casuariidae 

Genus  : Casuarius 

Spesies : Casuarius bennetti 
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Gambar 2.2 Burung Kasuari Kerdil (Bruce et al., 2016). 

Perbedaan secara morfologi jantan dan betina tidak terlalu tampak hanya pada betina 

warna bulu lebih cerah. Masa breeding Kasuari Kerdil pada bulan Juni hingga 

Oktober. Periode inkubasi pada saat telur telah keluar selama 47-54 hari. Anak 

Burung Kasuari akan memiliki corak strip pada bulu yang berwarna coklat dan akan 

mulai menghilang pada umur 3 bulan dan pada saat berumur 6 bulan bulu akan mulai 

tampak lebih coklat tua (Bruce et al., 2016). 

2.3 DNA Mitokondria (mtDNA) 

 Mitokondria merupakan organel sel dari eukariota (jamur, tumbuhan dan 

hewan) yang mempunyai fungsi utama untuk memproduksi ATP melalui proses 

fosforilasi oksidatif. Sebagian besar sel mamalia mengandung ratusan mitokondria. 

Setiap unit mitokondria berisi sedikit ataupun banyak kopi genom mtDNA. Satu sel 

somatik mengandung ratusan atau ribuan kopi genom mtDNA identik yang sebagian 

besar ditemukan pada jaringan yang membutuhkan banyak oksigen, seperti otak dan 

otot skeletal. Pola pewarisan mtDNA hanyalah dari pihak ibu. Mekanisme pewarisan 
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mtDNA terjadi karena reduksi mtDNA paternal (dari sperma) selama proses 

spermatogenesis. Pada saat fertilisasi mtDNA sperma mengalami dilusi sederhana 

dan proteolisis yang dimediasi ubiquitin serta digesti aktif mtDNA sperma didalam 

ovum yang dibuahi. Berbagai macam perlindungan sel telur, mtDNA paternal yang 

memasuki oosit menjadi hilang setelah ovum yang dibuahi mengalami pembelahan 

mitosis pertama (Hidayat, 2017).  

 Molekul mtDNA adalah molekul polimer rantai ganda, yaitu rantai heavy (H) 

strand dan rantai light (L) strand. H-strand memiliki banyak purin (adenin dan 

guanin), kemudian L-strand memiliki pirimidin (timin dan sitosin). Secara fungsional 

mtDNA mamalia dan manusia dibagi menjadi coding dan control region. Daerah 

codingregion berisi 37 gen tanpa intron yang mengkode 2 ribosomal RNA (12S dan 

16SrRNA), 22 transfer RNA (tRNA) dan 13 protein enzim. Daerah control region, 

yang bertanggungjawab terhadap D-loop, diikat oleh gen untuk tRNA
phe

 dan tRNA
pro

 

(Hidayat, 2017). 

 Beberapa penelitian terkait mtDNA dapat dilihat pada penelitian kekerabatan 

antara dua jenis Burung Kakak Tua (Cacatua alba) dan (C. moluccensis) 

menggunakan Cytochrome b metode PCR untuk kepentingan konservasi sebagai 

penuntun dalam mengevaluasi efek genetik dari perubahan populasi pada masa 

mendatang dan dapat dijadikan sebagai petunjuk dalam pengelolaan konservasi yang 

bertujuan untuk menjaga tingkat diversitas saat sekarang. Kekerabatan filogenetik 

dari Elang Laut Perut putih menggunakan Cytochrome b metode PCR digunakan 

untuk menggambarkan secara rinci mengenai keanekaragaman genetik spesies ini dan 
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hubungan kekerabatannya dengan spesies Haliaeetus yang lain sebagai salah satu 

upaya konservasi yang bertujuan untuk melestarikan keanekaragaman genetik dari 

suatu unit taksonomi. Penentuan karakteristik juga dapat menggunakan Cytochrome b 

metode PCR digunakan untuk menentukan kekerabatan, pola manajemen budidaya, 

serta sumber daya genetik mempunyai peran penting dalam pembentukan galur 

unggul, sementara keragaman genetik dapat diketahui melalui karakterisasi dan 

evaluasi yang lebih baik. Penggunaan Cytochrome C Oxidase Sub-unit 1 (COI) 

metode PCR dalam kegiatan konservasi juga dapat dilakukan seperti barcoding 

Rangkok Badak dan Elang Jawa untuk Konservasi genetika. 

 

Gambar 2.3 DNA mitokondria (Hidayat, 2017). 

2.4 Gen Cytochrome b 

 Gen Cytochrome b merupakan salah satu gen mitokondrial yang dikode oleh 

DNA mitokondria dan biasanya digunakan untuk menyelesaikan berbagai perbedaan 
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taksonomi.  Gen tersebut berperan dalam reaksi transportasi elektron dalam proses 

respirasi aerobik seluler pada sel eukariotik dan aerobik prokariotik, protein ini 

termasuk ke dalam rantai respirasi yang kemudian akan diteruskan ke Cytochrome c. 

Gen Cytochrome b memiliki beberapa variasi sehingga gen tersebut banyak 

digunakan untuk pembanding spesies dalam satu genus atau spesies yang sama. 

Seperti pada gen lain dalam mtDNA, gen Cytochrome b memiliki urutan yang 

spesifik dan memiliki keunggulan dalam hal jumlah yang mencapai 1000 kopi lokus, 

sehingga dapat digunakan untuk amplifikasi DNA target. Sekuen gen Cytochrome b 

memiliki keunikan yaitu bersifat kekal pada tingkatan spesies dan dapat digunkan 

untuk pengelompokan penentuan hubungan kekerabatan antar spesies. Cytochrome b 

memiliki delapan transmembran heliks dihubungkan oleh intramembran atau domain 

ekstramembran. Sekuen gen cyt b yang berasal dari Sus scrofa dengan ukuran dari 

base pair gen Cytochrome b sekitar 1140 bp (Farias et al., 2001). 

 

Gambar 2.4 Letak gen Cytochrome b dalam DNA mitokondria (May-Panloup et al., 2004). 
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 Sampel bulu Burung Kasuari Gelambir Ganda yang akan dibandingkan 

dengan Kasuari Kerdil menggunkan gene bank NCBI yaitu NC_002778.2 untuk 

Kasuari Gelambir Ganda dan U76051.1 untuk Kasuari Kerdil. Perbedaan basa 

nukleotida dari keduanya dapat dilihat pada gambar 2.5. Lokasi gen Cytochrome b 

pada mitokondria berada pada region kromosom MT diantara nomer 13.639 – 14.778 

dapat dilihat pada gambar 2.6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 2.5 Perbedaan basa nukleotida Kasuari Gelambir Ganda (atas) Kasuari 

 Kerdil (bawah) 
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Gambar 2.6 Letak Gen Cytochrome b pada Kasuari Gelambir Ganda 

2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode biomolekuler yang 

berfungsi untuk memperbanyak seg men DNA spesifik secara invitro menggunakan 

enzim DNA polymerase dan primer nukleotida yang nantinya akan berhibridisasi 

dengan DNA dari arah yang berlawanan. Pembuatan cetakan sebelum menggunakan 

PCR sangat diperlukan agar kedua serat hasil penyalinan dapat saling komplementer. 

Amplifikasi DNA dapat terjadi bila urutan nukleotida pada kedua ujung diketahui. 

Komponen yang perlu disiapkan dalam proses PCR adalah templat DNA, dNTPs, 

enzim polimerase DNA, buffer PCR, sepasang primer (forward dan reverse), dan 

magnesium klorida (Elza et al., 1998). 

