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Abstract
Gourami (Osprhronemus goramy Lac.) is a  freshwater fish that is  widely cultivated in Indonesia, 

particularly by fish farmer in Java. Soang strain has a faster growth rate than other strains. However, the fry 
that derived from a single cohort (generated from a single spawning) shows various sizes even in the 
same age because they have different growth rate. Differences in growth rate may occur due to 
differences in metabolic capabilities especially cellular respiration. Different rate of respiration can be 
assumed to be due to differences in the genetic component, especially on their cytochrome c oxidase 1 
gene (CO1). Therefore this study aimed to determine whether there are differences in PCR-RFLP marker 
CO1 gene among different sizes of gourami soang strain from the same cohort so that can be used to 
analyze genetic diversity. This study used survey method by applying purposive random sampling. Four 
restriction enzymes were used  during the  research. Molecular characters were defined descriptively 
based on the appearance of restriction fragment on agarose gel. The result showed that soang strain 
which used in this study had monomorphics allele on their CO1-HindIII. PstI, BamHI, and EcoRI, could not 
cut the PCR products and results no RFLP markers. So that genetic variation in the used CO1 gene 
fragment could not be detected using HindIII, Pst1, BamH1 and EcoR1 enzymes. The three different sizes 
of soang strain had similar alleles or homozygous, meaning that heterozigocity value was 0 (zero). 
Therefore, the CO1 gene in this study could not be used as molecular character to differentiate different 
sizes of gourami soang strain from the same cohort.
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Abstrak
Ikan gurami  (Osprhronemus goramy Lac.) merupakan salah satu jenis ikan air tawar yang banyak 

dibudidayakan petani ikan, terutama di Pulau Jawa. Gurami strain Soang memiliki laju pertumbuhan lebih 
tinggi dari strain lainnya. Namun benih yang dihasilkan dari satu cohort(dihasilkan dari satu pemijahan) 
memilikiukuran tubuh bervariasi meskipun umurnya samakarerna memiliki laju pertumbuhan yang 
berbeda. Perbedaanlaju pertumbuhan dapat terjadikarena perbedaan kemampuan metabolisme 
khususnya pada respirasi seluler. Perbedaan kemampuan respirasi diduga karena adanya perbedaan 
komponen genetik pada benih-benih tersebut, terutama pada gen sitokrom c oksidase 1 (CO1) yang 
dimilikinya. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan ada tidaknya perbedaan marka PCR-RFLP gen 
CO1 diantara benih ikan gurami sowang yang berasaldaari satu cohort tetapi memiliki ukuran tubuh 
berbeda sehingga dapat digunakanuntukmenganalisis keragaman genetiknya. Metode penelitian yang 
digunakan adalah purpossive random sampling Enzim restriksi yang digunakan sebanyak empat buah. 
Karakter molekuler PCR-RFLP ditentukan secara deskriptif berdasarkan kemunculan fragmen restriksi 
pada gel agarosa. Hasil penelitian menunjukkan bahwa benih gurami sowang berbeda ukuran yang 
digunakan dalam penelitian ini memiliki alel monomorfik untuk marka PCR-RFLP genCO1-HindIII. PstI, 
BamHI, dan EcoRI. Keempat enzim yang digunakan tidak dapat memotong gen COI yang digunakan. 
Halini membuktikan bahwa pada gen tersebut tidak terdapat situs restriksi untuk keempat enzim yang 
digunakan. Oleh karena itu, penggunaan keempat enzim tidak dapatmedekteksi adanya variasi genetik 
pada benih gurami sowang berbeda ukuran namun berasal dari satu cohort.. Ketiga jenis ukuran benih 
gurami sowang dari satu cohort memiliki alel yang sama atau homozigot pada gen COI, denngan 
demikian nilai heteosigositasnya adalah nol (0). Oleh karena itu, dalam penelitian ini, gen CO1 tidak dapat 
digunakan sebagai marka molekuler yang dapat digunakan untuk membedakan benih gurami soang 
berbeda ukuran namun berasal dari satu cohort.
Kata Kunci: �gurami soang, PCR-RFLP, keragaman genetik, cohort, cytochrome c oxidase 1 gene 

