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ABSTRACT

Indonesia is known as a high biodiversity country having 60% diversity of fauna in the world, including
birds. Some types of birds are endemic can only be found in Indonesia, for example parrots and relatives.
Talaud Parrot (Eos Histrio) is grouped into a family of twisted beak birds (Pstticidae). The study aims to
obtain the position of the Talaud parrot species based on the I (COIl) Cytochrome Genes and use a
descriptive method with laboratory experiments. Total DNA is obtained by the exraction and purifying of
the parrot muscle tissue. COI genes are amplified using PCR method and divisualize with automatic
electrophoresis. Sequencing is performed at FIRST BASE Singapore. The result of analysis of the COI-
Talaud parrot gene sequence using the BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) method showed the
Talaud parrot resemblance to the Southern Brown Kiwi.
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ABSTRAK

Indonesia dikenal sebagai Negara dengan keanekaragaman hayati yang tinggi, memiliki 60%
keanekaragaman fauna di dunia, termasuk diantaranya burung. Beberapa jenis burung bersifat endemik
hanya dapat ditemukan di Indonesia, sebagai contoh burung nuri dan kerabatnya. Nuri Talaud (Eos
Histrio) dikelompokkan dalam keluarga burung paruh bengkok (Psitticidae). Penelitian ini dilakukan
untuk mendapatkan kedudukan spesies Burung Nuri Talaud berdasarkan gen Sitokrom Oksidase | (COI)
dan menggunakan metode deskriptif dengan eksperimen laboratorium. DNA total diperoleh dengan
ekstraksi dan purifikasi jaringan otot burung nuri. Gen COI diamplifikasi menggunakan metode PCR dan
divisualisasi dengan automatic eletroforesis, Sekuensing dilakukan di FIRST BASE Singapura. Hasil
analiis sekuen gen COI Burung Nuri Talaud menggunakan metode Blast (Basic Local Aligment Search
Tool) menunjukkan Burung Nuri Talaud memiliki kemiripan dengan Southern Brown Kiwi.

Kata kunci: Blast, burung nuri Talaud, gen COI.

PENDALUHUAN
Indonesia dikenal sebagai Negara dengan

pulau-pulau karang antara lain : Karakelong,
Salebabu dan Kaburuang serta sejumlah

keanekaragaman hayati yang tinggi, memiliki
60% keanekaragaman fauna di dunia,
termasuk diantaranya burung. Beberapa jenis
burung bersifat endemik hanya dapat
ditemukan di Indonesia, sebagai contoh
burung nuri dan kerabatnya. Burung nuri dan
kerabatnya digolongkan kedalam kelompok
parrot, karena memiliki paruh bengkok.
Penyebaran burung-burung tersebut lebih
banyak di kawasan timur Indonesia seperti
Sulawesi, Flores, Maluku dan Papua.

Sampiri atau Nuri Talaud memiliki nama
latin Eos histrio dari subfamili Loriinae,
merupakan salah satu satwa endemik Pulau
Talaud Sulawesi Utara yang statusnya
dilindungi dan terancam punah. Menurut
Coates dan Bishop (2000), Nuri Talaud (E.
histrio) memiliki tiga subspecies yaitu E.h.
histrio (Kepulauan Sangihe), E.h talautensis
(Kepulauan Talaud), E.h. callengeri (Pulau
miangas dan Kepulauan Nanusa). Habitatnya
berada di Kepulauan Talaud yaitu meliputi

kepulauan kecil lainnya. Menurut Lambert
(1997), hanya ada satu sub spesies saja yang
populasinya mampu bertahan hidup yaitu E.h
talautensis.

Berdasar penurunan populasi dan ancaman
yang terus terjadi, IUCN memasukkan Nuri
Talaud (Eos histrio) dalam status konservasi
Endangered (Terancam; EN). Sedangkan
status perdagangan Internasionalnya adalah
CITES Appendix | yang berarti tidak boleh
diperdagangkan secara internasional kecuali
untuk tujuan khusus (seperti riset). Di
Indonesia sendiri, burung endemik langka ini
termasuk burung yang dilindungi berdasarkan
PP Tahun 1999.

