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ABSTRAK

Indentifikasi morfologi memiliki keterbatasan dan hanya bisa diaplikasikan pada saat memasuki fase
remaja atau dewasa, Identifikasi menggunakan sekuens DNA merupakan alternative yang dipakai dalam
mengungkapkan taksonomi. Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui komposisi DNA dari gen 18s rRNA
ektoparasit Octolasmis cor dan menganalisis filogenetik serta identifikasi spesies. Hasil menunjukan
karakteristik molekuler 18 rRNA dari sampel parasit O.cor yang ditemukan di wilayah Sulawesi Selatan
diperoleh panjang DNA 1500 bp dengan komposisi basa Adenin 354 (23,6 %), Guanin 444 (29,6 %), , Timin
360 (24 %) dan Citosin 342 (15,1%). Berdasarkan hasil analisis filogentik menunjukan jarak 0,004 yang
artinya memiliki kedekatan hubungan atau kemungkinan dari spesies yang sama

Kata Kunci : Analisis Filogenetik; Octolasmis cor ; 18s rRNA

Phylogenetic Analysis and DNA of Ectoparasite Octolasmis cor manifested on Mud
Crab Scylla spp. in South Sulawesi Waters

ABSTRACT

Morphological identification has limitations and can only be applied when entering the adolescent or
adult phase, identification using DNA sequences is an alternative used in expressing taxonomy. The purpose
of this study was to determine the DNA composition of the 18s rRNA ectoparasite Octolasmis cor gene and
analyze phylogenetic and species identification. The results showed 18 rRNA molecular characteristics from
O.cor parasite samples found in South Sulawesi region obtained DNA length 1500 bp with base composition
of Adenine 354 (23.6%), Guanin 444 (29.6%), Thymine 360 (24% ) and Citosin 342 (15.1%). Based on the
results of the phylogentic analysis, it shows a distance of 0.004, which means it has a close relationship or
possibility of the same species
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PENDAHULUAN

Kepiting bakau (Scylla spp) merupakan
komoditas perikanan yang hidup diperairan
banyak digemari oleh konsumen domestik dan
mancanegara. Sehingga kepiting bakau menjadi
salah satu komoditas ekspor yang bernilai
ekonomis (Domitilla et al. 2020). Namun benih
kepiting bakau di  Indonesia  masih
mengandalkan hasil tangkapan alam, terutama
di Sulawesi Selatan. Kekurangan dari benih
tangkapan alam sangat mungkin terinfestasi
berbagai jenis parasit antara lain Octolasmis
spp.

Octolasmis spp adalah jenis parasit dari
kelas Maxillopoda yang sering dijumpai pada
beberapa jenis crustacean seperti kepiting,
lobster dan udang. Parasit ini terdiri dari
peduncle dan capitulum yang di bungkus
cangkang (Praptiasih, 2010) Parasit ini dapat
berkembang pada lingkungan budidaya. karena
siklus hidupnya tidak memerlukan inang
perantara (Jeffries et al 1995).

Kondisi padat penebaran tinggi disertai
dengan menurunnya kualitas air dapat
meningkatkan infestasi. Hal ini di buktikan
Irvansyah et al (2012) dengan melihat tingkat
intesitas serangan parasit Octolasmis spp dari
benih kepiting tangkapan alam mencapai
65,259 % ketika dibesarkan dalam tambak.
Infestasi Octolasmis spp yang berat diduga
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merupakan  potensi ancaman  terhadap
perkembangan budidaya kepiting bakau,
sehingga dapat memberikan dampak negatif
terhadap pendapatan ekonomi masyarakat
terutama petambak kepiting bakau.