(CO1).
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Pendahuluan
 Ikan gurami (Osprhronemus goramy 
Lac.) merupakan ikan air tawar yang 
tersebar di kawasan Asia Tenggara dan 
banyak dibudidayakan oleh petani ikan 
khususnya di Pulau Jawa (Bachtiar, 2010). 
Produksi ikan gurami nasional mengalami 
peningkatan sebesar 19,86 % per tahun 
sejak tahun 2009 sampai dengan 2013 
(Kementerian    Perikanan    &    Kelautan, 
2014). Oleh karena itu ikan gurami 
merupakan usaha yang memiliki prospek 
tinggi  untuk  dikembangkan.  Hal  tersebut 
dikarenakan dagingnya lezat, harga jual 
cukup   tinggi   dan   relatif   stabil,   biaya 
pemeliharaan  ikan  gurami  relatif  rendah 
dan  memiliki  daya  adaptasi  yang  tinggi 
pada  lingkungan  dengan  kandungan 
oksigen  terlarut  rendah  (Setijaningsih  et 
al., 2007).
 Permasalahan utama pada budidaya 
ikan gurami adalah laju pertumbuhan yang 
lambat. Beberapa strain ikan gurami yang 
telah dibudidayakan di Indonesia meliputi 
gurami   soang,   gurami   jepang,   gurami 
paris, gurami bastar, dan gurami porselen 
(Setijaningsih  et  al.,  2007).  Salah  satu 
strain  ikan  gurami  yang  dipercaya 
memiliki laju pertumbuhan lebih cepat dari 
strain lainnya adalah gurami soang 
(Bachtiar, 2010). Namun, benih yang 
dihasilkan  dari  satu pemijahan  (satu 
cohort) memil iki  ukuran bervariasi 
dikarenakan perbedaan laju pertumbuhan. 
Perbedaan laju pertumbuhan dapat 
disebabkan oleh adanya perbedaan laju 
metabolisme untuk memanfaatkan energi 
dari pakan, terutama respirasi seluler 
(Yurisma et al., 2013). Laju respirasi yang 
berbeda diduga terjadi karena variasi 
konstituen genetik yang dimilikinya. Salah 
satu faktor genetik yang berperan dalam 
respirasi adalah gen sitokrom c oksidase 1 
(Co1).
 Penelitian terdahulu memberikan bukti    
bahwa  variasi    faktor    genetik khususnya 
gen penyandi hormon pertumbuhan  
berkorelasi  positif  dengan variasi ukuran 
tubuh yang dimiliki oleh individu-individu 
anggota populasi (Hua et al., 2009). Namun 
sampai saat ini belum ada   laporan   yang   
menyediakan   bukti bahwa variasi ukuran 
tubuh benih gurami soang yang berasal dari 
satu cohort juga berkorelasi dengan variasi 
gen CO1.
Berdasarkan kenyataan diatas maka perlu 

dilakukan penelitian mengenai keragaman 
genetik benih gurami soang yang memiliki 
ukuran berbeda namun berasal dari satu 
cohort, yaitu melalui karakterisasi molekuler 
ikan gurami  soang  berbeda  ukuran 
menggunakan gen CO1. Analisis variasi 
genetik   (variasi    intrapopulasi)   dengan 
menggunakan penanda genetik yang 
mempunyai  sensitifitas  tinggi  diperlukan 
untuk karakterisasi genetik. Salah satu 
teknik molekuler yang dapat digunakan 
adalah     PCR-RFLP     (Nichol, 2008). 
Penelitian ini akan membantu dalam 
program   budidaya   melalui   penyediaan 
metode  seleksi  benih  secara  molekuler. 
Apabila hal ini dilakukan pada gurami soang, 
maka generasi berikutnya akan memiliki  
kualitas  yang  lebih  baik, misalnya  dapat  
t umbuh   l eb ih   cepa t  seh ingga  
pemeliharaannya menjadi lebih efisien dan 
murah (Sembiring et al., 2013).
 Salah satu karakter molekuler yang 
digunakan sebagai penanda genetik adalah 
gen CO1. Gen ini telah digunakan sebagai 
marka untuk mengidentifikasi spesies 
burung, ikan (Jeon et al., 2012), primata, 
insekta (Wang et al., 2011), Paramecium 
(Zhao et al., 2013), Holothuria (Kamarudin et 
al., 2011). Gen tersebut juga berhasil 
digunakan sebagai penanda genetik 
sebagaimana penelitian yang telah 
dilakukan oleh Nuryanto & Sastranegara 
(2013)  untuk  karakterisasi  secara 
molekuler   terhadap   Polymesoda   erosa 
yang hidup di perairan tercemar dan tidak 
tercemar. Bahkan telah ditemukan bahwa 
terdapat variasi sekuen gen CO1 pada ikan 
gurami blue saphire dan soang (Nuryanto et 
al., 2012).
 Berdasarkan uraian tersebut maka 
permasalahan   yang   muncul   dan   perlu 
diteliti yaitu apakah ada perbedaan tingkat 
keragaman gen CO1 pada ikan gurami 
soang dari satu pemijahan yang memiliki laju 
pe r tumbuhan  t i ngg i  a tau  rendah  
berdasarkan karakter PCR-RFLP. Tujuan 
dari  penelitian  ini  adalah  mendapatkan 
data tingkat keragaman gen CO1 pada ikan 
gurami soang dari satu pemijahan yang 
memiliki laju pertumbuhan tinggi atau 
rendah berdasarkan karakter PCR-RFLP.
Penelitian karakterisasi molekuler dengan   
menggunakan   PCR-RFLP   gen CO1 pada 
ikan gurami soang berbeda ukuran ini 
diharapkan dapat memberikan informasi 
ilmiah mengenai karakter PCR- RFLP gen 
CO1 pada ikan tersebut. Pengetahuan   
t e r s e b u t  d a p a t  d i g u n a k a n  u n t u k  

membedakan  individu  yang memiliki laju 
pertumbuhan tinggi atau rendah, sehingga 
berguna bagi para pembudidaya ikan gurami 
soang untuk keperluan  seleksi  dalam  
tahapan berikutnya.