 Proses pembuatan cetakan DNA pertama yaitu dengan melisiskan sampel atau 

isolasi DNA. Isolasi DNA menggunakan bulu dapat menggunakan 500 ml lysis buffer 

terdiri dari 50 mM Tris-HCl pH 8, 20 mM EDTA, 2% SDS dan proteinase K dengan 
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total konsistensi 175 mg/ml. Kelebihan dari isolasi DNA adalah mendapatkan 

kualitas DNA yang lebih baik dan murni (Elza et al., 1998). 

 Secara umum, proses PCR dibagi menjadi 3 tahap yaitu denaturasi, annealing, 

dan extension. Pertama tahap annealing DNA yang telah dicetak akan di denaturasi 

menggunakan pemanasan 94
o
C dalam waktu kurang lebih 60 detik menggunakan 

campuran primer oligonukleotida, enzim DNA polimerase dan empat macam dNTP. 

Campuran tersebut didinginkan hingga temperatur 37
o
-56

o 
yang akan menyebabkan 

primer annealing dengan sekuen target, kemudian bila temperature dinaikan lagi suhu 

72
o
-76

o
 C maka proses annealing terhenti dan memasuki tahap extension. Primer 

yang telah berhibridasi akan diperpanjang menggunakan DNA polymerase. Proses 

tersebut diulang hingga mendapatkan jumlah DNA yang diinginkan. Satu segmen 

DNA secara expotensial suatu segmen DNA akan diamplikasi sebanyak 30 kali 

replikasi dan akan menghasilkan 2 kali fragmen turunannya, sehingga dalam 

beberapa jam jumlah DNA dalam nanogram dapat diperbanyak jutaan kali (Elza et 

al., 1998). 

2.6 Sekuensing DNA 

 Sekuensing DNA merupakan proses penentuan urutan basa nukelotida pada 

molekul DNA. DNA molekul dihancurkan menggunakan prosedur kimia dan akan 

didapatkan hasil urutannya kemudian diberikan label, panjang fragmen yang diberi 

label merupakan identifikasi dari posisi dasar tersebut. Merode ini menggambarkan 

reaksi pembelahan DNA pada Guanin, Adenin, Sitosin dan Timin (Gambar 2.5). 

Metode yang sering dilakukan dalam sekuensing adalah menggunakan menggunakan 
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metode sanger. Metode sanger merupakan metode sekuensing DNA yang 

menggabungkan rantai-terminating dideoksi oleh polymerase DNA selama 

melakukan in vitro replikasi DNA. Proses awal reaksi PCR menggunakan satu primer 

atau dua primer dan ditambahkan dideixynucleotida yang dilabel fluorescent 

(Widowati, 2013). 

 Ekstensi rantai DNA Metode Sanger dimulai pada DNA cetakan 

menggunakan oligonukleotida pendek yang disebut primer. Primer dapat 

diperpanjang menggunakan DNA polimerase yaitu enzim yang dapat melakukan 

replikasi DNA. Penggunaan jenis basa deoksinukleotida (dNTP) dan nukleotida 

pemutus atau dalam konsentrasi rendah (ddNTP) ditambahkan bersamaan dengan 

primer dan DNA polimerase. Penempelan ddnTP pada cetakan akan mengakibatkan 

terhentinya sintesis utas dengan DNA cetakan oleh dNTP. Reaksi ini menghasilkan 

beberapa fragmen yang berbeda panjangnya dengan label radioaktif. Fragmen DNA 

tersebut kemudian dipisahkan melalui gel elektroforesis poliakrilamida (Jannah, 

2014). 

  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, 

mudahdianalisis, dan lebih ekonomis. Metode penghentian rantai sangat 

mempermudah sekuensing DNA. Keterbatasan pengikatan primer yang tidak spesifik 

terhadap DNA mempengaruhi pembacaan urutan DNA secara akuratdan struktur 
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sekunder DNA. Panjang sekuen yang dihasilkan berkisarantara 1.0001.200 

pasangbasa (bp) dan tidak mampumencapai lebih dari 2.000 bp (Jannah, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.7 Skema sekuensing DNA Metode Sanger (Franca et al., 2002) 
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN 

3.1 Kerangka Konseptual 

 Burung Kasuari merupakan hewan yang dilindungi oleh Negara berdasarkan 

Peraturan Pemerintah (PP) Republik Indonesia Nomor 7 Tahun 1999. Status IUCN 

vulnerable (rentan). Tindakan konservasi harus dilakukan untuk tetap dapat 

melestarikan populasi dari burung tersebut. Analisa kekerabatan dapat dilakukan 

untuk melihat kekerabatan dari suatu individu spesies dan membandingkan dengan 

spesies lainnya. Perbandingan interspesies dari Kasuari Gelambir Ganda dan Kasuari 

Kerdil dilakukan karena adanya kesamaan dari anakan dan pada saat remaja. 

Perbandingan ini dapat dilakukan dengan mengambil sampel bulu Burung Kasuari 

Gelambir Ganda dan gen Kasuari Kerdil dari NCBI. Sampel bulu diambil dari masing 

masin individu Kasuari Gelambir Ganda yang akan diisolasi untuk mendapatkan 

DNA. Gen yang digunakan adalah gen Cytochrome b NC_002778.2 untuk Kasuari 

Gelambir Ganda dan U76051.1 untuk Kasuari Kerdil, karena gen tersebut dapat 

membantu menentukan kekerabtan dari individu dalam suatu populasi.  

 Amplifikasi DNA dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reaction 

(PCR). Teknik PCR adalah teknik amplifikasi DNA secara in vitroyang 

membutuhkan sepasang primer forward dan primer reversedengan target gen 421 bp 

dari total 1140 bp. Teknik selanjutnya adalah melakukan sekuensing untuk 

mendapatkan urutan basa nukleotida dengan memisahkan masing-masing basa 

nukelotida. Hasil sekuen DNA dilakukan penyejajaran menggunakan algoritma
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ClustalW multiple alignment, selanjutnya dilakukan analisa kekerabatan antar Kasuari 

gelambir ganda secara deskriptifdari hasil pengolahan perangkat lunak MEGA versi 

X. Hasil sekuen yang didapatkan selanjutnya akan dibandingkan dengan gen spesies 

terdekat yaitu kasuari kerdil dengan metode bootstrapped Neighbor-Joining (NJ) 

(Fautley, 2013).  

 Hasil yang diharapkan pada penelitiaan ini adalah kekerabatan secara 

intraspesises antar individu sampel kasuari gelambir ganda memiliki identity sekuen 

gen Cyt-b yang tinggi jika dibandingkan dengan data gene bank NCBI kasuari kerdil 

(U76051.1) dan jarak genetik antar individu kasuari gelambir ganda berada dibawah 

2%. Kekerabatan secara interspesies antara kasuari gelambir ganda dengan kasuari 

kerdil adalah melihat dari jarak genetik lebih dari 2% dan posisi dari pohon 

filogenetik yaitu dalam posisi sister spesies ataupun out group sehingga terlihat 

bahwa kedua kasuari tersebut berbeda spesies. Bagan kerangka konseptual dapat 

diamati pada Gambar 3.1. 
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Penentuan spesies kasuari melalui struktur anatomi, morfologi, dan  habitat 

Kasuari kerdil dan Kasuari gelambir ganda merupakan outergroup tetapi 

memiliki morfologiyang mirip saat remaja (wilcken and romer., 1997). 

