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ABSTRAK

IDENTIFIKASI DAN KARAKTERISASI GEN COI
GAJAH SUMATERA (Elephas maximus sumatranus) BETINA
DARI PUSAT LATIHAN GAJAH TAMAN NASIONAL WAY KAMBAS

Oleh

ELSA VIRNARENATA

Gajah sumatera adalah subspesies gajah asia endemik di Pulau Sumatera dan
termasuk dalam daftar merah International Union for Comservation of Nature
(IUCN) dengan status kritis (critically endangered). Pembangunan Pusat Latihan
Gajah (PLG) di Taman Nasional Way Kambas (TNWK) merupakan salah satu
upaya konservasi gajah sumatera. Ukuran populasi yang kecil dan tertutup
menyebabkan peningkatan risiko perkawinan silang dalam yang memicu
penurunan variasi genetik dan viabilitas serta meningkatkan risiko kepunahan.
Pola filogenetik gajah sumatera di Indonesia telah menunjukkan keragaman
genetik antar populasi yang rendah. Informasi keragaman genetik sangat
diperlukan untuk mendukung arah kebijakan konservasi gajah sumatera. Isolasi
DNA gajah sumatera di PLG, TNWK telah dilakukan sebagai langkah awal untuk
menelusuri variasi genetiknya.  Langkah lanjutan dari isolasi DNA yaitu
penggunaan gen cytochrome oxidase subunit [ (COI) untuk identifikasi
karakteristik genetik pada gajah sumatera. Gen COI adalah salah satu dari gen
pada genom mitokondria dan dalam studi molekuler digunakan sebagai penanda
genetik untuk mempelajari karakteristik genetik antar spesies maupun individu.
Identifikasi dan karakterisasi dilakukan dengan proses sekuensing dan analisis
data berupa elektroforegram dengan menggunakan perangkat lunak Molecular
Evolution Genetics Analysis (MEGA) versi 6.0. untuk melihat keragaman genetik
tingkat populasi gajah sumatera betina di PLG, TNWK. Berdasarkan hasil analisis
ditunjukkan bahwa jarak genetik dari 24 individu gajah sumatera betina dari PLG TNWK
yaitu 0,000 dengan nilai homologi 100%, diperkuat dengan konstruksi pohon
kekerabatan. Ketiadaan jarak genetik menunjukkan hubungan genetik yang dekat,
sehingga dapat disimpulkan seluruh individu gajah sumatera betina di PLG TNWK
berasal dari satu kelompok populasi yang sama.

Kata kunci: gajah sumatera, gen COI, jarak genetik, homologi, pohon
kekerabatan, filogenetik, TNWK
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Gajah sumatera merupakan subspesies dari gajah asia (Elephas
maximus) dan diperkenalkan oleh Temminck dengan nama ilmiah
Elephas maximus sumatranus Temminck, 1847. Gajah sumatera dapat
hidup pada berbagai tipe habitat, di antaranya hutan rawa, hutan rawa
gambut, hutan dataran rendah, serta hutan hujan pegunungan rendah
(Nuri dkk., 2013). Saat ini gajah sumatera dapat ditemukan pada tujuh
provinsi di Pulau Sumatera yaitu Nanggroe Aceh Darussalam (NAD),
Sumatera Utara, Riau, Jambi, Bengkulu, Sumatera Selatan, dan

Lampung (Sulandari dan Zein, 2012).

Gajah sumatera adalah subspesies gajah asia yang endemik di Pulau
Sumatera. Spesies ini juga termasuk dalam daftar merah International
Union for Conservation of Nature (IUCN) dengan status kritis
(critically endangered). Gajah sumatera berciri sebagai mamalia darat
dengan pola hidup berkelompok yang dipimpin oleh betina dewasa
(matrilineal) (Vidya dan Sukumar, 2005). Sehubungan dengan
statusnya, maka menangkap gajah secara ilegal di habitat aslinya,
memelihara tanpa izin dan memperjualbelikannya merupakan tindakan
yang melanggar hukum. Individu gajah yang mengganggu lahan
pertanian dan pemukiman penduduk dapat ditangkap oleh aparat
berwenang. Gajah hasil tangkapan kemudian dibawa ke Pusat Latihan

Gajah (PLG) untuk dilakukan upaya perlindungan (Alikodra, 1990).



Pembangunan Pusat Latihan Gajah (PLG) di Taman Nasional Way
Kambas (TNWK) merupakan salah satu upaya penyelamatan gajah
sumatera yang dilakukan untuk pengelolaan gajah sumatera yang
pernah terlibat konflik dengan masyarakat. Ukuran populasi gajah
sumatera di PLG, TNWK tahun 2016 menunjukkan jumlah sebanyak
66 ekor dengan jumlah gajah jantan sebanyak 36 ekor, sedangkan
gajah betina sebanyak 30 ekor (Rustiati dkk., 2017). Saat ini dengan
kelahiran dua anak gajah maka jumlah total individu gajah sumatera
menjadi 68 individu (Rustiati, 2019). Ukuran populasi yang kecil dan
tertutup menyebabkan peningkatan risiko perkawinan silang dalam.
Perkawinan silang dalam memicu penurunan variasi genetik yang
kelak menimbulkan risiko penurunan viabilitas dan meningkatkan
risiko kepunahan. Informasi mengenai keragaman genetik sangat
diperlukan untuk mendukung upaya konservasi gajah sumatera.
Informasi mengenai kondisi populasi gajah sumatera dapat diketahui
dengan menggunakan metode penelusuran genetik, salah satunya
analisis berdasarkan pada cetak biru molekular pada makhluk hidup
yang disebut deoxyribonucleic acid (DNA). Data genetik yang
diperoleh dari metode tersebut memberikan informasi mengenai
jumlah individu, variasi genetik, dan mekanisme evolusi di dalam

populasi tersebut (Frankham dkk., 2002).

Pola kekerabatan pada gajah sumatera mulai banyak diteliti, terutama
terkait hubungan filogenik gajah asia yang ada di Indonesia, Nepal,
India dan gajah dari benua Afrika. Gajah asia memiliki jumlah
kromosom 2n=56. Profil kromosom dapat pula memperlihatkan
pengaruh domestikasi pada populasi gajah di penangkaran. Profil
kromosom ini dapat terlihat dengan metode pembuatan karyotipe dari
masing-masing individu. Profil kromosom individu gajah sumatera
selanjutnya dapat disusun sebagai profil sitologis individu yang
mendukung peta filogenetis gajah sumatera (Priyambodo dan Rustiati,

2017).



Pada penentuan strategi pengelolaan dan upaya konservasi gajah
sumatera, informasi mengenai keragaman genetik tingkat populasi
sangat dibutuhkan dalam menentukan arah kebijakan. Pendekatan
analisis genetika molekuler salah satunya dilakukan dengan uji
sekuensing dalam menentukan urutan basa nukleotida setiap individu
sehingga dapat diketahui keragaman genetik pada spesies target. Uji
sekuensing dapat dilakukan pada DNA hasil ekstraksi berkualitas
baik. Pengujian kualitas DNA hasil ekstraksi dengan teknik sederhana
menggunakan elektroforesis gel agarosa 1% dan molekul DNA yang
memiliki kualitas baik menunjukkan pendaran pita yang dapat dilihat
dari digi doc menggunakan sinar UV (Rustiati dkk., 2018). Setelah
dilakukan pengujian kualitas hasil ekstraksi DNA, maka dilakukan
proses sekuensing dan analisis data hasil sekuensing berupa
elektroforegram dengan menggunakan perangkat lunak Molecular
Evolution Genetics Analysis (MEGA) versi 6.0. untuk membaca
variasi genetik gajah sumatera di PLG, TNWK berdasarkan susunan

asam nukleatnya untuk mengetahui jarak genetik dan homologinya.