Metode
 Metode yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah metode survey dengan 
menggunakan teknik purposive random 
sampling,  yaitu  pengambilan  sampel 
secara acak pada daerah yang telah 
ditentukan. Sampel ikan gurami soang 
diambil dari Desa Bancar, Kabupaten 
Purbalingga, namun asal gurami soang dari 
Ciamis. Jumlah sampel ikan sebanyak 43 
ekor dengan rincian 4 ekor ikan gurami 
soang berukuran besar (> 15 cm), 15 ekor 
berukuran  sedang  (±10-15  cm),  dan  24 
ekor berukuran kecil (<10 cm). Semua 
sampel berasal dari satu cohort yang sama 
(berasal dari satu kali pemijahan). Variabel 
yang diamati pada penelitian ini meliputi 
keragaman  genetik  intrapopulasi  dan 
ukuran tubuh ikan gurami strain soang. 
Parameter yang diamati terdiri atas 
keragaman haplotipe dan keragaman 
nukleotida.
Sirip ekor dari masing-masing sampel ikan 
gurami soang dipotong dengan ukuran  lebih 
kurang 5 mm. Sampel jaringan sirip ekor 
diawetkan dalam alkohol absolut 96% dan 
disimpan di lemari es dengan temperatur  4  
oC.  Isolasi  DNA  dilakukan dengan 
menggunakan metode chelex® 100 (Walsh 
et al., 1991). Penanda genetik yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah gen 
sitokrom c oksidase 1 (CO1). Fragmen gen 
tersebut diamplifikasi menggunakan 
sepasang primer Fish F2 Forward : 5' 
TCGACTAATCATAAAGATATCGGCA C      
3'      dan      FishR2      Reverse      5' 
ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGA A 3' 
(Ward et al., 2005). Segmen gen CO1 yang  
teramplifikasi  dilakukan  skrinning untuk   
memperoleh situs polimorfisme mengguna-
kan 4 enzim restriksi endonuklease yang 
terdiri atas PstI, BamHI, EcoRI dan HindIII. 
Profil marka PCR-RFLP untuk setiap ukuran 
benih d ianal is is  secara deskr ip t i f  
berdasarkan kemunculan pita pada gel 
agarosa. Sementara itu, keragaman 
haplotipe h dan keragaman nukleotida π 
dihitung menggunakan program Arlequin,  

diawali dengan merubah data pola pita 
RFLP yang tervisualisasi menjadi data 
binner (0:1; 0 = berarti fragmen tidak muncul 
dan 1 berarti fragmen muncul).

Hasil dan Pembahasan

Profil Isolasi DNA Ikan Gurami Soang
 G e n o m   y a n g   d i i s o l a s i   
menggunakan metode chelex diuj i  
kualitasnya dengan teknik   elektroforesis   
gel   agarosa   1%. Secara keseluruhan 
DNA dari setiap individu berhasil diisolasi, 
meskipun DNA yang diperoleh terlihat tidak 
utuh atau smear. Pita smear menunjukkan 
adanya fragmen-fragmen DNA yang 
terbentuk akibat perlakukan fisik selama 
proses ekstraksi DNA. Namun, dari 
intensitas ketajaman pita yang terlihat, DNA 
hasil isolasi tersebut masih dapat digunakan 
sebagai templat yang cukup baik untuk 
reaksi PCR. Hal tersebut sesuai dengan 
yang dilaporkan Nuryanto & Kochzius 
(2009) yang berhasil mengamplifikasi gen 
CO1 dari Tridacna maxima (Bivalvia) 
menggunakan template DNA yang 
tervisualisasi   pada   gel   agarosa   berupa 
smear DNA. Hasil isolasi DNA dapat dilihat 
pada Gambar 1. 

 

Gambar 1.  Hasil visualisasi genom 
total ikan gurami soang

Keterangan: B1-B4 = Sampel ikan gurami soang 
besar; S1-S15 = Sampel ikan 
gurami soang sedang; K1-K24 = 
Sampel ikan gurami soang kecil; 
M= DNA marka 1kb
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agarosa. Sementara itu, keragaman 
haplotipe h dan keragaman nukleotida π 
dihitung menggunakan program Arlequin,  

diawali dengan merubah data pola pita 
RFLP yang tervisualisasi menjadi data 
binner (0:1; 0 = berarti fragmen tidak muncul 
dan 1 berarti fragmen muncul).