Analisa secara molekular (genetika) pada 

sampel kasuari gelambir ganda 

Variabilitas Genetik melalui gen 

Cytochrome b 1-1140 bp 

Kekerabatan interspesies antara kasuari 

gelambir ganda dengan kasuari kerdil 

memiliki jarak genetik pada di atas 2% dan 

posisi pohon filogenetik sister group ataupun 

out group menunjukan berbeda spesies 

Analisa secara 

deskriptif 

Gambar 3.1 Bagan Kerangka Konseptual 

Terjadi mutasi transisi 

Perubahan basa purin menjadi purin 

atau pirimidin menjadi pirimidin 

Terjadi mutasi tranversi 

Perubahan basa purin menjadi 

pirimidin atau  sebaliknya 
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 3.2 Hipotesis Penelitian  

Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat diajukan 

adalah sebagai berikut:  

1. Kasuari gelambir ganda yang dijadikan sampel pada Eco Green Park memiliki  

kekerabatan yang sesuai dengan kekerabatan pada tingkat intraspesies (dilihat 

dari pohon filogenetik dan juga perhitungan pairwise distance yang meliputi 

genetic distance dan sequence diversity). 

Melihat jarak genetik pada tingkat interspesies antara Kasuari gelambi ganda 

(Casuarius casuarius) dengan Kasuari kerdil (Casuarius bennetti) (dilihat dari pohon 

filogenetik dan juga perhitungan pairwise distance yang meliputi genetic distance 

dan sequence_diversity). 
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN 

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian dilaksanakan di Laboratorium ADD (Animal diagnostic desease) 

FKH UB untuk pelaksanaan PCR dan Laboratorium Genetika Fakultas Sains dan 

Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maliki Ibrahim Malang untuk Uji 

kuantitas DNA dengan sampel yang diperoleh dari Eco Green Park, Batu Jawa Timur 

pada bulan Februari 2019 - April 2019. 

4.2 Pemilihan Sampel Kasuari Gelambir Ganda 

 Pengambilan sampel bulu Kasuari Gelambir Ganda yang digunakan berasal 

dari Eco Green Park, Batu Jawa Timur. Pemilihan sampel bulu Kasuari Gelambir 

Ganda dilakukan berdasarkan jenis kelamin dan usia. Tabel 4.1 menunjukkan 

informasi singkat masing – masing individu Kasuari Gelambir Ganda. 

Tabel 4.1 Data Informasi Indvidu Sampel Kasuari Gelambir Ganda 

    No. Nama 

Umur 

(Tahun) 

Jenis 

Kelamin 

 Kode Sampel 

1 GGWB1 >7 Jantan  G1 

2 GGWB2 >7 Betina  G2 

3 GGWB3 >7 Jantan  G3 

4 GGWB4 >7 Betina  G4 
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4.3 Alat dan Bahan 

 Alat – alat yang digunakan pada penelitian ini adalah sarung tangan, masker, 

pinset, gunting, kamera, tisu, ice box, kertas label, microsentrifuge tube (1,5 mL), 

micro PCR tube (200 µl), white tip, yellow tip, blue tip, mikropipet, mesin vortex, 

mesin penangas, sentrifugator, inkubator, timbangan analitik digital, freezer, mesin 

PCR (SensoQuest Thermocycler), komputer, ND-1000 Spectrophotometer, UV-

Transilluminator, dan Mupid-ExuElectrophoresis. 

 Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah bulu pada bagian punggung, 

primer forward (CYTB_F) 5’- GCTGACACCTCACTAGCCTT -3’ dan primer 

reverse (CYTB_R) 5’- AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’, lysis buffer (50 mM 

Tris-HCl pH 8, 20 mM EDTA, 2% SDS, proteinase K, buffer elektroforesis, PCR mix 

(Promega GoTaq
®
 Green Master Mix 2

x
), loading dye, agarose gel 1% dan 1,8%, 

DNA ladder double destilate H20 (ddH2O,), dan larutan TBE 1x. 

4.4 Tahapan Penelitian 

  Tahapan penelitian pertama yakni koleksi sampel berupa bulu Burung Kasuari 

Gelambir Ganda. Kedua melakukan isolasi DNA dari sampel bulu yang didapat. 

Ketiga melakukan uji kuantitas dan kualitas isolasi DNA yang digunakan. Kempat 

melakukan desain primer yang meliputi primer forward dan reverse. Kelima 

melakukan kegiatan PCR, hasil dari PCR selanjutnya diuji kualitas dan kuantitasnya. 

Produk PCR di sekuensing, dan tahap terakhir menganalisa data kerangka operasional 

dapat dilihat pada Gambar 4.1 
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. Sampel: 4 Burung Kasuari Gelambir  

 Ganda  (2 jantan dan 2 betina) 

 

  

     Sampel bulu burung  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                      Gambar 4.1 Kerangka Operasional 

Isolasi DNA bulu 

burung 

Uji kualitas 

menggunakan 

agarose 1% 

(Elektroforesis) 

Uji kuantitas 

(Spektrofotometer) 

 

Produk PCR 

Uji kualitas menggunakan 

agarose 1,8% (Elektroforesis) 

Purifikasi Produk  

Sekuensing 

DNA 

Analisa Sekuen DNA 

(BioEdit, BLAST, 

MEGA versi X) 

Amplifikasi DNA dengan (PCR) 

Primer forward (Cytb F) 

5’GCTGACACCTCACTAGCCTT’3 

Primer reverse (Cytb R) 

5’ AGGTGAATGAGGGTGATGCC’3 

Target Gen: 421 bp 
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4.5 Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini merupakan penelitian studi kasus yang dianalisa secara 

deskriptif, yaitu dengan mendeskripsikan hasil analisa data masing – masing sampel. 

Data diperoleh dari sekuen DNA Cytochrome b untuk merekonstruksi pohon 

filogenetik dalam menentukan kekerabatan individual antara Kasuari Gelambir 

Ganda dan Kasuari Kerdil. Jumlah sampel yang akan diujikan berjumlah 4 sampel 

bulu dari Kasuari Gelambir Ganda, yang selanjutnya akan dilakukan isolasi DNA 

melalui sampel bulu tersebut. Hasil dari isolasi DNA akan diukur konsentrasinya 

menggunakan spektofotometri dan gel agarose 1% untuk ukurannya. Sampel DNA 

diamplifikasi menggunakan PCR dengan sepasang primer forward (CYTB_F) 5’- 

GCTGACACCTCACTAGCCTT -3’ dan primer reverse (CYTB_R) 5’- 

AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’. Ukuran fragmen dari produk PCR dapat 

diukur menggunakan elektroforesis gel agarose 1,8%, kemudian produk 

disekuensing. Hasil dari sekuensing fragmen DNA kemudian dilakukan analisis 

menggunakan program BioEdit, BLAST NCBI, aplikasi MEGA versi X, kemudian 

dianalisa secara deskriptif. 

4.6 Prosedur Kerja 

4.6.1. Pengambilan Sampel Bulu Kasuari Gelambir Ganda 

 Penelitian ini menggunakan bulu Burung Kasuari Gelambir Ganda bagian 

punggung dicabut menggunakan pinset. Tiap bulu dimasukkan ke dalam amplop 

yang diberi label berbeda. Sampel bulu yang diambil kemudian dipotong kecil – 

kecil dan disimpan pada tabung 50 ml dan diletakkan di freezer (Wirastika, 2013) 
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4.6.2 Isolasi DNA 

 Isolasi DNA dari bulu Kasuari Gelambir ganda dilakukan menggunakan 

QIAamp® DNA Mini Kit. Prosedur dilakukan sesuai dengan protocol kit yang 

memiliki 3 prinsip utama yakni melakukan perusakan pada dinding eritrosit atau 

leukosit, melakukan pemisahan DNA dari bahan padat seperti protein, dan melakukan 

pemurnian DNA. Protokol isolasi DNA menggunakan QIAamp® DNA Mini Kit dapat 

dilihat di Lampiran 1. 