Teknik DNA barcode merupakan sistem
yang dirancang untuk melakukan identifikasi
secara cepat dan akurat berdasarkan urutan
basa nukleotida dari gen penanda pendek yang
telah terstandarisasi yaitu gen Cytochrome
Oxidase Subunit | (COIl). Gen COI
(Cytochrome Oxidase Subunit 1) merupakan
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salah satu gen penyandi dalam genom mtDNA
yang dikenal memiliki banyak kelebihan salah
satunya yakni gen COIl sedikit sekali
mengalami delesi dan insersi pada sekuennya
serta banyak bagian yang bersifat conserve
(lestari) sehingga dapat digunakan sebagai
DNA barcode, yaitu penciri setiap spesies
(Hebert et al. 2003).

Keberadaan burung nuri di habitatnya
dapat merupakan reservoir bagi kekayaan
plasma nutfah, baik sebagai koleksi dan
konservasi keanekaragaman hayati maupun
untuk materi pemuliaan. Dalam memanfaatkan
sekaligus sebagai salah satu upaya pelestarian
secara berkelanjutan. Selain itu, informasi ini
sangat berguna dan berharga untuk penelitian
ekologi, perilaku, dan fisiologi burung nuri
dan spesies dari family Psittacidae lainnya.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dilaksanakan = 5 bulan
mulai bulan Juli 2018 sampai Desember 2018.
Tahap  ekstraksi  sampai elektroforesis
diadakan di Laboratorium Biologi Molekuler
dan Biofarmaka FMIPA Universitas Negeri
Manado dan sekuensing di laboratorium First
Base Singapura, dengan menggunakan metode
sdeskriptif. data hasil penelitian dianalisis
secara deskriptif.

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan yaitu : pinset,
scalpel, 2ml collection tube QIAGEN,
Mikropipet 1-1000 puL (Eppendorf), Tips pipet
1-1000 pL, Dry Block Thermostat (Biosan)
Real-Time PCR (Rotor Gene Q Series), Nano
Photometer, Automatic Electroforesis QlAxcel
Advanced, Centrifuge 5430 Eppendorf.

Bahan-bahan yang digunakan adalah
sampel (daging) burung nuri Talaud, Alkohol
70%, DNeasy® Blood and tissue kit, PCR Top
Taq Master Mix Kit (QIAGEN), Primer
Forwar LCO 1490 dan Primer Reverse HCO
2198 (Folmer et. Al, 1994).

Burung nuri talaud di ambil dari Desa
Apan, Kecamatan Gemeh, Kabupaten
Kepulauan Talaud. Ekstraksi DNA dilakukan
mengikuti protokol Purifikasi DNA Total dari
daging Hewan (DNeasy® Blood and Tissue
Handbook, 2006 : 28).

Amplifikasi gen target (CO1) dilakukan
dengan metode PCR (Polymorize Chain
Reaction) menggunakan Real Time PCR -
Rotor Gene Q Series. Sampel yang telah
terdapat pure DNA, terlebih dahulu ditambah
dengan Top Taqg Master MixKit QIAGEN
sebanyak 50 pl. kemudian sampel dimasukkan
dalam Rotor Gene Q Series Cube, dan
dijalankan dengan Rotor Gene Q Series
Software 2.0.3.

Produk PCR dilakukan pembaca pita-pita
DNA-nya menggunakan QLAxcel Advanced.
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Sampel yang menunjukkan adanya pita DNA

pada panjang pasangan basa tertentu siap

untuk dilanjutkan dengan proses sekuensing.
Data hasil sekuensing dianalisis dengan

software MEGA 6.06 untuk membaca
consensus urutan nukleotida. Selanjutnya
dilakukan  analisis  homologi  dengan

menggunakan metode BLAST (Astchul et al.,
1990) dalam software Geneious 9.0.3 (Kearse
et al., 2012) yang terhubung secara online Gen
Bank  NCBI  (National  Center  Of
Biotechnology Information). Penyejajaran
sekuen dilakukan dengan metode CLustalW
pada MEGA 6.06 software. Analisis
komposisi basa nukleotida, perbedaan basa-
basa nukleotida dengan menggunakan model
subtitusi General Time Revelsible dan Gamma
Distributed, dengan Bootstrap 1000 pada
MEGA 6.06 software.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi dan Purifikasi Total Burung Nuri