Hasil dan Pembahasan

Profil Isolasi DNA Ikan Gurami Soang
 G e n o m   y a n g   d i i s o l a s i   
menggunakan metode chelex diuj i  
kualitasnya dengan teknik   elektroforesis   
gel   agarosa   1%. Secara keseluruhan 
DNA dari setiap individu berhasil diisolasi, 
meskipun DNA yang diperoleh terlihat tidak 
utuh atau smear. Pita smear menunjukkan 
adanya fragmen-fragmen DNA yang 
terbentuk akibat perlakukan fisik selama 
proses ekstraksi DNA. Namun, dari 
intensitas ketajaman pita yang terlihat, DNA 
hasil isolasi tersebut masih dapat digunakan 
sebagai templat yang cukup baik untuk 
reaksi PCR. Hal tersebut sesuai dengan 
yang dilaporkan Nuryanto & Kochzius 
(2009) yang berhasil mengamplifikasi gen 
CO1 dari Tridacna maxima (Bivalvia) 
menggunakan template DNA yang 
tervisualisasi   pada   gel   agarosa   berupa 
smear DNA. Hasil isolasi DNA dapat dilihat 
pada Gambar 1. 

 

Gambar 1.  Hasil visualisasi genom 
total ikan gurami soang

Keterangan: B1-B4 = Sampel ikan gurami soang 
besar; S1-S15 = Sampel ikan 
gurami soang sedang; K1-K24 = 
Sampel ikan gurami soang kecil; 
M= DNA marka 1kb
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Amplifikasi Gen Sitoktrom C 
Oksidase 1
Hasil amplifikasi gen CO1 berukuran   lebih 
kurang 655 pasang basa (pb). Pita amplikon 
yang dihasilkan merupakan  fragmen  yang  
diharapkan karena produk amplifikasi gen 
CO1 menggunakan primer dari Ward et al. 
(2005)  adalah sepanjang 655  pb. Produk 
apmlifikasi (amplicon) disajikan pada 
Gambar 2.
Produk PCR 655 pb diperoleh setelah   
melalui   proses   optimasi   suhu, waktu  

dan  kombinasi  reagen  yang  tepat. Kondisi   
optimal   PCR   yang   diperoleh selama  
penelitian   adalah   pradenaturasi pada  

0temperatur  95  C  selama  5  menit. PCR 
dilakukan sebanyak 35 siklus yang terdiri 

oatas denaturasi pada temperatur 95 C  
selama  30  detik,  annealing (penempelan)   

opada   temperatur   55   C selama 2 menit, 
oextension pada temperatur 72 C selama 1 

menit 30 detik. Setelah 35 siklus, kemudian 
dilakukan tahap pemanjangan akhir (final 

oextension) pada temperatur 72 C selama 5 
menit.

 

Gambar 2.    Hasil amplifikasi gen sitokrom c oksidase 1 ikan gurami soang
Keterangan: B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S1-S15 = Sampel ikan gurami soang sedang; K1-

K24 = Sampel ikan gurami soang kecil; M= DNA marka 1kb

Gen CO1 sebagai produk yang dihasilkan 
selama penelitian mempunyai spesifitas 
yang tinggi karena hanya terbentuk satu pita. 
Christianti (2003) menjelaskan bahwa hasil 
PCR yang baik dipengaruhi oleh beberapa 
faktor seperti kemurnian DNA hasil 
ekstraksi, ketepatan pemilihan primer yang 
digunakan serta ketepatan  kondisi  PCR.  
Primer merupakan  bagian  penting  dalam  
reaksi CR karena primer merupakan inisiator 
pada sintesis DNA target. Primer yang telah 

digunakan telah memenuhi syarat- syarat 
dalam seleksi primer seperti terdiri atas 20 
basa ,  kandungan  G/C nya  50%,  
kemungkinan terbentuknya struktur 
sekunder dalam primer adalah kecil dan 2 
basa pada 3 basa terakhir terdiri dari G/C. 
Ketepatan kondisi PCR juga sangat 
mempengaruh i  has i l  reaks i  PCR.  
Pemotongan Produk PCR Menggunakan 
Enzim Restriksi EndonukleaseDeteksi 
polimorfisme gen CO1 pada  gurami  soang  

dalam penelitian  ini telah  dilakukan  
menggunakan  teknik PCR-RFLP, yaitu 
amplifikasi fragmen DNA spesifik sepanjang 
655 pb yang d i lan ju tkan dengan 
p e m o t o n g a n  p a d a  t i t i k  t e r t e n t u  
menggunakan enzim restriksi EcoRI, 
BamHI, PstI, dan HindIII. Reaksi digesti 
dilakukan dengan cara menambahkan 
enzim restriksi, nuklease free water dan 

buffer enzim ke dalam tabung yang berisi 
DNA hasil amplifikasi menggunakan suhu 

oinkubasi 37 C.Penggunaan empat enzim 
restriksi tersebut dengan harapan dapat 
menghasilkan  pola  restriksi  DNA sehingga 
digunakan sebagai dasar untuk mengetahui 
adanya perbedaan antara sampel ikan 
gurami soang yang berbeda ukuran dalam 
satu pemijahan.