Saat ini indentifikasi spesies octolasmis
spp hanya dilihat jumlah capitular, scutum,
tergum dan carina (Jeffries et al., 2005). Metode
ini memiliki keterbatasan dan hanya bisa
diaplikasikan pada saat parasit ini memasuki
fase remaja atau dewasa, sedangkan pada fase
larva atau cryprid teknik ini belum dapat
diaplikasikan. Hal ini disebabkan pada fase
cypird karakteristik morfologi belum terbentuk
sehingga cukup sulit diidentifikasi. Alternative
lain untuk metode ldentifikasi adalah dengan
menggunakan sekuens DNA, yaitu Salah satu
penanda molekuler yang dipakai dalam
mengungkapkan taksonomi suatu spesies
dengan mengamati kode batang DNA atau DNA
barcoding (Chippindale et al., 1999). Dari sekian
banyak teknik penanda DNA, salah satunya
adalah ribosomal RNA (rRNA). Menurut Baker et
al., (2001) identifikasi spesies pada sub unit
rRNA paling banyak digunakan sebagai
molecular chronometer sebab dengan panjang
1600-2000 bp dapat memberikan informasi yang
cukup tentang hubungan evolusi antar spesies.

Perkembangan teknik molekuler
berdasarkan 18S rRNA telah berkembang pada

tahun 1996 dan sangat jarang digunakan
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sebagai alat indentifikasi organisme terutama di
Indonesia,sehingga diharapkan dapat
memberikan  kontribusi  besar bagi ilmu
pengetahuan, selain itu juga untuk menambah
informasi tentang karakter nukleotida 18s rRNA
parasit Octolasmis spp serta mendesain pohon

filogenetik molekulernya.

METODE PENELITIAN
Waktu dan tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada tahun
lalu di laboratorium parasit dan penyakit ikan
Universitas Hasanuddin Makassar. Sampel
diawetkan semenjak tahun 2013 yang
merupakan parasit yang mengifestasi kepiting
bakau.

Alat dan bahan.

Adapun alat yang digunakan penelitian ini
adalah botol eppendrof, Thermal Cycle (PCR),
sumur gel eletroforesis, mikropipet, mesin ABI
3130xI Genetic Analyzer dan UV transluminator.
Sedangkan bahan yang digunakan adalah
Parasit Octolasmis cor, etanol, DNA mini kit
(Qiagen), primer, larutan TBE 0,5x, loading dye
dan akuades
Prosedur Penelitian

DNA mini kit (Qiagen) digunakan untuk
extraksi DNA dari Octolasmis cor dengan
mengikuti prosedur. Amplifikasi DNA dengan
menggunakan  metode  Reaksi  Rantai

Polimerase (PCR) sedangkan primer yang
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digunakan dirancang dengan menggunakan
software  clustalW untuk daerah yang
terkonservasi berdasarkan sekuen referensi
GenBank di NCBI dan selanjutnya software
pearlprimer  digunakan dalam menentukan
primer pada daerah yang terkonservasi tersebut
dari region 18S. kondisi PCR 94°C 5 menit (initial
Denaturation), 30 siklus denaturasi dengan suhu
94°C 1 menit, annealing suhu 45°C 1 menit, dan
ekstension disuhu 72°C 1,5 menit dan final
extension pada suhu 72°C 7 menit

Produk PCR selanjutnya dielektroforesis
dalam gel agarose 1% dalam larutan TBE 0.5X.
Sebanyak 10 pL DNA hasil PCR dicampur
dengan 2 L loading dye kemudian dimasukkan
dalam sumur gel elektroforesis. Elekrtoforesis
dijalankan pada tegangan 100 volt selama 30
menit. Selanjutnya gel hasil elektroforesis
diletakkan diatas UV transluminator dan
didokumentasikan  menggunakan  GelDoc
(Sambrook et al. 1989).

DNA dipurifikasi dengan Qiagen PCR
Purification ~Kit berdasarkan petunjuk Kkit.
Kemudian hasil PCR yang sudah dipurifikasi
disekuen dengan menggunakan sekuensing
otomatis mesin ABI 3130xl Genetic Analyzer di
Laboratorium 1st Base di Singapura. Selanjutnya
dilakukan BLAST pada situs
http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST.  Hal ini
bertujuan memastikan primer memotong tepat

pada bagian dan untuk mengidentifikasi spesies
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Octolasmis spp. yang tersimpan dalam database
NCBI untuk menentukan homolog (Sulistijowati
dan Mile, 2016).
HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi Octolasmis cor dari region 18S
rRNA telah berhasil diamplifikasi dengan
panjang 1500 bp. Hal ini dapat dilihat pada

Gambar 1.