4.6.3 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA 

4.6.3.1 Uji Kuantitas DNA 

 Uji kuantitas DNA hasil isolasi dilakukan menggunakan mesin ND-1000 

Spectrophotometer. Blanko yang digunakan cairan buffer, pelarut, ataupun cairan 

pembawa yang digunakan pada sampel. Cairan yang digunakan adalah ddH2O 

sebanyak 1 µL. Cairan ddH2O diteteskan langsung pada pedestal submicroliter cell 

sebanyak 1µL. Absorbansi blanko diukur dengan  menekan tombol blank setelah lid 

(penutup) ditutup. Rata-rata panjang gelombang yang digunakan adalah 260 nm dan 

280 nm.Sampel diambil sebanyak 1 µL, kemudian diteteskan diatas pedestal 

submicroliter cell yang telah dibersihkan. Lid ditutup diatas sampel yang telah 

diteteskan. Tekan tombol sample kemudian ditunggu hingga hasilnya keluar di layar 

monitor. 

4.6.3.2 Uji Kualitas DNA 

 Uji kualitas DNA dari Bulu Burung Kasuari Gelambir Ganda dapat dilakukan 

menggunakan elektroforesis agarose 1% dan menggunakan mesin Mupid-
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ExuElectrophoresis (Novitasari dkk., 2014).. Protokol uji kualitas DNA dapat dilihat 

pada Lampiran 2. 

4.6.4 Desain Primer  

 Desain primer merupakan komponen PCR yang digunakan sebagai template 

dan menentukan akurasi sekuen DNA yang akan diamplifikasi. Desain primer 

memiliki sepasang primer yaitu forward dan reverse. Primer yang didapatkan 

merupakan rangkaian basa nukleotida yang memiliki beberapa syarat yaitu pertama 

panjang basa berkisar 18 – 30 terdiri dari A, G, C, dan T. Kedua Primer Melting 

Temperature (Tm) atau suhu leleh merupakan suhu yang dibutuhkan oleh primer 

untuk mengalami disosiasi atau lepas ikatan. Suhu leleh yang baik berkisar 52 -58
o
C. 

Ketiga adalah jumlah C-G adalah 40-60% dari total primer. Keempat selisih Primer 

Melting Temperature, pasangan primer sebaiknya tidak memiliki selisih suhu leleh 

yang terlalu tinggi. Pasangan primer yang memiliki suhu leleh lebih dari 5
o
C 

menyebabkan penurunan proses amplifikasi atau bahkan tidak akan terjadi. Kelima 

adalah pengulangan atau repeat and runs, pengulangan dengan basa yang sama atau 

lebih dari tiga basa berurutan, contoh AGCGGGGGATG memiliki 5 basa berurutan 

G harus dihindari karena dapat menyebabkan terjadinya breathing pada primer dan 

mispirming, sehingga proses penempelan dari primer menjadi sulit. Pengulangan 2 

basa yang sama juga tidak dianjurkan, contoh ATATATAT karena akan 

menimbulkan adanya hairpin. Hairpin merupakan struktur yang terbentuk oleh basis 

pasnagan asam oynucleic antara urutan komplementer untai tunggal baik DNA 

maupun RNA (Sasmito dkk., 2014). Primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA 
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dengan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) didesain menggunakan NCBI 

Genebank : NC_002778.2 421 bp circular antara 172 - 533 DNA Casuarius 

casuarius cytochrome b gene, mitochondrion, complete genome. Primer forward 

yang didapatkan adalah (CYTB_F) 5’- GCTGACACCTCACTAGCCTT - 3’ ( length 

: 20 bp; Tm : 56,8
o
C; GC : 55%) dan primer reverse (CYTB_R) 5’- 

AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’ (length : 20 bp; Tm : 57,3
o
C; GC : 55 %) 

dengan target produk PCR 421 bp . Pembuatan primer dilakukan secara manual 

menggunakan aplikasi primer3plus di www.bioinformatics.nl dengan mencocokan 

setiap kemungkinan primer yang dapat digunakan dengan mengukur ketepatan 

Primer Melting Temperature dan komposisi GC menggunakan aplikasi bernama 

Olygo Analyzer. Desain primer yang telah jadi akan dipesan melalui perusahaan 

bernama Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) yang berasal dari Singapore. 

 

 

Gambar 4.2 Perbedaan Cytochrome b Kasuari Gelambir Ganda dan Kasuari Kerdil 
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Gambar 4.3 Letak target gen yang digunakan pada Kasuari Gelambir Ganda 

4.6.5 Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)  

 Hasil sampel isolasi DNA Burung Kasuari Gelambir Ganda kemudian 

diamplifikasi menggunakan metode PCR. Sepasang primer yang digunakan adalah 

primer forward (CYTB_F) dan reverse (CYTB_R). Campurkan larutan yang akan 

dilakukan amplifikasi dimulai dengan 1µL DNA, 1µL primer forward 10 pmol, 1µL 

primer reverse 10 pmol, 5µL PCR mix dan 2 µL ddH20 ke dalam microtube 200µL. 

Bahan yang telah dicampurkan dimasukkan ke dalam mesin PCR. Mesin PCR 

melakukan amplifikasi dngan beberapa tahap yaitu yang pertama adalah 

predenaturasi, predenaturasi delakukan dengan suhu 94
o
C selama empat menit dan 

diikuti dengan denaturasi suhu 94
o
C selama 30 detik. Kedua adalah tahap annealing, 

suhu annealing mengikuti suhu dari Tm primer 50,9
o
C selama 30 detik, tahap ketiga 

extension suhu 72
o
C selama 7 menit (Handoyo dan Rudiretna, 2000). 

4.6.6 Uji Kualitas Produk PCR 

 Pengujian kualitas produk PCR digunakan untuk memvisualisasikan produk 

PCR gen Cytochrome b dari bulu Kasuari Gelambir Ganda dan dilanjutkan 

menggunakan gel agarose yang diklakukan running elektroforesis. Sebanyak 3µL 
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Produk PCR tersebut dipipet ke dalam sumur gel agarose 1% dengan TBE 1x pada 

voltase 100V, selama 30 menit. Kemudian didokumentasikan hasil eletroforesis 

dengan kamera digital pada UV-transiluminator (Lampiran 2).  

4.6.7 Sekuensing DNA 

 Sekuensing produk PCR dari gen Cytochrome b dilakukan dua arah yaitu 

dengan menggunakan primer BEL_F dan BEL_R 10pmol untuk melihat sekuen gen 

Cytochrome b sepanjang 421 bp yang teramplifikasi dengan menggunakan metode 

Sanger sequencing (dideoxy sequencing). Konsentrasi DNA produk PCR minimal 

50ng/μL 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. 