Gen cytochrome oxidase subunit I (COI) adalah salah satu dari gen
yang terdapat di genom mitokondria. Pada studi molekuler, gen COI
digunakan sebagai penanda genetik dalam mempelajari karakteristik
genetik antar spesies maupun antar individu. Gen COI juga dapat
digunakan sebagai DNA barcoding karena hanya memiliki sedikit
sekali delesi, insersi dan variasi dalam sekuennya (Hebert dkk., 2003).
Selain itu COI juga dapat diaplikasikan dalam merekonstruksi
filogenetik pada cabang evolusi tingkat spesies (Palumbi, 1996) dan
telah berhasil melakukan serta membedakan berbagai spesies dari
invertebrata dan vertebrata, dari Lepidoptera sampai burung pada
bentang geografi yang berbeda (Hajibabaei dkk., 2007). Pola
filogenetis gajah sumatera di Indonesia, khususnya antar populasi

gajah sumatera yang berada di Lampung, Sumatera Selatan, dan



1.2

1.3.

Bengkulu telah menunjukkan adanya keragaman genetik antar populasi

yang rendah (Sulandari dan Zein, 2012).

Keragaman genetik turut menentukan keberhasilan upaya konservasi
pada populasi suatu spesies. Perkawinan silang dalam dapat
mengakibatkan terjadinya penurunan keragaman genetik. Adanya hal
tersebut tersebut mempengaruhi kemampuan adaptasi gajah sumatera
pada perubahan lingkungan (Frankham dkk., 2002). Probabilitas
perkawinan silang dalam yang tinggi di dalam populasi tertutup seperti
PLG, TNWK dapat memberikan dampak menumpuknya alel-alel
resesif sehingga dapat menurunkan viabilitas individu di dalam

populasi.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah bagaimana identifikasi dan
karakterisasi gen cyfochrome oxidase subunit I (COI) dapat
mendukung penelusuran keragaman genetik pada tingkat populasi

gajah sumatera betina di PLG, TNWK.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk melakukan identifikasi
dan karakterisasi gen cytochrome oxidase subunit I (COI) untuk
menelusuri keragaman genetik gajah sumatera betina pada tingkat

populasi di PLG, TNWK.



1.4.

1.5.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai sumber informasi
mengenai keragaman genetik gajah sumatera betina dalam populasi di
PLG, TNWK sebagai data profil molekuler dalam bentuk konstruksi
peta filogenetik.

Kerangka Pikir

Upaya konservasi gajah sumatera salah satunya dilakukan di PLG,
TNWK yang merupakan bagian dari kawasan yang merupakan salah
satu habitat alami gajah sumatera. PLG berperan penting dalam
langkah-langkah konservasi, salah satunya dalam penanganan gajah
sumatera yang terdampak oleh fragmentasi habitat, perburuan liar,
maupun terlibat konflik dengan masyarakat desa penyangga taman

nasional.

Gajah sumatera sebagai satwa berstatus kritis sangat bergantung pada
kemampuannya untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya,
sementara dalam populasi tertutup seperti PLG meningkatkan peluang
terjadinya perkawinan silang dalam, di antaranya karena tidak adanya
data pendukung yang menjelaskan silsilah keragaman genetik dari

populasi gajah yang ada di dalamnya.

Keragaman genetik gajah sumatera dalam populasi berpengaruh pada
kemampuannya dalam beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang
terus berubah. Penurunan keragaman genetik meningkatkan potensi
kepunahan. Gajah sumatera sebagai spesies payung dengan berbagai
tantangan bagi keberlangsungan hidupnya; termasuk rendahnya

keragaman genetik harus diselamatkan dari ancaman tersebut.



Informasi mengenai keragaman genetik dari populasi gajah sumatera di
PLG, TNWK sangat dibutuhkan dalam menentukan arah kebijakan,
pengelolaan dan strategi upaya konservasi gajah sumatera. Pendekatan
analisis genetika molekuler dilakukan dengan uji sekuensing untuk
menganalisis keragaman genetik pada tingkat populasi. Gen COI
sebagai salah satu penanda genetik digunakan untuk mempelajari

karakteristik genetik gajah sumatera betina di PLG, TNWK.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Gajah

Terdapat dua jenis gajah di dunia yakni gajah asia (Elephas maximus) dan
gajah afrika (Loxodonta africana). Gajah afrika dibagi menjadi dua
subspesies yaitu gajah savana (Loxodonta africana africana) dan gajah hutan
(Loxodonta africana cyclotis) (Eggert dkk., 2003). Gajah asia
dikelompokkan dalam empat subspesies yaitu gajah india (Elephas maximus
indicus), gajah srilanka (Elephas maximus maximus), gajah kalimantan
(Elephas maximus borneensis), dan gajah sumatera (Elephas maximus

sumatranus) (Sukumar, 2003).

Secara umum, terdapat perbedaan morfologi antara gajah asia dan afrika.
Gajah asia berukuran lebih kecil dibandingkan gajah afrika. Gajah asia
memiliki telinga lebih kecil yang berbentuk segitiga, sementara gajah afrika
memiliki telinga berbentuk cekung terbalik. Gajah asia memiliki punggung
berbentuk cembung, sedangkan pada gajah afrika berbentuk cekung.
Terdapat dua bonggol di kepala gajah asia, sedangkan gajah afrika hanya
memiliki satu bonggol saja. Pada gajah asia hanya individu jantan yang
memiliki gading yang terlihat, sedangkan pada gajah betina tidak terlihat.
Gajah afrika jantan dan betina memiliki gading yang terlihat pada kedua jenis
kelamin. Bobot gajah asia dapat mencapai 5000 kg dengan tinggi sekitar 3 m
sementara berat gajah afrika mencapai 7000 kg dengan tinggi 4 m (Lekagul
dan McNeely, 1977).



2.1.1.Gajah Sumatera (Elephas maximus sumatranus)

Gajah sumatera (Elephas maximus sumatranus) merupakan
satwa yang termasuk ke dalam Ordo Proboscidea (Gambar 1).
Penyebaran gajah sumatera di Indonesia meliputi Provinsi
Aceh, Sumatera Utara, Riau, Jambi, Sumatera Selatan,
Bengkulu dan Lampung (Tarmizi, 2008). Gajah sumatera

banyak ditemui hidup di kawasan hutan hujan tropis Pulau

Sumatera baik di daratan tinggi maupun rendah (Soehartono,

2007).

Gambar 1. Individu gajah sumatera (Elephas maximus
sumatranus) betina dewasa bernama Pleno, anakan

dan mahout-nya, Sugiyono

2.1.2.Habitat dan Perilaku

Habitat gajah sumatera tercakup pada beragam tipe hutan yaitu

hutan rawa, hutan gambut, hutan hujan dataran rendah, dan

hutan hujan pegunungan rendah. Gajah sumatera di Provinsi



Lampung berada di Taman Nasional Bukit Barisan Selatan

(TNBBS) dan Taman Nasional Way Kambas (TNWK).

Gajah sumatera hidup dengan pola matriarkal, yakni hidup
berkelompok dan dipimpin oleh gajah sumatera betina dewasa
dengan ikatan sosial yang kuat (Sukumar 1989 dalam
Soehartono dkk., 2007). Gajah jantan umumnya hidup secara
soliter atau bergabung dengan jantan lainnya membentuk
kelompok jantan. Kelompok gajah menjelajah dari satu
wilayah ke wilayah yang lain, dan memiliki daerah jelajah.
Luasan daerah jelajah dapat berbeda-beda bergantung pada
ketersediaan pakan, tempat berlindung, dan berkembang biak

(Soehartono dkk., 2007).