 

Gambar 3.    Hasil pemotongan produk PCR menggunakan enzim HindIII 
Keterangan:� B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S1-S15 = Sampel ikan gurami soang sedang; 

K1-K22 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,- S,-K= Kontrol negatif; M= DNA marka 100 
bp

 Jika terdapat situs restriksi maka 
enzim restriksi akan memotong DNA pada 
situs-situs yang dikenal oleh enzim restriksi 
sehingga sekuens DNA terpisah menjadi 
fragmen-fragmen DNA. Jika sekuens DNA 
pada individu tersebut berbeda  pada  situs  
yang  dikenali  oleh enzim restriksi maka 
pemotongan dengan enzim  restriksi  dapat  
menghasilkan jumlah fragmen yang 
berbeda. Ada atau tidaknya situs restriksi 
ditentukan berdasarkan kemunculan 
fragmen RFLP. Profil marka PCR-RFLP 
untuk setiap ukuran benih dianalisis 
kemunculan pita pada gel agarosa 1,3%. 
Ukuran fragmen RFLP  diduga  dengan  
cara membandingkan fragmen yang 
diperoleh dari hasil pemotongan dengan 100 
bp ladder.
Pemotongan produk PCR menggunakan 
empat enzim restriksi diperoleh satu enzim 

yang menghasilkan pola marka RFLP yaitu 
HindIII (Gambar 3.). Setelah dilakukan 
pemotongan produk
 PCR  menggunakan  enzim  HindIII,  
dua pita   RFLP   dihasilkan   yang   masing- 
masing  berukuran  lebih  kurang  385  pb 
dan   270   pb.   Kedua   fragmen   RFLP 
tersebut muncul pada semua sampel baik 
pada ikan gurami soang berukuran besar, 
sedang, maupun kecil. Pemotongan yang 
menghasilkan dua pita ini menunjukkan 
bahwa gen CO1 mempunyai satu sisi 
pemotongan  untuk  enzim  HindIII. Menurut 
Brown (1991), enzim HindIII dapat 
memotong produk PCR dengan urutan 
pengenal 5' A↓A-G-C-T-T 3' atau 3' T-T-C-G-A↓A 5'.

Enzim restriksi lain yang digunakan pada 
penelitian ini adalah BamHI. Hasil dari 
pemotongan gen CO1 oleh enzim BamHI 
dapat dilihat pada Gambar   4.   Produk  
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Oksidase 1
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diharapkan karena produk amplifikasi gen 
CO1 menggunakan primer dari Ward et al. 
(2005)  adalah sepanjang 655  pb. Produk 
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menit 30 detik. Setelah 35 siklus, kemudian 
dilakukan tahap pemanjangan akhir (final 

oextension) pada temperatur 72 C selama 5 
menit.
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selama penelitian mempunyai spesifitas 
yang tinggi karena hanya terbentuk satu pita. 
Christianti (2003) menjelaskan bahwa hasil 
PCR yang baik dipengaruhi oleh beberapa 
faktor seperti kemurnian DNA hasil 
ekstraksi, ketepatan pemilihan primer yang 
digunakan serta ketepatan  kondisi  PCR.  
Primer merupakan  bagian  penting  dalam  
reaksi CR karena primer merupakan inisiator 
pada sintesis DNA target. Primer yang telah 

digunakan telah memenuhi syarat- syarat 
dalam seleksi primer seperti terdiri atas 20 
basa ,  kandungan  G/C nya  50%,  
kemungkinan terbentuknya struktur 
sekunder dalam primer adalah kecil dan 2 
basa pada 3 basa terakhir terdiri dari G/C. 
Ketepatan kondisi PCR juga sangat 
mempengaruh i  has i l  reaks i  PCR.  
Pemotongan Produk PCR Menggunakan 
Enzim Restriksi EndonukleaseDeteksi 
polimorfisme gen CO1 pada  gurami  soang  

dalam penelitian  ini telah  dilakukan  
menggunakan  teknik PCR-RFLP, yaitu 
amplifikasi fragmen DNA spesifik sepanjang 
655 pb yang d i lan ju tkan dengan 
p e m o t o n g a n  p a d a  t i t i k  t e r t e n t u  
menggunakan enzim restriksi EcoRI, 
BamHI, PstI, dan HindIII. Reaksi digesti 
dilakukan dengan cara menambahkan 
enzim restriksi, nuklease free water dan 

buffer enzim ke dalam tabung yang berisi 
DNA hasil amplifikasi menggunakan suhu 

oinkubasi 37 C.Penggunaan empat enzim 
restriksi tersebut dengan harapan dapat 
menghasilkan  pola  restriksi  DNA sehingga 
digunakan sebagai dasar untuk mengetahui 
adanya perbedaan antara sampel ikan 
gurami soang yang berbeda ukuran dalam 
satu pemijahan.
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Keterangan:� B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S1-S15 = Sampel ikan gurami soang sedang; 