Ekstraksi dan Purifikasi DNA
menggunakan jaringan otot paha burung nuri.
Sebelum diekstraksi, dipreservasi dengan
etanol 70 % selama 24 jam. Sebanyak 30 mg
jaringan digunakan untuk ekstraksi DNA
menggunakan kit ekstraksi dan purifikasi DNA
Geneiad. Prosedur ekstrasi DNA berdasarkan
portokol kit. Modifikasi dilakukan pada tahap
perendaman jaringan dengan enzim proteinase
K. Pada protokol kit, untuk jaringan hewan
direndam selama 30 s/d 60 menit. Pada
penelitian ini jaringan direndam selama 24
jam pada termoblock, suhu 60 °C selama 24
jam. DNA hasil ekstraksi sebanyak 100 pl.

(@) (b)

Gambar 1. (a) Jaringan otot paha burung nuri
Talaud sebanyak 30mg, (b) DNA
total hasil ekstraksi.

Amplifikasi Gen COIl dan Visualisasi

Amplicon

Amplifikasi gen COIl dilakukan melalui

PCR. PCR dilakukan dalam volume total yaitu

50 pl. Komponen dari reaksi PCR adalah

sebagai berikut: 25 pl My Tag HS Red Mix, 1

pl Primer Forward HCO, 1 pl Primer Reverse

LCO, 2 ul DNA Template, 21 pl ddH20/

water one. Kondisi PCR hasil modifikasi yaitu

Denaturasi pada suhu 94°C selama 60 detik,
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annealing pada suhu 50°C selama 30 detik,
ekstension pada suhu 72°C selama 30 detik,
final ekstension pada suhu 72°C selama 60
detik.

Gambar 2. Proses amplifikasi DNA burung
nuri Talaud.

Setelah melewati proses PCR, dilanjutkan
dengan elektroforesis menggunakan kit DNA
Screening Qiagen (Qiaxel) dan prosedur kerja
disesuaikan dengan protocol kit. Visualisasi
menggunakan elektroforesis menunjukkan gen
COl pada panjang 650 bp.

— 3,000

Gambar 3. Visualisasi DNA burung nuri
Talaud yang  diamplifikasi
dengan gen COI.

TAGCATGAGTATGCACGCCGGATTCAGATTCTA
TTTCTCTTCATCCTGTTGACTTTTACGTTTACCC
CCCTCCAAAGGAAAACAAAAAATATCCCCTTA
AAAATGAAGAATGTGCCTTAAATCAAATACAA
CTCAGCTACCCGAGTCCCATTTTTGTTGTTGTTG
TCTCATGTCCATGCATTTTGCCTCTAGTGATATA
AAAGGAAACCCTTCAATTTAAAGGTCAAATGG
GGGCCCTTTGTTTTAACCCCTCGAACCATGACA
ATGGCATTCGCATATATTATCTTTAGTCCTTCTG
CGAATGCTATAGTTGTGGCCCGAGGGGAGGCT
TGGCCGATTTGCTTGCACTGATTTTTTTAAGAT
ATAAAAAATACTAAATTTCTGCAGTTAAGTGTG
CTTGATTGAGTAATATTCTGAAAATCTGATCAA
TACCAAATCTGATTTTCTTTGATTGATAAGGCA
CATTCACCCGCACTATGAAAGATTATTGCTTTC
TTTAAAGAAGAAAACTAACGATTCACAATTCA
GGATGGTCTGAACCTTCTGCTGCCTCCATCCTT
TTCAATCCCCTGCCTTGATTTTTTTGGTCACCCT
GAAATTTTAATT

Gambar 4. Sekuens DNA gen COI burung
nuri Talaud

Sekuensing

Hasil sekuensing dari First BASE Singapura
diperoleh dari bentuk file seq forward dan
reverse. Pembacaan dan pengurutan
nukleotida dari hasil sekuensing dilakukan
dengan menggunakan program Geneious
10.1.3 (Drummond et.al 2012).

BLAST Results
Questions/comments

Job title: Nucleotide Sequence (506 letters)

RID SCZXSR3Y013 (Expires on 08-30 13:12 pm)
Query ID cl|Query_187251
Description None
Malecule type nucleic acid
Query Length 606

Database Name nr
Description Nucleotide callection (nt)
Program BLASTN 2.8.0+

Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
Color key for alignment scores
W40 W 40-50 Ws0-80

Waoz00  W>=200

1 100 200 300 400 500 600

Gambar 5. Hasil BLAST DNA gen COI
burung nuri Talaud.