Pada umumnya usia aktif reproduksi gajah berkisar antara 10 -
12 tahun. Kondisi lingkungan, ketersediaan pakan, dan faktor
ekologi seperti kepadatan populasi mempengaruhi usia aktif
reproduksi gajah (McKay 1973; Sukumar, 1989; Ishwaran,
1993; Soehartono dkk., 2007). Sukumar (2003) menyatakan
masa gestasi gajah berkisar antara 18 - 23 bulan dengan rerata
sekitar 21 bulan serta jarak antar kehamilan pada betina sekitar
4 tahun. Pada kurun waktu 1 - 4 minggu dalam 3 - 5 bulan
sekali gajah jantan mengalami fase peningkatan sifat agresivitas
seperti perilaku menyerang yang sering disebut dengan musth.
Perilaku tersebut dapat ditandai dengan sekresi kelenjar
temporal di antara mata dan telinga serta memiliki aroma khas

yang menyengat (Shosani dan Eisenberg, 1982).
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2.1.3. Status Ekologi dan Klasifikasi

Gajah sumatera merupakan subspesies gajah asia yang
keberadaannya di alam saat ini dalam kondisi kritis. Selain
akibat dari adanya perburuan liar, kehilangan habitat alami
akibat konversi area hutan menjadi lahan pertanian atau
kawasan pembangunan di sekitar hutan TNWK mengancam
keberlangsungan populasi gajah sumatera karena memicu
terjadinya konflik gajah dengan manusia (Kumar dkk., 2010;
Rood dkk., 2010).

Gajah sumatera berperan penting dalam menjaga keseimbangan
ekosistem, ekonomi, maupun sosial budaya. Gajah sebagai
penjaga keseimbangan ekosistem dapat berperan sebagai
pengendali pertumbuhan flora dan agen penyebaran biji. Gajah
juga bernilai ekonomi pada pemanfaatannya sebagai daya tarik
wisata di kebun binatang, taman safari, taman marga satwa, dan

juga taman nasional seperti TNWK (Alikodra, 2002).

Gajah sumatera di Indonesia dinyatakan dilindungi berdasarkan
Undang-Undang No. 5 Tahun 1990 tentang Konservasi Sumber
Daya Alam Hayati dan Ekosistemnya dan diatur dalam
peraturan pemerintah PP 7/1999 tentang Pengawetan Jenis
Tumbuhan dan Satwa. International Union for Conservation of
Nature (IUCN, 2012), juga memasukkan gajah sumatera ke
dalam daftar Red List Data Book sebagai satwa kritis (critically
endangered) karena menghadapi risiko kepunahan tinggi di
alam liar. Selain itu, gajah sumatera juga termasuk dalam
Appendix I atau spesies yang dilarang dalam segala bentuk
perdagangan internasional pada Convention on International

Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES)
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yaitu satwa yang dilindungi dari berbagai bentuk perdangan
ilegal (CITES, 2012).

Terjadinya konflik antara gajah sumatera dengan manusia di
kawasan TNWK di antaranya disebabkan oleh konversi habitat
gajah sumatera menjadi lahan perkebunan, pertanian, dan
pemukiman. Pada umumnya, bentuk konflik di sekitar kawasan
hutan TNWK adalah penyerangan tanaman budidayadi lahan
pertanian masyarakat desa penyangga. Gajah yang terlibat
dalam konflik ditangkap dan dibina atau bahkan dibunuh
(Perrera, 2009).

Pendirian fasilitas PLG di TNWK, selain sebagai upaya
konservasi juga merupakan salah satu langkah mitigasi konflik
yang dilakukan dalam rangka penanggulangan konflik gajah
dengan manusia. Gajah sumatera terdampak konflik dibina di
PLG untuk kemudian diberdayakan dalam membantu patroli
penggiringan gajah sumatera liar yang keluar dari habitatnya
dan memasuki lahan pertanian maupun pemukiman warga desa

penyangga di perbatasan kawasan TNWK.

Gajah sumatera memiliki klasifikasi sebagai berikut :

Kerajaan : Animalia

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Bangsa : Proboscidea

Suku : Elephantidae

Marga : Elephas

Spesies : Elephas maximus

Subspesies : Elephas maximus sumatranus

(Lekagul dan McNeely, 1977)



2.2. Taman Nasional Way Kambas
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Taman Nasional Way Kambas (TNWK) secara geografis terletak
antara 40°37° — 50°16° Lintang Selatan dan antara 105°33” — 105°54°

Bujur Timur, serta berada di bagian tenggara Pulau Sumatera di

wilayah Provinsi Lampung (Hudiyono, 2008).

Taman Nasional Way Kambas sebagai salah satu kawasan konservasi

memiliki luas area 125.631,31 Ha (Gambar 2). Kawasan tersebut

ditetapkan sebagai taman nasional pada tanggal 26 Agustus 1999

melalui Surat Keputusan Menteri Kehutanan No. 670 /Kpts-11/1999

(Kementerian Kehutanan Republik Indonesia, 2011).

PETA POTENS! WISATA TAMAN NASIONAL WAY KAMBAS [TNWK]
KABUPATEN LAMPUNG TIMUR
TAHUN 2013
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Gambar 2. Taman Nasional Way Kambas, Lampung Timur (Mustika

dkk., 2014)
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Kawasan TNWK terletak di Kecamatan Labuhan Ratu, Kabupaten
Lampung Timur dan berbatasan dengan 37 desa dari 10 kecamatan
yang terletak bersebelahan langsung dengan kawasan konservasi di
Kabupaten Lampung Timur (Balai Taman Nasional Way Kambas,
2006). Kawasan TNWK memiliki Camp Resort yang terletak di
Jagawana Way Kanan dan Pusat Latihan Gajah. Camp Resort
Jagawana Way Kanan terletak 13 kilometer dari pintu masuk utama
yang memiliki area pusat konservasi badak sumatera atau yang disebut
Suaka Rhino Sumatera (SRS) yang merupakan program penelitian
dalam penyelamatan badak sumatera. Pusat Latihan Gajah (PLG)
terletak 9 kilometer dari pintu gerbang utama yang merupakan area

konservasi gajah sumatera binaan.

2.2.1. Pusat Latihan Gajah Taman Nasional Way Kambas

Menurut Alikodra (2010), TNWK telah melakukan pelatihan
gajah sumatera sejak berdirinya PLG pada tahun 1985. Gajah
sumatera binaan saat ini berada di PLG dan Elephant Response
Unit (ERU). Lokasi ERU terdapat pada empat lokasi di TNWK
yaitu Tegal Yoso, Way Bungur, Margahayu dan Braja Harjosari.
Kawasan TNWK memiliki peranan dalam menjaga
keberlangsungan hidup gajah sumatera di habitat alaminya,
membina terhadap gajah liar yang terlibat konflik gajah manusia
dan juga anakan gajah yang dilahirkan dari hasil domestikasi

gajah liar di PLG.

Pusat Latihan Gajah (PLG) sebagai upaya konservasi yang
terdapat di TNWK berperan dalam membantu mitigasi konflik
antara gajah dengan manusia (Mukhtar, 2004). Konservasi gajah
sumatera di PLG, TNWK terus ditingkatkan dan upaya dalam

menjaga kesehatan gajah sumatera terus dilakukan. Rumah Sakit



14

Gajah (RSG) Prof. Dr. Ir. H. Rubini Atmawidjaja didirikan tahun
2015. RSG ini menjadi rumah sakit gajah pertama di Indonesia.
PLG, TNWK diharapkan menjadi pusat latihan gajah yang

mampu menjadi pusat konservasi gajah (Febriyanto, 2011).