K1-K22 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,- S,-K= Kontrol negatif; M= DNA marka 100 
bp

 Jika terdapat situs restriksi maka 
enzim restriksi akan memotong DNA pada 
situs-situs yang dikenal oleh enzim restriksi 
sehingga sekuens DNA terpisah menjadi 
fragmen-fragmen DNA. Jika sekuens DNA 
pada individu tersebut berbeda  pada  situs  
yang  dikenali  oleh enzim restriksi maka 
pemotongan dengan enzim  restriksi  dapat  
menghasilkan jumlah fragmen yang 
berbeda. Ada atau tidaknya situs restriksi 
ditentukan berdasarkan kemunculan 
fragmen RFLP. Profil marka PCR-RFLP 
untuk setiap ukuran benih dianalisis 
kemunculan pita pada gel agarosa 1,3%. 
Ukuran fragmen RFLP  diduga  dengan  
cara membandingkan fragmen yang 
diperoleh dari hasil pemotongan dengan 100 
bp ladder.
Pemotongan produk PCR menggunakan 
empat enzim restriksi diperoleh satu enzim 

yang menghasilkan pola marka RFLP yaitu 
HindIII (Gambar 3.). Setelah dilakukan 
pemotongan produk
 PCR  menggunakan  enzim  HindIII,  
dua pita   RFLP   dihasilkan   yang   masing- 
masing  berukuran  lebih  kurang  385  pb 
dan   270   pb.   Kedua   fragmen   RFLP 
tersebut muncul pada semua sampel baik 
pada ikan gurami soang berukuran besar, 
sedang, maupun kecil. Pemotongan yang 
menghasilkan dua pita ini menunjukkan 
bahwa gen CO1 mempunyai satu sisi 
pemotongan  untuk  enzim  HindIII. Menurut 
Brown (1991), enzim HindIII dapat 
memotong produk PCR dengan urutan 
pengenal 5' A↓A-G-C-T-T 3' atau 3' T-T-C-G-A↓A 5'.

Enzim restriksi lain yang digunakan pada 
penelitian ini adalah BamHI. Hasil dari 
pemotongan gen CO1 oleh enzim BamHI 
dapat dilihat pada Gambar   4.   Produk  
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PCR  hasil  digesti masih berbentuk satu pita 
dengan ukuran 655 pb. Hal tersebut menjadi 
bukti bahwa produk  PCR  tidak  terpotong  
sehingga tidak   diperoleh   fragmen   RFLP   
pada semua  sampel.  Tidak  terpotongnya 
produk PCR diduga terjadi karena tidak 
terdapat situs pengenalan enzim restriksi 
BamHI pada gen CO1 dari semua sampel. 
Menurut Ausubel (2003), Enzim BamHI 

merupakan enzim yang diisolasi dari bakteri 
Bacillus amyloquefaciens. Kinerja enzim 
BamHI tersebut mampu memotong ikatan 
fosfodiester pada urutan DNA pada sisi: 5′ 
G↓G-A-T-C-C 3′ atau 3′ C-C-T-A- G↑G 5′. 
Enzim restriksi tersebut mampu mengenali 
urutan nukleotida yang sama (G-G), 
sehingga BamHI disebut juga sebagai 
isoschizomer.

 

Gambar 4.    Hasil Pemotongan Produk PCR Menggunakan Enzim BamH1
Keterangan: B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S2-S10 = Sampel ikan gurami soang sedang; 
 K2-K20 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,-S,-K= Kontrol negatif; M= DNA Marka 100 bp

P e m o t o n g a n  p r o d u k  P C R  
menggunakan enzim restriksi EcoRI 
disajikan pada Gambar 5. Hasil pemotongan 
gen CO1 sepanjang 655 pb menggunakan  
enzim  EcoRI pada  semua sampel tidak 
terpotong sehingga tidak diperoleh fragmen 
RFLP dan produk pemotongan memiliki 
ukuran yang sama dengan produk PCR yaitu 
sepanjang 655 pb.  Menurut  Gholizadeh & 

Kohnehrouz (2009), EcoRI adalah enzim RE 
yang dihasilkan dari bakteri Escherichia coli 
strain RY13. Enzim yang memiliki urutan 
pengenalan 5' G↓A-A-T-T-C 3' atau 3' C-T-T-
A-A↓G 5' ini merupakan enzim restriksi tipe II 
yang terdiri dari polipeptida, mengandung 
277 asam amino dan memiliki bobot molekul 
tunggal mencapai 29 kDa yang telah 
dimurnikan sebelumnya. 