1500 bp

500 bp

Gambar 1. Elektroforegram amplifikasi gen 18s rRNA
specimen Octolasmis cor dalam 1% gel agarose
(Keterangan: 1kb = DNA Ladder, Octolasmis cor
=0.cor).

Hasil perhitungan (Gambar 2) jumlah
basa nukleotida, diperoleh panjang DNA 1500bp
dengan komposisi yaitu Adenin berjumlah 354 (
23,6 %), Guanin 444 (29,6 %), , Timin 360 (24
%) dan Citosin 342 (15,1%). Dari semua jumlah
kandungan basa nukleotida terbanyak mencapai
29,9 %. Yaitu Guanin, akan tetapi jumlah
tersebut tidak jauh berbeda dengan basa
nukleotida yang lain.

Hasil blasting (Tabel 1) tingkatan

kemiripan dimiliki oleh Octolasmis cor dengan
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max score 2760 dan totaly score 2670, query
cover 100%, E-value 0.0 dan Ident 99,87 %.
Menurut Tindi (2017) bahwa nilai E-value sama
dengan 0.0 menunjukkan pensejajaran sekuen
yang signifikan artinya sekuen specimen yang
dicari melalui situs NCBI pada penelitian ini
berasal dari genus yang sama atau identik.
Sehingga dapat dipastikan bahwa specimen
O.cor adalah Octolasmis cor karena memiliki
tingkat kemiripan atau per.indent 99,87 %

Hasil analisis pohon filogenetik (Gambar
3) dengan menggunakan metode neighbor
joining ditemukan jarak genetik sampel dengan
Octolasmis cor menunjukan nilai 0,004. Menurut
Tallei et al. (2016), nilai jarak genetik yang
semakin  kecil antara dua organisme
menunjukan kedekatan hubungan kekerabatan
artinya semakin kecil jaraknya maka semakin
dekat pula hubungan kekerabatan antara
keduanya. Hasil di atas menandakan bahwa
kemukinan besar bahwa spesies parasit yang
ditemukan di wilayah Sulawesi Selatan adalah

Octolasmis cor (Marcoz et al 2008)
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Tabel 1. Hasil BLASTING Specimen O.cor di Bank gen NCBI (3 teratas).