4.6.8 Analisa Data 

 Data yang telah diperoleh dari hasil penelitian akan dilakukan pembahasan 

secara kualitatif dengan mendeskripsikannya. Kekerabatan empat sampel Kasuari 

Gelambir Ganda di Eco Gren Park kota Batu Jawa Timur, melalui homologi gen 

Cytochrome b dengan software Bioedit dan BLAST NCBI. Tahap analisis dimulai 

dengan menyejajaran sekuen kasuari gelambir ganda GGWB1, GGWB2, GGWB3, 

GGWB4 dengan database Kasuari Gelambir Ganda NCBI Genebank : NC_002778.2. 

menggunakan program Bioedit. Analisis filogeni menggunakan perangkat lunak 

MEGA versi X dengan metode bootstrapped Neighbor-Joining (NJ) memakai 1000 

kali pengulangan. Hasil analisis program MEGA versi X tersebut akan diperoleh 
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matriks jarak genetik persamaan basa nukleotida untuk menentukan pohon filogenetik 

seberapa dekat jarak antara kasuari gelambir ganda dengan kasuari kerdil. 
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 Isolasi DNA Kasuari Gelambir Ganda 

 Isolasi DNA dilakukan menggunakan sampel bulu yang diekstrak 

menggunakan protokol QIAamp® DNA Mini Kit. Hasil isolasi memiliki tujuan untuk 

mendapatkan hasil isolasi DNA total yang setelahnya dilakukan uji kuantitas 

menggunakan Implen NanoDrop® Spectrophotometer ND-100 dengan panjang 

gelombang A260 dan A280 nm. Hasil konsentrasi dan kemurnian dari bulu Kasuari 

gelambir ganda dapat dilihat pada tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Kemurnian DNA Kasuari Gelambir Ganda 

Sampel Kemurnian (Absorbansi 260/280 nm) 

GGWB1 1,10 

GGWB2 1,92 

GGWB3 0.80 

GGWB4 0,86 

 

 Menurut Ayu, dkk (2011) DNA dinyatakan murni apabila memiliki 

perbandingan A260 dan A280 yaitu 1,8 – 2,0. Kurangnya nilai absorbansi dari 1,8 dapat 

disebabkan adanya kontaminasi yang ditimbulkan oleh protein, sedangkan untuk nilai 

absorbansi di atas 2,0 disebabkan adanya kontaminasi dari RNA. Hasil kemurnian 

pada keempat sampel yang telah diuji, terdapat dua sampel GGWB1 dan GGWB3 

yang menunjukan hasil di bawah 1,8 yang menyatakan adanya kontaminasi dari
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protein, sedangkan untuk sampel GGWB4 didapatkan nilai absorbansi di atas 2 

menunjukan adanya kontaminasi dari RNA. Kontaminasi protein mempunyai arti 

bahwa terdapat kontaminasi dari protein yang tidak terpurifikasi sempurna. 

Konsentrasi dan kemurnian hasil dari isolasi DNA dipengaruhi oleh kecepatan isolasi 

dan komposisi penambahan lisis buffer (Sholihah, 2014). Hasil dari isolasi yang 

dilakukan tetap diuji secara kualitatif untuk melihat hasil isolasi yang terkontaminasi 

protein atau RNA dapat digunakan untuk kemudian dilanjutkan sekuensing.  

 Tingkat kemurnian ditentukan dalam rasio antara A260 nm dan A280 nm pada 

sampel DNA. Nilai A260 menunjukan nilai maksimal DNA yang dapata menyerap 

sinar UV, sedangkan A280 adalah nilai maksimal residu protein atau phenol dapat 

meyerap cahaya. Teknik PCR dapat dignakan untuk amplifikasi region genome DNA 

yang tidak diketahui dan DNA yang memiliki konsentrasi rendah dapat dilanjutkan 

untuk diamplifikasi tetapi memiliki resiko penempelan primer dapat tidak sesuai 

target. (holihah, 2014). 

 Uji kualitatif dilakukan dengan metode elektroforesis agarose 1%. Hasil dari 

isolasi DNA agarose 1% dapat dilihat pada Gambar 5.1. Elektroforesis adalah suatu 

metode peisahan yang memanfaatkan medan listrik yang dihasilkan oleh elektroda 

yang dapata memisahkan senyawa yang memiliki muatan berupa kation maupun 

anion. Elektroforesis membutuhkan media untuk pemisah seperti gel agarosa. Gel 

agarosa merupakan polisakarida yang diekstrak dari rumput laut. Agarosa sendiri 

bersifat non toksik sehingga tidak membahayakan pada saat digunakan (Langga dkk, 

2012). Pembacaan menggunakan gel agarosa untuk DNA memerlukan DNA marker 
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ladder, digunakan DNA marker 1 kb karena dapat membantu menandai DNA lebih 

spesifik dari 250 bp hingga 10.000 bp (Saniy, 2014). Alat dari elektroforesis akan 

memberian hasil berupa pita-pita pemisah senyawa, untuk kecepatan gerak molekul 

tergantung dari kekentalan medium serta pada bentuk molekulnya (Harahap. 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 5.1 Hasil elektroforesis isolasi DNA total agarose 1% 

 Hasil uji kualitatif isolat DNA menggunakan mesin elektroforesis 

menunjukan bahwa hasil keempat sampel di atas 10.000 bp, menunjukan kualitas dari 

isolasi baik. Hasil isolasi DNA menunjukkan DNA dapat diisolasi dengan baik yang 

ditunjukkan dengan munculnya pita yang jelas dan terang dan berada di atas marker 

pada semua sumuran (Hidayati dkk., 2016). Hasil isolat DNA yang didapat 

selanjutnya digunakan untuk amplifikasi DNA dengan teknik PCR. 

5.2 Hasil Amplifikasi Gen Cyt-b dengan Metode PCR 

 Amplifikasi gen Cytochrome b dilakukan bertujuan untuk mendapatkan 

fragmen gen Cytochrome b yang akan dianalisa untuk melihat persamaan antara 

G1 G2 G3 
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sekuen DNA Kasuari gelambir ganda di Eco Green Park. Desain primer berasal dari 

NCBI Genebank : NC_002778.2 421 bp circular antara 172 - 533 DNA Casuarius 

casuarius cytochrome b gene, mitochondrion, complete genome. 

 

     Gambar 5.2 Origin Oligo Nukleotida Gen Cyt-b 

     Keterangan : Biru: Primer forward Cyt-b kuning: Primer reverse Cyt-b  

     (Primer3plus, 2019). 

 

 Berdasarkan Gambar 5.2 diketahui bahwa primer forward memiliki urutan 

basa nitrogen (CYTB_F) 5’- GCTGACACCTCACTAGCCTT - 3’ ( length : 20 bp; 

Tm : 56,8
o
C; GC : 55%) dan primer reverse (CYTB_R) 5’- 

AGGTGAATGAGGGTGATGCC -3’ (length : 20 bp; Tm : 57,3
o
C; GC : 55 %) 

dengan target produk PCR 421 bp. 

 Program PCR yang digunakan meliputi denaturasi, annealing, dan ekstensi. 

Tahap pertama yaitu menggunakan mesin PCR Biorad predenaturasi dengan suhu 

94
o
C selama 4 menit untuk menstabilkan suhu yang dilanjutkan denaturasi selama 30 

detik suhu 94
o
C untuk memecah DNA doube helix menjadi single helix, dilanjutkan 

annealing dengan suhu yang sudah ditentukan dan yang paling cocok dengan primer 
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yaitu 56
o
C  dan ekstensi berlangsung sebanyak 35 siklus dengan suhu 72

o
C selama 7 

menit untuk memperpanjang untaian DNA.  