Gambar 5.   Hasil pemotongan produk PCR menggunakan enzim EcoR1
Keterangan:� B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S1-S10 = Sampel ikan gurami soang sedang; 

K2-K19 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,-S,-K= Kontrol negatif; M= DNA marka 
100 bp

Hasil digesti dengan enzim restriksi PstI 
menunjukkan bahwa gen CO1 tidak 
terpotong (Gambar 6.). Hal ini berarti bahwa 
gen CO1 pada ikan gurami soang berukuran 
besar, sedang, dan kecil tidak memiliki situs 
pemotongan untuk enzim PstI. Enzim ini 
mengenali situs pemotongan (restriksi) di 
posisi 5'C-T-G- C-A↓G 3' atau 3' G↓A-C-G-T-

C 5' (Santoso et al., 2008). Tidak adanya 
situs restriksi   pada   gen   CO1   pada   
semua sampel menyebabkan gen tersebut 
tidak terpotong dan  hasilnya masih  sama 
dengan produk PCR hanya terdapat satu 
pita dengan ukuran 655 pb. Dengan 
demikian tidak diperoleh marka PstI-COI 
RFLP.

 

Gambar 6.  Hasil pemotongan produk PCR menggunakan enzim Pst1
Keterangan:�B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S2-S10 = Sampel ikan gurami soang sedang; K2-

K19 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,-S,-K= Kontrol negatif; M= DNA Marka 100bp

Analisis   Keragaman   Haplotipe   
dan Nukleotida

H a s i l  p e n e l i t i a n  i n i  t i d a k  
memperlihatkan adanya polimorfisme gen 
CO1 pada ikan gurami soang yang memiliki 
ukuran berbeda. Hal ini berarti bahwa gen 
tersebut tidak memperlihatkan variasi 
individu jika dipotong menggunakan enzim 
HindIII, PstI, EcoRI, dan BamHI, atau 
dengan kata la in dalam keadaan   
monomorfisme,   memiliki   alel yang  
serupa  atau  homozigot,  sehingga nilai 
heterozigosi tasnya 0 (nol) .  Lokus 
dinyatakan bersifat polimorfik apabila 
memiliki variasi alel dalam suatu populasi, 
sedangkan apabila tidak memiliki variasi 
maka dinyatakan bersifat    monomorfik.    
Individu    yang memiliki alel sama pada 
suatu lokus dinyatakan memiliki genotip 
yang homozigot sedangkan yang memiliki 
alel berbeda  dikatakan  heterozigot.  Oleh 
karena nilai heterozigositas      yang 
diperoleh nol (0), sehingga tidak perlu 
dianalisis  lebih  lanjut  mengenai 
keragaman haplotipe dan nukleotida 
menggunakan software Alrequin.

Berdasarkan hasil penelitian yang 
telah dilakukan, karakterisasi genetik ikan 

gurami soang  yang berbeda ukuran dalam 
satu pemijahan menggunakan  PCR-RFLP 
gen CO1 menunjukkan bahwa variasi 
fenotip (ukuran tubuh) pada individu 
tersebut   tidak   diikuti   dengan   adanya 
variasi pada level molekuler khususnya 
pada gen CO1. Oleh karena itu, gen CO1 
dalam penelitian ini dapat dikatakan tidak 
dapat digunakan sebagai penanda genetik 
untuk membedakan ikan gurami soang 
berukuran   kecil,   sedang,   dan   besar. 
Variasi tersebut dimungkinkan terjadi bukan 
disebabkan oleh faktor genetik gen CO1, 
meskipun memiliki peran yang vital 
membebaskan energi adenosin trifosfat 
(ATP) dalam respirasi aerob yang diperlukan  
untuk  aktivitas  metabolisme sel, masih 
terdapat beberapa faktor lain yang mengatur 
pertumbuhan. 

Besarnya   variasi   ukuran   tubuh 
ikan gurami soang dalam satu pemijahan 
pada penelitian ini tidak berarti hanya 
menggambarkan    besarnya    variasi    di 
dalam   bahan   genetik,   karena   variasi 
dalam fenotip dipengaruhi juga oleh 
lingkungan. Hal ini dijelaskan lebih lanjut 
oleh    Mittler    &    Gregg    (1969)    dan 
Christianti et al. (2003) yang menyatakan 
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PCR  hasil  digesti masih berbentuk satu pita 
dengan ukuran 655 pb. Hal tersebut menjadi 
bukti bahwa produk  PCR  tidak  terpotong  
sehingga tidak   diperoleh   fragmen   RFLP   
pada semua  sampel.  Tidak  terpotongnya 
produk PCR diduga terjadi karena tidak 
terdapat situs pengenalan enzim restriksi 
BamHI pada gen CO1 dari semua sampel. 
Menurut Ausubel (2003), Enzim BamHI 

merupakan enzim yang diisolasi dari bakteri 
Bacillus amyloquefaciens. Kinerja enzim 
BamHI tersebut mampu memotong ikatan 
fosfodiester pada urutan DNA pada sisi: 5′ 
G↓G-A-T-C-C 3′ atau 3′ C-C-T-A- G↑G 5′. 
Enzim restriksi tersebut mampu mengenali 
urutan nukleotida yang sama (G-G), 
sehingga BamHI disebut juga sebagai 
isoschizomer.