Sejak PLG TNWK didirikan dengan luas lahan sekitar 400 ha
dan beroperasi sejak 27 Agustus 1985 sebagai salah satu upaya
konservasi gajah sumatera, aktivitas dalam rangkaian kegiatan di
dalamnya di antaranya yaitu pemenuhan kebutuhan berupa
pemberian pakan tambahan, penggembalaan, penyediaan air,
perkembangbiakan, dan perawatan medis. Drs. Widodo
Ramono, Kepala Balai Konservasi Sumber Daya Alam II
Tanjung Karang saat itu adalah pendiri PLG di TNWK sebagai
Pusat Latihan Gajah yang pertama dikembangkan di Indonesia.
Konsep pengelolaan gajah tangkapan yang diaplikasikan oleh
pemerintah yakni tiga liman; Tata Liman, Bina Liman, dan Guna

Liman (Soehartono dkk., 2007).

Tata liman yaitu penataan populasi gajah yang habitatnya
terfragmentasi sebagai akibat dari kegiatan pembangunan melalui
jalan traslokasi menuju kawasan khusus yang telah disediakan.
Bina liman adalah upaya pembinaan, pelatihan maupun
penjinakan untuk mengangkat harkat hidup gajah agar tidak
diidentikkan sebagai satwa perusak, adapun salah satu bentuk
upaya yang dilakukan yaitu melalui pendirian PLG. Guna liman
adalah pemberdayaan potensi gajah untuk membantu manusia

setelah dilakukan pembinaan (Gumilang dkk., 2015).

Salah satu tantangan yang dihadapi oleh PLG, TNWK adalah
belum tersedianya informasi mengenai karakteristik genetik dan
tingkat keragaman dalam populasi di dalamnya. Hal tersebut

salah satunya akan berdampak pada tingginya kemungkinan
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peristiwa perkawinan silang dalam yang menurunkan viabilitas
individu di dalamnya. Identifikasi secara molekuler dari setiap
individu gajah sumatera di PLG, TNWK diperlukan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan gajah sumatera di PLG,
TNWK pada tingkat populasi. Salah satu langkah awal yang
dapat dilakukan adalah dengan melakukan analisis hasil

sekuensing DNA gajah sumatera betina di PLG TNWK.

2.3. Identifikasi Keragaman Genetik

Fragmentasi habitat berdampak pada putusnya aliran gen (gene flow),
meningkatnya hanyutan gen (genetic drift) serta menjadi faktor
terjadinya perkawinan silang dalam pada suatu populasi. Ukuran
populasi gajah sumatera yang semakin mengecil sangat rentan terhadap
berbagai efek genetik yang merugikan, seperti penurunan keragaman
yang disebabkan oleh terjadinya perkawinan silang dalam. Perkawinan
silang dalam berisiko mengakibatkan terfiksasinya alel tertentu dalam
populasi sehingga hewan tersebut menjadi monomorf dan menurun
kemampuannya dalam beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang

berubah (Frankham dkk., 2002).

Informasi yang tersedia mengenai keragaman genetik individu gajah
sumatera binaan di PLG, TNWK diperlukan untuk mendukung langkah
konservasi ke depan. Identifikasi sifat genetik berperan penting dalam
upaya konservasi sumber daya hayati khususnya satwa yang terancam
punah. Informasi tingkat kelangkaan suatu spesies dapat teridentifikasi
melalui sifat-sifat genetik dengan melihat derajat polimorfisme.
Identifikasi genetik juga dapat memberikan informasi tambahan untuk
memetakan filogenetik suatu spesies dan kekebalannya terhadap suatu

jenis penyakit. Selain itu, aplikasi hasil identifikasi genetik ini adalah
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untuk mengurangi peluang terjadinya perkawinan silang dalam

(Mas’yud, 1992).

Analisis filogenetik (kekerabatan) gajah sumatera di PLG, TNWK
dapat dijadikan referensi pendukung untuk arah kebijakan upaya
konservasi gajah sumatera di penangkaran. Kekerabatan tingkat
populasi di PLG dapat ketahui dengan menganalisis Deoxyribo Nucleic
Acid (DNA) gajah sumatera. Deoxyribo Nucleic Acid adalah asam
nukleat yang disimpan dalam inti sel dan mitokondria, berisi materi
genetik dan sifatnya dapat diturunkan (herediter) (Faatih, 2009).
Informasi genetik gajah sumatera di PLG, TNWK dapat diperoleh
dengan proses sekuensing dan analisis data hasil sekuensing berupa
elektroforegram dengan menggunakan perangkat lunak Molecular
Evolution Genetics Analysis (MEGA) versi 6.0. untuk membaca variasi
genetik dan menyusunnya dalam konstruksi peta filogenetis gajah
sumatera di PLG, TNWK, setelah sebelumnya dilakukan pengujian
kualitas hasil ekstraksi DNA.

2.3.1. Karakteristik DNA

Molekul DNA adalah asam nukleat berisi materi genetik yang
berfungsi mengatur perkembangan seluruh kehidupan secara
biologis. Molekul DNA berstruktur pilinan utas ganda dari
komponen gula pentosa (deoksiribosa), gugus fosfat dan
pasangan basa. Pasangan basa DNA terdiri dari basa pirin dan
pirimidin. Basa pirin terdiri atas adenin (A) dan guanin (G)
berbentuk cincin ganda sedangkan basa pirimidin terdiri atas
sitosin (C) dan timin (T) dalam struktur cincin tunggal. Adenin
selalu berpasangan dengan timin, sebagaimana sitosin dengan

guanin. Kedua basa pada masing-masing pasangan terhubung
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oleh ikatan hidrogen. Kedua rantai berjalan memilin satu dengan

lainnya pada rantai heliks ganda.

Molekul DNA yang berperan membawa keterangan genetik
dalam sel mempunyai unit esensial berupa kodon yaitu triplet
urutan basa di mana masing-masing triplet akan menunjukkan
kode sebuah asam amino tertentu dan kode genetik akan
menentukan struktur protein primer. Protein ini terdiri atas
komponen struktural makromolekul atau enzim yang
mengendalikan sintesis non protein. Di dalam setiap sel berinti
terdapat dua jenis DNA yaitu nuclear DNA (n-DNA) yang
terdapat di dalam inti sel dan mitokondria DNA (mt-DNA) yang
terdapat pada organel mitokondria. Setiap sel dalam tubuh akan
memiliki rangkaian DNA identik. Rangkaian DNA setiap sel
disebut kromosom, dan setiap kromosom dibagi menjadi lokus-
lokus yang menandai posisi gen pada kromosom. Gen yang
terdapat pada lokus-lokus ini disebut dengan alel. Alel disebut
homozigot jika gen pada satu lokus sama dengan lokus pada
kromosom pasangannya, sedangkan jika berbeda disebut
heterozigot. Pada lokasi tertentu dalam kromosom terdapat alel-
alel yang sangat spesifik pada setiap individu dan akan
diturunkan kepada anak dalam proses pembuahan sehingga anak
mewarisi alel-alel ini dalam kromosomnya (Roberts dan

Pembrey, 1995).

Teknik Analisis DNA
a. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu metode
untuk memperbanyak fragmen DNA tertentu secara in vitro
dengan dukungan enzim polimerase DNA. Teknik ini secara

spesifik hanya memperbanyak segmen tertentu dari sampel
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dengan tingkat akurasi tinggi, sehingga dapat diperoleh
informasi dari sampel meskipun hanya berjumlah sedikit atau

mulai terdegradasi.

Proses yang terjadi pada teknik PCR hampir mirip dengan
mekanisme DNA dalam memperbanyak jumlahnya di dalam
sel. Ada tiga tahap yang dilakukan di laboratorium. Pertama,
proses denaturasi yaitu pemisahan segmen atau urutan DNA
rantai ganda menjadi dua rantai tunggal dengan cara
memanaskan. Kedua, proses penempelan, di mana setiap
rantai tunggal diikatkan dengan DNA primer. Molekul DNA
primer adalah DNA pendek buatan yang menunjukkan urutan
DNA target yang akan diperbanyak. Proses ketiga yakni
pemanjangan berupa penambahan enzim DNA polimerase
bersama dengan sejumlah basa bebas dari keempat jenis basa
DNA yang dilanjutkan dengan proses replikasi (Rudin dan
Inman, 2002).