 Hasil PCR diuji secara kualitatif  menggunakan elektroforesis gel agarosa 

konsentrasi 1,8% . Penggunaan gel agarosa memiliki beberapa tingkatan konsentrasi, 

rentan yang biasa digunakan yaitu pada konsentrasi 0,2% hingga 3%, semakin rendah 

tingkat konsentrasi gel agarosa semakin cepat DNA fragmen melewatinya tetapi 

spesifikasi molekul yang melewati rendah, sehingga untuk mengetahui spesifikasi 

molekul yang melewatinya konsentrasi yang dibutuhkan semakin tinggi ( Barril and 

Nates, 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Produk PCR pada Agarosa 1.7% 

          Keterangan: M: Marker 100bp, G1: GGWB1, G2: GGWB2, G3: GGWB3, 

         G4: GGWB4 

 Hasil uji kualitas produk PCR masing – masing individu menunjukan panjang 

base pair yaitu G1 (GGWB1) 419 bp, G2 (GGWB2) 409 bp, G3 (GGWB3) 409 bp, 
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G4 (GGWB4) 420 bp. Target base pair yang diinginkan adalah 421 bp. Hasil dari 

keempat sampel PCR mendekati dari target sehingga dapat digunakan untuk 

sekuensing. 

5.3 Hasil Sekuensing Gen Cyt-b 

 Sekuensing DNA memiliki tujuan yaitu menentukan urutan basa nitrogen 

(adenin, guanin, sitosin, dan timin) pada suatu sampel DNA (Tasma, 2015). Keempat 

sampel yaitu GGWB1, GGWB2, GGWB3, dan GGWB4 dilakukan sekuensing. 

Metode yang digunakan yaitu metode sanger. Hasil sekuensing selanjutnya akan 

dibaca menggunakan program Bioedit. Hasil sekuen berupa grafik elektroferogram 

dan data berupa urutan basa hasil sekuensing dalam format FASTA. Urutan basa 

dapat dibaca melalui program BLAST untuk mengetahui kualitas hasil sekuensing, 

hasil yang didapat berupa presentasi dari query coverage dan identity. 

 Query coverage merupakan presentasi panjang sekuen sampel yang 

disejajarkan dengan panjang sekuen yang terdapat pada genebank. Identity 

merupakan persamaan hasil basa nukleotida sekuensing yang didapat dengan sekuen 

referensi (Newell et al., 2013). Hasil query coverage dan identity dapat dilihat pada 

Tabel 5.2 

Tabel 5.2 Query Coverage dan Identity Sampel terhadap Genebank Kasuari Gelambir 

Ganda (NC_002778.2) 

Sampel 
Panjang Basa 

(bp) 
Query coverage Identity 

GGWB1 397 95% 99% 

GGWB2 395 95% 99% 

GGWB3 394 95% 99% 

GGWB4 401 95% 99% 
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 Sampel GGWB1, GGWB2, GGWB3, GGWB4 memiliki query coverage 

sama yaitu 95% dengan identity mencapai 99%. Hasil sekuensing GGWB1 setelah 

dilakukan BLAST diketahui memiliki query coverage 95% di mana dari 397 total 

basa nukleotida, terdapat 395 segmen basa nukleotida yang sejajar dengan referensi 

pada titik 18-395 terhadap titik referensi 13.856-14.233 dengan identity 99% di mana 

dari 378 basa nukleotida terdapat 370 basa nukleotida yang sama (Tabel 5.2 dan 

Gambar 5.4) 

 Hasil sekuensing GGWB2 setelah dilakukan BLAST diketahui memiliki 

query coverage 95% di mana dari 395 total basa nukleotida, terdapat 394 segmen 

basa nukleotida yang sejajar pada titik 19-394 terhadap titik referensi 13.858-14.233 

dengan identity 99% di mana dari 376 basa nukleotida terdapat 375 basa nukleotida 

yang sama (Tabel 5.2 dan Gambar 5.5). 

 Sampel GGWB3 memiliki hasil query coverage 95% dengan total basa 

nukleotida 394 terdapat 393 segmen basa nukleotida yang sejajar pada titik 18-393 

terhadap titik referensi 13.858-14.233 dengan identity 99% di mana dari 376 basa 

nukleotida terdapat 375 basa nukleotida yang sama (Tabel 5.2 dan Gambar 5.6). 

 Sampel GGWB4 setelah dilakukan BLAST memiliki hasil query coverage 

95% dengan total basa nukleotida 401 terdapat 395 segmen basa nukleotida yang 

sejajar pada titik 14-395 terhadap titik referensi 13.851-14.233 dengan identity 99% 

di mana dari 383 basa nukleotida terdapat 381 basa nukleotida yang sama (Tabel 5.2 

dan Gambar 5.7). 
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Gambar 5.4 Hasil BLAST gen Cyt-b sampel GGWB1 terhadap urutan nukleotida genebank 

NCBI: NC_002778.2 

Keterangan: Query coverage 95% dan identity 99% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.5 Hasil BLAST gen Cyt-b sampel GGWB2 terhadap urutan nukleotida genebank 

NCBI: NC_002778.2 

Keterangan: Query coverage 95% dan identity 99% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

39 
 

 

Gambar 5.6 Hasil BLAST gen Cyt-b sampel GGWB3 terhadap urutan nukleotida genebank 

NCBI: NC_002778.2 

Keterangan: Query coverage 95% dan identity 99% 

 

 
Gambar 5.7 Hasil BLAST gen Cyt-b sampel GGWB4 terhadap urutan nukleotida genebank 

NCBI: NC_002778.2 

Keterangan: Query coverage 95% dan identity 99% 
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5.4 Hasil Penyejajaran Sekuen DNA Gen Cyt-b 

 Sekuen gen Cyt-b masing-masing sampel individu kasuari gelambir ganda 

GGWB1, GGWB2, GGWB3, dan GGWB4 disejajarkan menggunakan referensi dari 

database kasuari gelambir ganda NCBI Genebank : NC_002778.2. Perbandingan 

menggunakan 376 bp, dari basepair ke 226 sampai 601. Sekuen sampel kasuari 

gelambir ganda akan disejajarkan dengan gen Cyt-b kasuari kerdil NCBI Genebank : 

U76051.1. 

 

Gambar 5.8 Penyejajaran sekuen sampel GGWB1, GGWB2, GGWB3, GGWB4 terhadap 

referensi kasuari gelambir ganda genebank dan kasuari kerdil genebank 

Keterangan: kotak hijau transisi dan kotak merah tranversi 

 Hasil sekuen sampel GGWB1, GGWB2, GGWB3 dan GGWB4 disejajarkan 

dengan sekuen referensi genebank kasuari gelambir ganda dan kasuari kerdil 

menggunakan algoritma ClustalW Multiple Aligment pada software Bioedit (Gambar 

5.8 dan Tabel 5.3) 
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 Mutasi dapat terjadi pada saat proses amplifikasi DNA, terdapat empat jenis 

mutasi yaitu transisi di mana bergantinya purin (A, G) menjadi purin (A, G) atau 

pirimidin (C, T) menjadi pirimidin (C, T), kemudian transversi yaitu purin (A, G) 

menjadi pirimidin (C, T) atau sebaliknya pirimidin (C, T) menjadi purin (A, G), 

selanjutnya delesi yaitu kurangnya basa nukleotida, terakhir inversi yaitu 

penambahan basa nukleotida (Warmadewi, 2017). 