Uraian hasil BLAST, menghasilkan 1
sekuens termirip. 86,96% similaritas species

termirip,  diteliti  oleh  Prufer, Kay.,
Dannemann, Michael., Kelso, Janet., LeDuc,
Diana.,, Meyer, Matthias. and Castellano,
Sergi.

Description Max Total Query E ldent  Accession

score Score cover value

Apteryx australis mantelli genome:

assembly ApiMant0, scaffold 538 k] 8% 9e-149 86.96% LK0650941

scaffoldd2

Gambar 6. Species Termirip hasil BLAST.

Apteryx australis mantelli genome assembly AptMant0, scaffold scaffold92
Sequence ID: LK065094.1 Length: 17982995 Number of Matches: 1
Range 1: 17455211 to 17455692
Score Expect

538 bits(291) 9e-149()

Features.

Identities Gaps Strand Frame
420/483(87%) 61483(1%) Plus/Minus

iee arssesa QLGTRATHITIEC AT G A o
f

Query 76 ARAACAAAARATATCCCCTTAAAAATGAA-GAATGTGCCTTAAATC AACTC 134

Soien amassess UMM I M- BT asssrs
g rrasssr2 LTI TTETETRTE T IR 2 oss

g apasssrz LA L T T LTI s oossess
Query 254 GAACCATGACAATGGCATTCGCATATATTATCTTTY CCTTCTGCGAATGCTATAGTTG 313

Soer tvessasz MM L A I L T 2 sense

e QR ) W) TR iii.sm

e E;m gyt Ty s Ay iy

Query CCAAATCTGA CTTTGATTGATAAGGCACATTCACCCGCACTATGAAAGATTATTGC 491

Sorer oasszrs SR actche A ULt P KA HIHE, asszre

?:E'r: :jiSSZlB m :?:55211

Gambar 7. Penyejajaran sekuens COI nuri
Talaud dengan hasil BLAST
nukelotida
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DNA diekstraksi dari jaringan otot paha
burung nuri talaud, menggunakan Genomic
DNA Screening Qiagen (Qiaxel). Sampel
dimasukkan ke dalam 1,5 ml microcentrifuge
tube  menggunakan  micropastel  untuk
menghancurkan jaringan. mtDNA diekstraksi
menggunakan Genomic DNA  Screening
Qiagen (Qiaxel) Geneaid dengan mengikuti
protokol Kit.

DNA total yang didapat dari hasil
ekstraksi DNA selanjutnya diamplifikasi
dengan alat PCR menggunakan TopTag
Master Mix dan primer sitokrom oksidase sub
unit 1 (CO1). Amplifikasi gen CO1 Burung
Nuri Talaud dengan kondisi modifikasi
komponen PCR menggunakan MyTaq HS Red
Mix Bioline dengan modifikasi kondisi PCR
yaitu denaturasi 94°C selama 60 detik,
anneling 50°C selama 30 detik, ekstension
72°C selama 30 menit, dan final ekstension
72°C selama 60 detik menghasilkan amplicon
yang baik pada proses visualisasi dengan
automatic elektroforesis.

Amplicon yang baik ditandai dengan
terbentuknya pita tebal hitam pekat pada
visualisasi menggunakan automatic
electroforesis, sedangkan yang kurang baik
ditandai dengan tidak terbentuknya pita hitam
pekat atau pita yang kurang jelas. Amplifikasi
gen COIl pada sampel menunjukkan hasil
amplicon yang bagus dibuktikan dengan
munculnya pita pada hasil visualisasi PCR
dengan menggunakan automatic
electroforesis.

Penelusuran dalam NCBI (National Center
Of Biotechnology Information)
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)
dengan metode Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) untuk sekuens COI Burung Nuri
Talaud memiliki kemiripan dengan Southern
Brown Kiwi (Apteryx australis).

KESIMPULAN

Gen COl1 Burung Nuri Talaud
diamplifikasi dengan panjang 500 bp. Dan
Berdasarkan hasil analisis BLAST ternyata
diperoleh kemiripan 86,96% dengan Southern
Brown Kiwi (Apteryx australis).
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