Reaksi amplifikasi dengan metode PCR bertujuan agar
molekul kecil khususnya asam nukleat menjadi jumlah yang
lebih banyak dalam mikrogram. Setiap urutan dalam metode
PCR melibatkan tiga tahapan seperti denaturasi, penempelan
dan pemanjangan yang akan diulangi dalam selang waktu
tertentu. Proses pengulangan berfungsi dalam memperbanyak
DNA dengan pengaturan suhu yang berbeda. Jumlah DNA
target dapat disalin dua kali pada setiap siklus (2n), sehingga
dalam 20 siklus PCR dapat tersalin jutaan DNA target
(Mannheim, 2006).
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b. Elektroforesis

Elektroforesis merupakan suatu cara analisis kimiawi yang
mengadopsi prinsip pergerakan molekul-molekul protein
yang bermuatan pada medan listrik. Arus listrik dialirkan
pada suatu medium penyangga yang diisi protein plasma
sehingga komponen-komponen protein bermigrasi dari

kutub negatif ke kutub positif (Ricardson dkk., 1986).

Gel agarosa umumnya digunakan untuk analisis DNA dan
RNA pada elektroforesis, sedangkan gel poliakrilamida
diaplikasikan pada protein. Penempatan sampel disesuaikan
dengan peta untuk mempermudah proses analisis hasil
visualisasinya. Proses elektroforesis menggunakan kekuatan
(volt) dan waktu tertentu yang disesuaikan. Alat bantu
seperti digi doc digunakan dalam visualisasi hasil
elektroforesis sebelum hasil dianalisis. Hasil visualisasi dari
gel elektroforesis berupa noda atau pita (Nei, 1977; Brown

dan Weir, 1983).

c. Sekuensing

Pembacaan sekuen DNA sebagai produk PCR menjadi
penentu utama dalam biologi molekuler untuk mengetahui
komposisi nukleotida dan asam amino suatu gen, juga
menganalisis kekerabatan dan jalur evolusinya (Albert dkk.,
1994). Produk PCR gen COI penelitian berupa pita tunggal
yang berukuran 229 bp. Produk hasil PCR dilakukan
sekuensing di PT Genetika Science Indonesia secara
lengkap, baik dengan primer forward maupun reverse, untuk

memperoleh urutan DNA yang sesuai bagi pembacaan.
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Sekuensing DNA didasari oleh kerja metode PCR
(Polymerase Chain Reaction). Molekul DNA yang akan
ditentukan urutan basanya (A,C,G,T) akan berperan sebagai
cetakan (template). DNA lalu diamplifikasi menggunakan
enzim dan bahan-bahan serupa reaksi PCR, namun ada
penambahan beberapa pereaksi tertentu, sehingga proses ini
dinamakan cycle sequencing. Enzim polimerase akan
membuat rantai baru DNA salinan dari template dengan
penambahan dNTP-dNTP sesuai urutan DNA cetakannya
pada tahap ekstensi, sedangkan apabila ddNTP tertempel,
maka proses polimerisasi akan terhenti karena ddNTP tidak
memiliki gugus 3'-OH yang seharusnya bereaksi dengan

gugus 5'-P ANTP berikutnya membentuk ikatan fosfodiester.

Pada akhir cycle sequencing, dihasilkan fragmen-fragmen
DNA yang bervariasi panjangnya. Ketika dipisahkan
dengan elektroforesis, dapat terlihat berjarak antar
fragmennya satu basa-satu basa. Urutan basa DNA dapat
ditentukan dengan proses pemisahan fragmen pada gel
elektroforesis dalam satu lajur, menggunakan label
fluorescent dengan empat warna yang berbeda untuk setiap

reaksi cycle sequencing (Applied Biosystems, 2012).

. Pensejajaran Runutan Nukleotida (4lignment)

Runutan nukleotida gen COI gajah sumatera betina dengan
primer forward dan reverse dianalisis untuk mendapatkan
sekuens DNA dari gen COI. Pensejajaran runutan
nukleotida dilakukan dengan menggunakan program Clustal
W yang terdapat pada aplikasi MEGA (Tamura dkk., 2007).
Runutan nukleotida gen COI gajah sumatera betina

disejajarkan dengan ingroup (Famili Elephantidae) yaitu
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Elephas maximus indicus. Pensejajaran berganda dilakukan
hanya pada nukleotida, sehingga dapat diketahui apakah ada

perbedaan nukleotida pada gajah sumatera betina yang diuji.

e. Analisis Filogenetik

Analisis filogenetik gajah sumatera betina dikonstruksi
antara gen COI hasil penelitian ini dengan basis data gen
COl Elephas maximus indicus. Analisis filogenetik
menggunakan perangkat lunak MEGA (Tamura dkk., 2007)
versi 6.0 untuk mendapatkan data jarak genetik, homologi
dan konstruksi pohon filogenetiknya, dilihat dari susunan

asam nukleat dan asam aminonya.

2.4. Gen Cytochrome Oxidase Subunit I (COI)

Gen cytochrome oxidase subunit I (COI) merupakan salah satu gen
yang terdapat dalam genom mitokondria yang biasa digunakan sebagai
penanda genetik dalam studi molekuler untuk mempelajari
karakteristik genetik antar spesies maupun antar individu, serta dapat
digunakan sebagai DNA barcoding karena sedikit sekali delesi, insersi
dan variasi dalam sekuennya (Hebert dkk., 2003). Ketepatan pemilihan
gen sebagai penanda genetik didasari oleh beberapa kriteria, di
antaranya gen terdapat pada semua organisme, memiliki cara kerja
yang sama, serta mampu menjadi pembeda antar spesies. Karakteristik
utama penanda genetik terdapat pada laju substitusi nukleotida mau
pun asam amino pada daerah-daerah tertentu. Salah satu kelebihan gen
COI sebagai penanda analisis filogenetik adalah asam amino pada

fragmennya jarang mengalami substitusi. (Lynch dan Jarrell, 1993).
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III. METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian tentang “Identifikasi dan Karakterisasi Gen COI Gajah
Sumatera (Elephas maximus suamtranus) Betina di Pusat Latihan
Gajah, Taman Nasional Way Kambas” telah dilakukan pada bulan
Januari 2019 bekerja sama dengan Taman Nasional Way Kambas
dalam pengambilan sampel darah dan Laboratorium Bioteknologi
Balai Veteriner Lampung pada analisis kualitas DNA, di bawah
penelitian Dra. Elly L. Rustiati, M.Sc. dengan judul “Konstruksi

Peta Filogenetis Gajah Sumatera (Elephas maximus sumatranus) di

Pusat Latihan Gajah Taman Nasional Way Kambas Berdasarkan

Analisis Sitologis dan Molekuler” tahun penelitian kedua melalui
Kontrak Penelitian Strategis Nasional Institusi Direktorat Jenderal
Penguatan Riset dan Pengembangan Kementerian Riset, Teknologi,

dan Pendidikan Tinggi, Tahun Anggaran 2018.