Tabel 5.3 Karakteristik Gen Cyt-b terhadap referensi Gen Cyt-b Kasuari Gelambir 

Ganda dan Kasuari Kerdil 

Sampel 
Jenis 

       Mutasi 
Jumlah Total 

Gen Referensi 

Kasuari Kerdil 

Tranversi 2 
13 

Transisi 11 

GGWB1 
Tranversi 0 

1 
Transisi 1 

GGWB2 
Tranversi 0 

1 
Transisi 1 

GGWB3 
Tranversi 0 

1 
Transisi 1 

GGWB4 
Tranversi 0 

1 
Transisi 1 

Total 17 

 

 Empat sampel kasuari gelambir ganda dan data kasuari kerdil yang telah 

dibandingkan dengan data genebank kasuari gelambir ganda menunjukan terdapat 17 

basa nukleotida yang bermutasi, di mana 2 basa mengalami mutasi tranversi dan 15 

basa mengalami mutasi transisi. Sampel GGWB1, GGWB2, GGWB3, dan GGWB4 

semua mengalami hanya satu mutasi transisi, selanjutnya hubungan kekerabatan antar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

42 
 

kasuari gelambir ganda terhadapa kasuari kerdil dapat dianalisa melalui pembuatan 

pohon filogenik. 

5.5 Hubungan Kekerabatan Kasuari Gelambir Ganda Berdasarkan Pohon 

Filogenetik 

 Analisa filogenik spesies hewan dapat dilakukan dengan cara melihat 

morfologi dan gen – gen yang berada di sekuen DNA mitokondria. Filogenik penting 

untuk menjawab pertanyaan biologis seperti hubungan antar spesies atau gen dan 

penggunaan sekuen DNA mitokondria dapat memperjelas hubungan spesies secara 

evolusi yang kabur akibat variasi dari morfologi. Penyebutan dari pohon filogenetik 

berasal dari diagram yang dihasilkan seperti bercabang-cabang berbentuk pohon 

(Yang and Rannala, 2012). 

 Pembuatan pohon filogenetik dilakukan menggunakan software MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) versi X yaitu menggunakan Neighbor-

Joining dengan bootstrap 1000x pengulangan. Dalam beberapa penelitian tentang 

aves untuk pembuatan pohon filogenik biasa menggunakan neighbor joining dan 

minimum evolution karena didasarkan pada jarak genetik. Perhitungan jarak genetik 

dan sequence diversity dilakukan dengan menggunakan perhitungan pairwise 

distance pada software MEGA X. Pairwise distance merupakan perhitungan statistik 

untuk menentukan jarak genetik. Pohon filogenetik pada sekuen gen Cyt-b seluruh 

sampel akan dijelaskan pada Gambar 5.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

43 
 

 

 Gambar 5.9 Pohon filogenik kasuari gelambir ganda terhadap kasuari kerdil 

menggunakan metode neighbor-joining dengan replikasi boostrap 1000x  

  

  Hasil dari pohon filogenik di atas adalah sampel G1 (GGWB1), G2 

(GGWB2), G3 (GGWB3), dan G4 (GGWB4) merupakan clade sister group dengan 

jarak genetik sangat dekat hingga tidak terdapat jarak yaitu 0,000. Clade yang diisi 

oleh Cyt-b kasuari gelambir ganda merupakan referensi data genebank kasuari 

gelambir ganda NC_002778.2 bila dibandingkan dengan sampel memiliki jarak 

0,003. Clade yang diisioleh Cyt-b kasuari kerdil merupakan referensi data genebank 

kasuari kerdil U76051.1 termasuk clade out group, bila dibandingkan dengan sampel 

maka jarak genetiknya 0,038. Pembuatan pohon filogenetik dilakukan dengan analisa 

pada sekuen yang digunakan dan menghitung dari mutasi yang ada yang selanjutnya 

akan dibentuk menjadi pohon filogenetik (Yang dan Rannala, 2012). Jarak genetik 
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dapat dilihat lebih lanjut menggunakan perhitungan pairwise distance yang akan 

dijelaskan pada Tabel 5.4. 

Tabel 5.4 Presentasi Data Pairwise Distance 

 1 2 3 4 5                 6 

1. Kasuari 

ganda 

     

2. kasuari kerdil 0.036     

3. GGWB1 0.003 0.038    

4. GGWB2 0.003 0.038 0.000   

5. GGWB3 0.003 0.038 0.000 0.000  

6. GGWB4 0.003 0.038 0.000 0.000 0.000        0,000 

  

 Keterangan :  

 Jarak genetik antara referensi data genebank kasuari gelambir ganda 

(NC_002778.2) terhadap sampel GGWB1, GGWB2, GGWB3, dan GGWB4 adalah 

0,003 (0,3%). Jarak genetik antara referensi data genebank kasuari gelambir ganda  

(NC_002778.2) dengan referensi data genebank kasuari kerdil (U76051.1) adalah 

0,038 (3,8%). Jarak genetik antara GGWB1, GGWB2, GGWB3, dan GGWB4 yaitu 

0,000 (0%) di mana tidak ada jarak genetik diantara mereka bila dilihat dari gen Cyt-b 

dan kemungkinan besar berasal dari indukan yang sama atau tetua yang sama, dilihat 

dari clade yang sejajar menandakan benar satu spesies dan dengan jarak 0% dari 

setiap individu. 

= Intraspesies 

= Interspesies 
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 Menurut Bradley dan Baker (2001), jarak genetik < 2% menandakan adanya 

variasi intraspesies dan menurut Kartavtsev (2013), jarak genetik antara individu 

dalam spesies yang sama dan dalam populasi yang sama  adalah 0,3-1,38%. Hasil 

jarak genetik pada pohon filogenetik dengan perhitungan pairwise distance adalah 

sama, sehingga data jarak genetik dapat dikatakan valid. Jarak genetik referensi data 

genebank kasuari gelambir ganda (NC_002778.2) yang merupakan referensi dari gen 

Cyt-b kasuari gelambir ganda jika dibandingkan dengan keempat sampel individu 

kasuari gelambir ganda di Eco Green Park memiliki angka di bawah 2%. 

 Menurut Kartavtsev (2013), jarak genetik interspesies yang masih berada pada 

satu genus adalah 0,93-10,31%, untuk jarak famili adalah 1,36-17,86%, serta ordo 

3,88 hingga 26,36. Jarak antara referensi data genebank Kasuari kerdil (U76051.1) 

dibandingkan dengan keempat sampel kasuari gelambir ganda yaitu 0.038. Menurut 

hasil jarak genetik antara kasuari gelambir ganda pada sampel Eco Green Park 

dengan kasuari kerdil merupakan beda spesies yang masih berada pada satu genus. 

 Sequence diversity adalah nilai variasi sekuen per 100 basa nukleotida. Variasi 

sekuen dapat berupa Single Nucleotide Polymorphism (SNP) dan juga mutasi insersi 

dan delesi. Analisa secara Interspesies menggunakan sequence diversity dilakukan 

dengan membandingkan antara referensi data genebank kasuari kerdil (U76051.1) 

dengan data genebank kasuari gelambir ganda (NC_002778.2) dan masing-masing 

individu kasuari gelambir ganda. Perbandingan data genebank kasuari kerdil 

(U76051.1) dengan data genebank kasuari gelambir ganda (NC_002778.2) dan 

masing-masing individu kasuari gelambir ganda mendapatkan hasil yang sama yaitu 
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3,8 %. Berdasarkan hasil tersebut kasuari gelambir ganda (perwakilan data genebank 

dan sampel pada Eco Green Park) dengan kasuari kerdil tidak terlihat perbedaan yang 

signifikan berdasarkan dari sequence diversity. 