Max  Total  Query

Description s Evalue  Per. Ident Accession
core Score  Cover

Octolasmis cor 18S ribosomal RNA gene 2760 2760 100 % 0,0 99,87 % EU082407.1

Octolasmis sp. 18S ribosomal RNA gene 2726 2726 100 % 0,0 99.47% EU082408.1

Temnaspis amygdalum 18S ribosomal RNA 2721 2721 100 % 0,0 99.40% AB551730.1

Sumber: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

GATACATGGATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCAACCGAGCCTCAGTCCAGCGCTTCGGTGTTGGCGGGGCG
CTTTTATTGGCTGAAAACCGATGGCTGCCCTCGTGGCGGTCGTTATTCGATGAATCACAATAACATTGTGTGGATCGCAC
GGTCCTGTACCGGCGACGCGCCTTTCAAATATCTGCCTTATCAGCTCTCGACGGTTTGCTAGTGGCTGACCGTGGCTCTG
ACGGGTAACGGGGAATATGGGTTCTATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCG
CGTAACTTACCCACTCTCAGTTCGAGGAGGTAGTGACAATAAATACCTTACAGAGGTCTCGTTAACCGAGATCTCTCAAA
CGGAATGAGTACAACGTGAATCCTTTAACGAGGATCGACTGGAGGGCAAGCCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
TCCAGTAGCGTATATTAAAGCTGTTGCGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGATATCAGTGCGTGTCCGGTCCGGCATGCCCGG
TGCGTTATGGCGGCAACGCGATGACGCCCGGGCTCCCAAATGTCGGCTGGCCGCATTCAATCGTGTCGGATCCGTCGACG
GGCCGTTCTTCGGAGGGGCCTGTTGGCGACCGGCGGCGTTACCTTGAACAAATTAGAGTGCTCAAAGCAGGCTCTTAATG
CCTGTATACATATTCATGGAATTGGAGAATACGTCCCTGGCTCGATTTGGTTGGTTTTGAGAGTCGAAGGGAAATGATTA
ATAGGGACTGACGGAGGCATTCGTATTGCGACGCGAGGGGTGAAATCCTGTGACCGTCGCACGACGAACTACTGCGAAAG
CATTTGCCGAGAATGTTTTCATTAGTCAAGAACGAAAGTTAGAGGTTCGAAGGCGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACC
GTAAACGATGTCGACCAGCAATCCGCAACGGTCACTTAAAGGACTGTGCGGGCAGCTTTCCCGGAGAAATCAGAGTGTTT
GGACTCCGGGGGAAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCTTGCGG
CTTAATTTGACTCAACACGGGACAACTCACCAGGCCCGGACACCGTAAGGATTGACAGACTGATAGCTCTCTCTTGATTC
AGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTTATTCCGATAACGAACGAGACTCTGGCC
TATTAAACTTGACGCCGCCAGTCCTTATGTGACTGGGGTGTGCTTCTTAGAGGGATCATCGGCGTCCCAGCCGAAGGAAA
GGGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCTGCACGCGTGTTACACTGAAGTGGTCAGCGCGCCGTTC
AACGTCCTTCTCCGAGAGGAGCGGGCAAACGTTTGAACCCTTTTCGTGATGGGAATGGGG

Gambar 2. Consensus DNA parasit Octolasmis cor asal perairan Sulawesi Selatan Specimen O.cor.

Octolasmis warwickii gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence
Octolasmis angulata gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence
9 Octolasmis sp. KACb00064 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Temnaspis amygdalum gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence
Megalasma rectum strain Mgl r_1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Megalasma striatum voucher KACb00391 18S ribosomal RNA gene, partial se.
Megalasma striatum gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence
Poecilasma inaequilaterale 18S ribosomal RNA gene, partial sequence

Octolasmis hawaiense strain Oct_ha 2 18S 11ibosomal RNA gene, partial sequence

I_l0 004 2 @ O.cor
)

Octolasmis cor voucher KACb000359 18S ribosomal RNA gene, partial sequence

Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogenetik beberapa jenis kerabat Octolasmis spp. berdasarkan 18S
rRNA gen dengan metode neighbor joining
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Hasil pengamatan morfologi dari sampel parasit
yang ditemukan memiliki kesamaan dengan
Octolasmis cor (Chan et al .2012). Hal ini bisa
dilihat dari jumlah cabang scutum, tergum dan
carina pada kedua gambar parasit itu.
Octolasmis cor memiliki jumlah cabang scutum
terdiri dari 2 cabang dan 1 carina (Gambar 4a),
salah satu ciri khas dari bentuk cabang scutum

daro Octolasmis cor agak melebar.

Gambar 4. a) Morfologi Octolasmis cor pada
kepiting bakau yang tertangkap di
Sulawesi selatan; b) Gambar O.cor (Chan
etal .2012)

SIMPULAN

Karakteristik molekuler 18 rRNA dari
sampel parasit O.cor yang ditemukan di wilayah
Sulawesi Selatan diperoleh panjang DNA 1500
bp dengan komposisi basa Adenin 354 (23,6 %),
Guanin 444 (29,6 %), , Timin 360 (24 %) dan
Citosin 342 (15,1%). Berdasarkan hasil analisis
filogentik menunjukan jarak 0,004 yang artinya
memiliki kedekatan hubungan atau
kemungkinan dari spesies yang sama. Saran

untuk penelitian ini diharapkan untuk dapat
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mengidentifikasi karakteristik DNA parasit pada
gen 28S atau COI.
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