Alat dan Bahan
3.2.1. Alat

Adapun peralatan yang digunakan dalam amplifikasi DNA yakni
tabung mikro 0,2 pl, Laminar Air Flow (LAF) untuk preparasi
bahan agar tidak terkontaminasi dengan udara luar, vortex untuk

homogenisasi larutan, mikropipet dan mikrotip untuk mengambil
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sampel DNA dan Veriti Thermal Cycler untuk proses amplifikasi
dengan suhu serta waktu dengan jumlah siklus tertentu. Proses
elektroforesis dilakukan dengan satu set alat elektroforesis
horizontal untuk melakukan vji kualitatif DNA (chamber,
cetakan gel, sisir, power supply), Digital Documents (digi doc)
untuk visualisasi hasil elektroforesis, dan kamera Canon sebagai
alat dokumentasi. Proses purifikasi peralatan dilakukan dengan
QlAquick column sebagai medium presipitasi, spin column dan
centrifuge untuk menghomogenkan supernatan serta microtube
untuk menampung hasil purifikasi. Pada proses sekuensing
peralatan yang digunakan adalah mesin sequencer tipe 3130
Applied Biosystem. Sedangkan pada proses analisis data hasil
sekuensing berupa elektroforegram digunakan komputer dengan
aplikasi Molecular Evolution Genetics Analysis (MEGA) 6.0
serta BioEdit Sequence Alignment Editor.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam amplifikasi adalah DNA hasil
ekstraksi sampel darah gajah sumatera betina yang diperoleh dari
Taman Nasional Way Kambas dan mix master yang terdiri dari
MyTaq™ HS Red Mix, nuclease-free water sebagai pelarut
primer serta primer forward dan reverse gen cytochrome oxidase
subunit I (COI) untuk mengenali urutan asam nukleat yang akan
diamplifikasi. Bahan untuk proses elektroforesis adalah DNA
teramplifikasi, gel agarosa sebagai fase diam, larutan penyangga
Tris-Acetate-EDTA (TAE) sebagai fase gerak dan pelarut
agarosa, SYBR safe sebagai pewarna untuk melihat DNA hasil
ekstraksi setelah dilakukan elektroforesis, serta marker 100 bp
sebagai penanda. Bahan untuk proses purifikasi adalah

isopropanol untuk membantu presipitasi dan buffer QIAGEN
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sebagai pencuci pellet yang terbentuk setelah sentrifugasi.
Bahan untuk proses sekuensing adalah reagen yang terdiri dari
BigDye Xterminator mix dan reaction buffer sebagai pereaksi,
nuclease-free water sebagai pelarut prime serta serta primer
forward dan reverse gen cytochrome oxidase subunit I (COI)
untuk mengenali urutan asam nukleat yang akan diamplifikasi

serta DNA hasil purifikasi.

3.3. Prosedur Penelitian

3.3.1. Tahap Pendahuluan

Teknik pengambilan sampel darah dan profil gajah sumatera
binaan telah dilakukan tim medis yang bertugas di RSG Prof.
Dr. Ir. H. Rubini Atmawidjaja PLG, TNWK, dipimpin oleh drh.
Diah Esti Anggraini dan drh. Dedi Chandra, M.Si. Pengambilan
sampel darah gajah juga melibatkan mahasiswa peneliti Siti
Asiyah, S.Si., paramedis veteriner, dan mahout dari masing-
masing gajah. Proses pengambilan sampel darah juga
didampingi oleh koordinator PLG TNWK, Elisabeth Devi
Krismuniarti, S.Si., M.E. pada tahun 2018 dengan dukungan
Surat Keputusan Direktur Jenderal Konservasi Sumber Daya
Alam Ekosistem (No. SK.247/KSDAE/SET/KSA.2/6/ 2018)
tentang Izin Mengambil dan Mengedarkan Sampel Feses, Urin,
Darah, Garutan Gading, dan Rambut Gajah Sumatera (Elephas
maximus sumatranus) kepada Fakultas Matematika dan [Imu
Pengetahuan Alam Universitas Lampung untuk Kepentingan
Penelitian Atas Nama Dra. Elly Lestari Rustiati, M.Sc. dan
Priyambodo, M.Sc. Sampel yang digunakan dalam penelitian
adalah sampel darah gajah sumatera betina dari PLG, TNWK
(Tabel 1). Sampel darah gajah sumatera diambil dari Rumah
Sakit Gajah (RSG) Prof. Dr. Ir. H. Rubini Atmawidjaja di PLG
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dan Elephant Response Unit (ERU) TNWK (Rustiati dkk.,

2018).

Tabel 1. Kode sampel dan nama gajah sumatera betina dari PLG,

TNWK
No. Nama gajah Nomor isolasi Asal
I. Alma 34 Purbolinggo
2.  Bunga 27 Purbolinggo
3. Karmila 13 Purbolinggo
4.  Lingling 11 Purbolinggo
5. Mega 8 Purbolinggo
6. Meli 32 Purbolinggo
7.  Dita 3 Susukan Baru
8. Kartijah 15 Susukan Baru
9.  Pepi | Susukan Baru
10.  Poniyem 4a Susukan Baru
11. Rahmi 3a Susukan Baru
12.  Riska 30 Susukan Baru
13. Amalia 14 PLG
14.  Queen 1 PLG
15.  Wulan 4 PLG
16.  Yulia 8a PLG
17.  Gunturia 5 Palembang
18. Mela 28 Palembang
19.  Sulli 3 Palembang
20.  Arni 28 Padang Cermin
21. Heli 36 Padang Cermin
22.  Pleno 12 Jakarta
23.  Yeti 24 Braja Yekti
24.  Dona 29 Lampung Utara
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Penentuan dua puluh empat sampel DNA hasil ekstraksi yang

digunakan dalam penelitian ini dilakukan dengan teknik

purposive sampling, yaitu menentukan sampel berdasarkan

pertimbangan tertentu (Sugiyono, 2001), yaitu berdasarkan

pada jenis kelamin betina, hal ini juga terkait dengan

penggunaan primer cytochrome oxidase subunit 1.

Gajah sumatera betina binaan di PLG, TNWK, Lampung Timur

(Gambar 3) berasal dari delapan wilayah yang berbeda, dalam hal

ini enam ekor gajah sumatera betina berasal dari Purbolinggo,

Lampung Timur, enam ekor dari Susukan Baru, Lampung Timur,

empat ekor dari PLG, tiga ekor dari Palembang, Sumatera Selatan,

dua ekor dari Padang Cermin, satu ekor dari Jakarta, Braja Yekti

dan Lampung Utara.

PETA INFR&ATRLETUR
KATIPATEN LAMPING TINLIR

e

B smurniroman rEcemwan L

Gambar 3. Kabupaten Lampung Timur
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Ekstraksi

Ekstraksi DNA mengacu pada protokol ekstraksi DNeasyR
Blood & Tissue Kit dari QIAGEN. Pada proses ekstraksi DNA
gajah sumatera diperlukan tiga tahapan untuk mendapatkan
isolat DNA yang baik yaitu melalui tahap lisis, isolasi dari
pengotor, dan presipitasi (Rustiati dkk., 2018). Tahap ekstraksi
sampel darah gajah sumatera telah dilakukan oleh tim peneliti
Dra. Elly Lestari Rustiati, M.Sc., Priyambodo, M.Sc., Siti
Asiyah, S.Si., Dian Neli Pratiwi, S.Si. didampingi oleh
paramedic veteriner yang bertugas di Laboratorium
Bioteknologi Balai Veteriner yaitu drh. Liza Angeliya, M.Sc.
dan drh. Eko Agus Srihanto, M.Sc (Pratiwi, 2018).

Amplifikasi

Uji deteksi DNA hasil ekstraksi menggunakan PCR dimulai
dengan pembuatan master mix yaitu dengan menghomogenkan
MyTaq™ HS Red Mix ditambahkan primer reverse dan forward
cytochrome oxidase subunit I (COI) Cat No. 10336022 dari
Invitrogen (Tabel 2) dan nuclease free water (NFW). Sebanyak
30 pl dari master mix dihomogenkan dengan 5 pl DNA hasil

ekstraksi.