 Berdasarkan data pohon filogenik dan pairwise distance yang dibuat keempat 

sampel kasuari gelambir ganda tersebut tidak memiliki jarak genetik antar kasuari 

untuk gen Cyt-b, dan memiliki kemungkinan berasal dari indukan atau keturunan 

yang sama, bila dibandingkan dengan referensi data genebank kasuari gelambir ganda 

terdapat jarak 0,003 yang masih dikatakan satu spesies. Pembentukan clade outgroup 

baru oleh kasuari kerdil menandakan sudah berbeda spesies dan terdapat perbedaan 

jarak genetik sebanyak 0,038. 
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BAB 6 PENUTUP 

6.1 Kesimpulan 

1. Berdasarkan sekuen gen Cyt-b jarak genetik keempat sampel memiliki jarak 

2%, hal ini menunjukan bahwa keempat sampel dekat dengan data genebank 

kasuari gelambir ganda (NC_002778.2). Semua sampel memiliki jarak genetik 

0% atau bisa dikatakan tidak memiliki jarak genetik, sehingga keempat 

sampel ini berkerabat dekat atau berasal dari tetua yang sama. 

2. Berdasarkan jarak genetik, kasuari gelambir ganda di Eco Green Park dan 

kasuari kerdil memiliki jarak 3,8% dan membuktikan berbeda spesies namun 

masih berada dalam 1 genus. Berdasarkan posisi dari pohon filogenetik 

didapatkan kasuari gelambir ganda di Eco Green Park dan kasuari kerdil 

berada pada posisi out group. 

6.2 Saran 

 Upaya konservasi memerlukan penelitian kekerabatan lebih lanjut untuk 

kasuari gelambir ganda yang berada di lembaga konservasi eksitu maupun insitu dan 

untuk menghasilkan sebuah individu yang lebih baik maka perlu dilakukan penelitian 

lebih lanjut terhadap gen lainnya sehingga memberikan informasi genetik dan silsilah 

keturunan yang jelas. 
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LAMPIRAN 
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Lampiran 1. Isolasi DNA 

1. Sampel bulu kasuari yang telah dipotong kecil-kecil kurang lebih 0,5 cm 

dimasukkan ke dalam microsentrifuge tube 1,5 ml 

2.  Tambahkan (Proteinase K) sebanyak 20µL 

3.  Masukkan PBS sebanyak 300 µL 

4.  Selanjutnya buffer AL dimasukkan sebanyak 200 µL, kemudian divortex selama 

15 detik dan diinkubasi selama 1 hari pada suhu 56
o
C 

5.  Etanol (96-100%) ditambahkan sebanyak 200 µL, kemudian divortex selama 15 

detik 

6. Sentrifus selama 1 jam dengan kecepatan 8000 rpm, kemudian pindahkan ke 

collection tube baru dengan suhu 20
o
C 

7.  Buffer AW1 ditambahkan sebanyak 500 μL, kemudian disentrifus selama 1 menit 

dengan kecepatan 8000 rpm dan dipindahkan ke collection tube baru 

8.  Tambahkan buffer AW2 sebanyak 500 μL, kemudian disentrifus kembali selama 6 

menit kecepatan 13.500 rpm dan dituangkan ke dalam collection tube baru  

9.  Tambahkan buffer AE sebanyak 100 μL dan ditunggu selama 1 menit pada suhu 

ruang  

10. Terakhir sentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm 
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Lampiran 2. Uji Kualitas DNA 

1. Bersihkan cetakan agarose  dan diletakkan secara horizontal 

2. Panaskan TBE sebanyak 35 ml di oven selama 30 detik bersama serbuk 

agarose 1% atau 0,35 gram hingga agarose larut 

3. Kemudian tambahkan larutan EtBr pada larutan agarose sebanyak 1μl dan 

didinginkan 

4.  Siapkan sisir dan plate untuk membentuk sumuran 

5. Selanjutnya larutan agarose dimasukan ke dalam cetakan dan dipastikan tidak 

terdapat gelembung udara 

6. Gel didiamkan selama 10-20 menit pada suhu ruang hingga memadat dan 

diambil secara perlahan untuk diletakkan dalam chamber Bio-Rad 

7. Masukkan sampel yang telah dibuat koktail ke dalam sumuran sebanyak 4 μl 

8. Kemudian larutan buffer elektroforesis (running TBE) dituangkan kedalam 

chamber hingga menutupi seluruh bagian gel 

9. Marker DNA ladder dimasukkan ke dalam sumuran paling ujung kiri 

10. kemudian chamber dihubungkan dengan power supply dan dinyalakan dengan 

tegangan 100 volt, arus listrik 400 mA selama 30 menit 

11. Lakukan running  dan setelah running gel elektroforesis selesai arus listrik 

diputuskan dan gel diangkat dari chamber. Pola pita dapat dilihat di bawah 

UV-Transilluminator 

12. Terakhir hasil pada Bio-Rad Gel doc ez imager dibaca 
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Lampiran 3. NCBI Accesion Number 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 4: Desain Primer 
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a. Dibuka halaman NCBI (http://www.ncbi.nih.gov) sehingga muncul tampilan 

seperti berikut : 

 

 

 

 

 

b. All Database diganti dengan pilihan Nucleotide kemudian diisikan kata kunci pada 

pencarian yaitu Casuarius casuarius complete genome. Klik search hingga muncul 

tampilan berikut : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nih.gov/
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c. Lakukan pencarian (ctrl+F) “CYTOCHROME B”. 
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Kemudian klik “CDS” untuk melihat letak FASTA dan klik “FASTA” untuk 

menyalin urutan basa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Dibuka website primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi 

bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). 

 

 

 

 

 

 

 

Sekuen dari FASTA NCBI disalin di paste souce sequence below seperti gambar di 

atas dan diklik “Pick Primer”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.bioinformatics.nl/cgi%20bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
http://www.bioinformatics.nl/cgi%20bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
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e.  Desan primer dilakukan sendiri hingga ditemukannya primer forward dan reverse 

yang sesuai dibantu menggunakan program OligoAnalyzer Tool yang berada pada 

website (https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) untuk menentukan TM 

dan GC konten yang sesuai. 

 

 

 

 

 

 

 

 

f. Dimasukan pilihan primer forward atau reverse yang dipilih dan dilihat GC konten 

dan TM yang sesuai. Klik “Analyze” dan akan muncul tampilan berikut :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://sg.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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Lampiran 5. Laik Etik 
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Lampiran 6. Hasil Uji Kuantitas 
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Lampiran 7. Penyejajaran Produk PCR Kasuari Gelambir Ganda dengan Data 

Genebank Kasuari kerdil 
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Lampiran 8. Grafik Elektroforegram Sampel Kasuari Gelambir Ganda 

1. Sampel GGWB1 
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2. Sampel GGWB2 
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3. Sampel GGWB3 
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4. Sampel GGWB4 
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Lampiran 9. BLAST Sekuen DNA Sampel 

a. Paste sekuen DNA yang akan di BLAST atau dengan memilih file sekuen dengan 

format .txt atau fasta. Lalu klik “BLAST” 

 

 

b. Selanjutnya pilih daftar yang diinginkan untuk disejajarkan dengan sampel. Daftar 

tersebut diurutkan berdasarkan max score, total score, query coverage, e-value, dan 

ident. 
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Lampiran 10. Pembacaan Hasil Sekuensing Menggunakan Bioedit 

a. Dibuka aplikasi BioEdit Tools, kemudian klik “File > New Alingnment” setelah itu 

klik Tab File lagi > Import 

 

b. Pilih semua sekuens yang akan disejajarkan 
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c. Kemudian untuk mensejajarkan sekuen, klik Accessory Application > ClustalW 

Multiple Alignment > Run ClustalW 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 10. Persamaan Kasuari Gelambir Ganda dan Kasuari Kerdil 
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KASUARI GELAMBIR GANDA 

ANAKAN REMAJA DEWASA 
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Lampiran 11. Anatomi Osteo Kasuari 
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