Tabel 2. Sekuens primer COI untuk gajah sumatera

Primer Sekuens
Forward 5> GTGTCATTGTCACAGCACAC ‘3
Reverse 5’CTGCCAGAGGAGGATATCG ‘3

Langkah awal yang dilakukan untuk menentukan suhu yang
digunakan pada tahap amplifikasi yaitu optimasi suhu, suhu

optimal yang menunjukkan pendaran pita DNA pada hasil uji
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elektroforesis gel agarosa yaitu suhu 50°C. Pada tahap
predenaturasi digunakan suhu 95°C dengan waktu 5 menit.
Tahap predenaturasi dilakukan untuk memastikan rantai ganda
DNA genom dapat terpisah menjadi untai tunggal. Tahap kedua
yaitu tahap denaturasi digunakan suhu 94°C dengan waktu 20
detik. Tahap denaturasi merupakan proses awal untuk
memisahkan untai ganda DNA menjadi dua untai tunggal. Pada
tahap ketiga yaitu tahap penempelan digunakan suhu 50°C
dengan waktu 45 detik. Tahap ini digunakan sebagai pengenalan
suatu primer terhadap DNA target yang memiliki pasangan basa
yang unik pada suatu organisme. Tahap keempat yaitu tahap
pemanjangan digunakan suhu 72°C dengan waktu 1 menit.
Tahap pemanjangan merupakan tahap pemanjangan untai baru
DNA. Tahap kelima yaitu tahap post-ekstensi menggunakan suhu
72°C selama 7 menit dan suhu 12°C untuk menyempurnakan
tahap terakhir. Tahap satu dengan tahap lima berulang 1 kali,
sedangkan tahap dua, tiga dan empat berulang sebanyak 39 kali.

Elektroforesis gel agarosa

Hasil PCR selanjutnya divisualisasi dengan elektroforesis
menggunakan gel agarosa 1,5% pada tegangan 100 volt selama
30 menit. Hasil elektroforesis dilihat dengan digi doc. Tahap
elektroforesis gel agarosa 1,5% dilakukan dengan
mencampurkan bubuk agarosa 1,5 mg yang dilarutkan dalam
buffer TAE 100 ml dan dipanaskan menggunakan microwave
selama 3 menit lalu ditambahkan SYBR safe 1,5 pl. Larutan gel
agarosa yang telah ditambahkan SYBR safe 1,5 ul diletakkan
dalam cetakan gel yang telah diberi sisir pembuat sumuran gel.
Larutan gel agarosa yang telah padat dimasukkan ke dalam
chamber yang telah ditambahkan buffer TAE hingga agarosa
terendam. Larutan DNA hasil amplifikasi sebanyak 5 pl
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dimasukan ke dalam sumuran gel agarosa. Elektroda kemudian
dihubungkan dengan power supply selama 30 menit dengan
tegangan 100 volt. Setelah selesai, gel dipindahkan ke dalam digi

doc untuk divisualisasi.

Purifikasi

Purifikasi gel dilakukan untuk mendapatkan fragmen DNA
sampel hasil elektroforesis. Metode purifikasi gel sesuai dengan
prosedur kerja kit yang dipakai (QIAGEN). Fragmen DNA pada
gel agarose dipotong, kemudian potongan gel dimasukkan ke
dalam tube dan ditambah dengan 3 kali volume buffer QIAGEN.
Suspensi diinkubasi selama 10 menit pada suhu 50°C dan
divortek setiap 2-3 menit agar terlarut sempurna. Larutan
ditambah 1 kali volume isopropanol dan divortex, lalu suspensi
dipindahkan ke dalam spin column dan dilakukan setrifugasi
selama 1 menit dengan kecepatan 13.000 rpm, kemudian
supernatan ditambahkan 500ul buffer QIAGEN dan
disentrifugasi kembali. Pencucian isolat dilakukan dengan buffer
BE sebanyak 750 pl lalu dilakukan sentrifugasi ulang selama 1
menit. Supernatan dipindahkan ke microtube 1,5 ml. Pelarutan
DNA dilakukan dengan menambahkan 50 ul buffer EB lalu
supernatan kembali disentrifugasi selama 1 menit (Srihanto,

2013).

3.3.6. Sekuensing

Proses sekuensing dilakukan dengan mesin sequencer tipe 3130
Applied Biosystem. Reagen untuk sekuensing dimasukkan ke
dalam lubang mikroplate. Reagen tersebut terdiri dari BigDye
Xterminator mix, 5 kali reaction buffer, satu macam primer

spesifik forward atau reverse, Nuclease-free water dan DNA
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yang sudah dipurifikasi. Proses dengan sequencer berlangsung
sebanyak 25 siklus dengan tahap predenaturasi, denaturasi,
penempelan dan pemanjangan. Data hasil sekuensing berbentuk

elektroforegram dan AB1 file (Srihanto, 2013).

3.4. Analisis data

Analisis data hasil sekuensing menggunakan perangkat lunak
Molecular Evolution Genetics Analysis (MEGA) versi 6.0. untuk
mendapatkan runutan basa nukleotida, tabel jarak genetik dan
homologi, serta pohon kekerabatan dari hasil sekuensing gen COI dari

24 ekor gajah sumatera betina di PLG, TNWK.

3.4.1. Merunut urutan basa nukleotida

Pada tahapan ini data hasil sekuensing berupa elektoforegram
dalam bentuk AB1 file diubah menjadi bentuk fasta file (.txt)
yang berisi susunan asam nukleat. Tahap pertama yaitu
membuka aplikasi MEGA 6.0 lalu memilih opsi “Edit/Build
Alignment” pada menu Align (Gambar 4).
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Gambar 4. Langkah pertama merunut basa nukleotida

Selanjutnya yaitu memilih opsi “Create a new alignment” pada jendela

menu Select an Option (Gambar 5).
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Gambar 5. Langkah kedua merunut basa nukleotida
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Kemudian memilih opsi “DNA” pada jendela menu yang muncul di
layar yang menunjukkan jenis sequence aligment yang dikehendaki

(Gambar 6).

Gambar 6. Langkah ketiga merunut basa nukleotida

Tahap selanjutnya yaitu memilih opsi “Insert Sequence From File”
pada menu Edit yang muncul pada jendela menu Alignment Explorer

atau dapat juga menggunakan langkah pintas Ctrl+I (Gambar 7).
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Gambar 7. Langkah keempat merunut basa nukleotida
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Data dilakukan uji basic local alignment search tools (BLAST) untuk
memastikan bahwa sekuens tersebut sudah sesuai dengan target gen
yang dianalisis, dalam hal ini yaitu gen COI. Sekuens COI
pembanding yang digunakan yaitu Elephas maximus indicus.
Langkah selanjutnya yaitu memasukkan file BLAST Elephas
maximus indicus COI dalam bentuk fasta file (.txt) (Gambar 8).
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Gambar 8. Langkah kelima merunut basa nukleotida

Tahap selanjutnya yaitu memasukkan pasangan sekuens forward dan
reverse gen COI gajah sumatera betina (Elephas maximus

sumatranus) dari PLG, TNWK (Gambar 9).
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Gambar 9. Langkah keenam merunut basa nukleotida
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Tahap selanjutnya yaitu memasukkan 24 sekuens forward dan
reverse gen COI gajah sumatera betina (Elephas maximus
sumatranus) dari PLG, TNWK. Hasilnya akan muncul runutan basa

nukleotida sampel pada layar aplikasi MEGA 6.0 (Gambar 10).
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Gambar 10. Langkah ketujuh merunut basa nukleotida

Selanjutnya memilih baris sekuens reverse kemudian memilih opsi
“Reverse Complement” pada menu Data, lalu melakukan hal yang

sama untuk 23 baris sekuens reverse selanjutnya (Gambar 11).
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Gambar 11. Langkah kedelapan merunut basa nukleotida
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Setelah dilakukan langkah reverse complement pada 24 sekuens
reverse, kemudian memilih opsi “Select All” atau langkah pintas

Ctrl+A (Gambar 12).
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Gambar 12. Langkah kesembilan merunut basa nukleotida

Proses assembly hasil analisis sekuens menggunakan perangkat lunak
Bioedit Sequence Alignment Editor. Data yang diperoleh setelah
dilakukan multiple alignment dengan clustal W diubah ke bentuk
mas.file. Analisis data mas.file akan menunjukkan nilai jarak genetik
dan homologi. Langkah berikutnya yaitu memilih opsi “Align by
ClustalW” pada menu Alignment (Gambar 13).
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Gambar 13. Langkah kesepuluh merunut basa nukleotida

Selanjutnya memilih tombol “OK” pada jendela menu ClustalW
Parameters yang muncul, tanpa mengubah pengaturan default

(Gambar 14).
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Gambar 14. Langkah kesebelas merunut basa nukleotida

Hasilnya akan muncul runutan basa nukleotida 24 pasang sekuens
forward dan reverse gen COI gajah sumatera betina di PLG, TNWK.
Langkah selanjutnya yaitu menghapus deretan kosong pada hail
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runutan dari site pertama hingga site yang menunjukkan kesamaan

basa nukleotida yang muncul dengan deret di bawahnya (Gambar 15).
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Gambar 15. Langkah keduabelas merunut basa nukleotida

Selanjutnya, dilakukan hal yang sama pada ujung runutan basa
nukleotida yaitu menghapus deretan kosong pada hail runutan dari
site pertama hingga site yang menunjukkan kesamaan basa nukleotida

yang muncul dengan deret di bawahnya (Gambar 16).
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Gambar 16. Langkah ketigabelas merunut basa nukleotida
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Setelah dilakukan penghapusan site kosong, selanjutnya mengisi
seluruh site yang menunjukkan simbol “-* atau “N” dengan basa
nukleotida yang sama dengan deret atas dan bawahnya, setelah
selesai runutan disimpan pada aplikasi Notepad dengan format “nama

gajah > runutan basa nukleotida” (Gambar 17).
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Gambar 17. Langkah keempatbelas merunut basa nukleotida

Hasilnya akan muncul hasil perunutan basa nukleotida 24 pasang
sekuens forward dan reverse gen COI gajah sumatera betina di PLG,

TNWK (Gambar 18).
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Gambar 18. Langkah kelimabelas merunut basa nukleotida
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3.4.2. Melakukan analisis jarak genetik dan homologi
Pada tahapan ini dilakukan analisis jarak genetik dan homologi
dari hasil runutan basa nukleotida 24 pasang sekuens forward
dan reverse gen COI gajah sumatera betina di PLG, TNWK.
Tahap pertama yaitu membuka aplikasi MEGA 6.0 lalu memilih
opsi “Edit/Build Alignment” pada menu Align (Gambar 19).
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Gambar 19. Langkah pertama analisis jarak genetik

Selanjutnya yaitu memilih opsi “Create a new alignment” pada

jendela menu Select an Option (Gambar 20).
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Gambar 20. Langkah kedua analisis jarak genetik



Kemudian memilih opsi “DNA” pada jendela menu yang
muncul di layar yang menunjukkan jenis sequence aligment

yang dikehendaki (Gambar 21).
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Gambar 21. Langkah ketiga analisis jarak genetik

Tahap selanjutnya yaitu memilih opsi “Insert Sequence From
File” pada menu Edit atau dapat juga menggunakan langkah

pintas Ctrl+I (Gambar 22).

Gambar 22. Langkah keempat analisis jarak genetik

40
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Hasil runutan yang telah disimpan pada aplikasi Notepad sebagai
fasta file (.txt) kemudian dimasukkan, hasilnya akan muncul pada

jendela Alignment Explorer (Gambar 23).
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Gambar 23. Langkah kelima analisis jarak genetik

Tahap berikutnya, pada jendela utama aplikasi dipilih opsi “Open A
File/Session” pada menu Data atau dapat juga menggunakan langkah

pintas Ctrl+O, lalu memilih sesi file yang dirunut pada Alignment

Explorer (Gambar 24).
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Gambar 24. Langkah keenam analisis jarak genetik
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Hasilnya akan muncul runutan basa yang akan muncul pada jendela
Sequence Data Explorer. Simbol titik menunjukkan kesamaan basa

nukleotida antar individu (Gambar 25).
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Gambar 25. Langkah ketujuh analisis jarak genetik

Tahap selanjutnya yaitu memilih opsi “Compute Pairwise Distance”

pada menu Distance di jendela utama aplikasi (Gambar 26).
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Gambar 26. Langkah kedelapan analisis jarak genetik
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Kemudian memilih opsi “Compute” pada jendela Analysis

Preferences tanpa mengubah peraturan default (Gambar 27).
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Gambar 27. Langkah kesembilan analisis jarak genetik

Hasilnya akan muncul jarak genetik seluruh sampel gajah sumatera

betina dari PLG, TNWK (Gambar 28).
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Gambar 28. Langkah kesepuluh analisis jarak genetik
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3.4.3 Membuat konstruksi pohon kekerabatan

Tahap awal yang harus dilakukan yaitu membuka aplikasi
MEGA 6.0 dan memilih opsi “Construct/Test Maximum
Likelihood Tree” pada menu Phylogeny (Gambar 29).
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Gambar 29. Langkah pertama konstruksi pohon kekerabatan

Selanjutnya memilih opsi “Compute” pada jendela menu
Analysis Preferences tanpa mengubah pengaturan default

(Gambar 30).

Gambar 30. Langkah kedua konstruksi pohon kekerabatan
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Hasilnya akan muncul konstruksi pohon kekerabatan seluruh sampel

gajah sumatera betina dari PLG, TNWK pada jendela Tree Explorer

(Gambar 31).
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Gambar 31. Langkah ketiga konstruksi pohon kekerabatan

Hasil konstruksi pohon kekerabatan seluruh sampel gajah sumatera

betina dari PLG, TNWK pada jendela Tree Explorer (Gambar 32).
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Gambar 32. Langkah keempat konstruksi pohon kekerabatan
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3.5. Diagram Alir Penelitian

Tahapan yang telah dilakukan dalam penelitian ini digambarkan

dalam diagram alir (Gambar 33) sebagai berikut:

Tahap
pendahuluan

Ekstraksi

Amplifikasi

Elektroforesis
gel agarosa

Purifikasi

Sekuensing

Analisis data

Simpulan

Gambar 33. Diagram alir identifikasi dan karakterisasi gen COI gajah
sumatera (Elephas maximus sumatranus) betina dari Pusat
Latihan Gajah, Taman Nasional Way Kambas



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Adapun kesimpulan dari penelitian yang telah dilakukan adalah sebagai

berikut:

1. Ketiadaan jarak genetik menunjukkan hubugan genetik yang dekat,
sehingga dapat disimpulkan seluruh individu gajah sumatera betina di
PLG, TNWK berasal dari satu kelompok populasi yang sama.

2. Jarak genetik dari 24 individu gajah sumatera betina dari PLG, TNWK
yaitu 0,000 dengan nilai homologi 100%, diperkuat dengan konstruksi

pohon kekerabatan.

5.2 Saran

Kondisi sampel sangat menentukan keberhasilan dari tahapan isolasi dan
mempengaruhi kualitas isolat DNA yang akan dilakukan sekuensing sehingga
teknik dan keterampilan dalam pengambilan sampel sangat diperlukan.
Analisis paternitas perlu dilakukan untuk mengetahui hubungan kekerabatan
antar individu gajah sumatera di PLG, TNWK.
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