 

Gambar 4.    Hasil Pemotongan Produk PCR Menggunakan Enzim BamH1
Keterangan: B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S2-S10 = Sampel ikan gurami soang sedang; 
 K2-K20 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,-S,-K= Kontrol negatif; M= DNA Marka 100 bp

P e m o t o n g a n  p r o d u k  P C R  
menggunakan enzim restriksi EcoRI 
disajikan pada Gambar 5. Hasil pemotongan 
gen CO1 sepanjang 655 pb menggunakan  
enzim  EcoRI pada  semua sampel tidak 
terpotong sehingga tidak diperoleh fragmen 
RFLP dan produk pemotongan memiliki 
ukuran yang sama dengan produk PCR yaitu 
sepanjang 655 pb.  Menurut  Gholizadeh & 

Kohnehrouz (2009), EcoRI adalah enzim RE 
yang dihasilkan dari bakteri Escherichia coli 
strain RY13. Enzim yang memiliki urutan 
pengenalan 5' G↓A-A-T-T-C 3' atau 3' C-T-T-
A-A↓G 5' ini merupakan enzim restriksi tipe II 
yang terdiri dari polipeptida, mengandung 
277 asam amino dan memiliki bobot molekul 
tunggal mencapai 29 kDa yang telah 
dimurnikan sebelumnya. 
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Hasil digesti dengan enzim restriksi PstI 
menunjukkan bahwa gen CO1 tidak 
terpotong (Gambar 6.). Hal ini berarti bahwa 
gen CO1 pada ikan gurami soang berukuran 
besar, sedang, dan kecil tidak memiliki situs 
pemotongan untuk enzim PstI. Enzim ini 
mengenali situs pemotongan (restriksi) di 
posisi 5'C-T-G- C-A↓G 3' atau 3' G↓A-C-G-T-

C 5' (Santoso et al., 2008). Tidak adanya 
situs restriksi   pada   gen   CO1   pada   
semua sampel menyebabkan gen tersebut 
tidak terpotong dan  hasilnya masih  sama 
dengan produk PCR hanya terdapat satu 
pita dengan ukuran 655 pb. Dengan 
demikian tidak diperoleh marka PstI-COI 
RFLP.

 

Gambar 6.  Hasil pemotongan produk PCR menggunakan enzim Pst1
Keterangan:�B1-B4 = Sampel ikan gurami soang besar; S2-S10 = Sampel ikan gurami soang sedang; K2-

K19 = Sampel ikan gurami soang kecil; -B,-S,-K= Kontrol negatif; M= DNA Marka 100bp

Analisis   Keragaman   Haplotipe   
dan Nukleotida

H a s i l  p e n e l i t i a n  i n i  t i d a k  
memperlihatkan adanya polimorfisme gen 
CO1 pada ikan gurami soang yang memiliki 
ukuran berbeda. Hal ini berarti bahwa gen 
tersebut tidak memperlihatkan variasi 
individu jika dipotong menggunakan enzim 
HindIII, PstI, EcoRI, dan BamHI, atau 
dengan kata la in dalam keadaan   
monomorfisme,   memiliki   alel yang  
serupa  atau  homozigot,  sehingga nilai 
heterozigosi tasnya 0 (nol) .  Lokus 
dinyatakan bersifat polimorfik apabila 
memiliki variasi alel dalam suatu populasi, 
sedangkan apabila tidak memiliki variasi 
maka dinyatakan bersifat    monomorfik.    
Individu    yang memiliki alel sama pada 
suatu lokus dinyatakan memiliki genotip 
yang homozigot sedangkan yang memiliki 
alel berbeda  dikatakan  heterozigot.  Oleh 
karena nilai heterozigositas      yang 
diperoleh nol (0), sehingga tidak perlu 
dianalisis  lebih  lanjut  mengenai 
keragaman haplotipe dan nukleotida 
menggunakan software Alrequin.

Berdasarkan hasil penelitian yang 
telah dilakukan, karakterisasi genetik ikan 

gurami soang  yang berbeda ukuran dalam 
satu pemijahan menggunakan  PCR-RFLP 
gen CO1 menunjukkan bahwa variasi 
fenotip (ukuran tubuh) pada individu 
tersebut   tidak   diikuti   dengan   adanya 
variasi pada level molekuler khususnya 
pada gen CO1. Oleh karena itu, gen CO1 
dalam penelitian ini dapat dikatakan tidak 
dapat digunakan sebagai penanda genetik 
untuk membedakan ikan gurami soang 
berukuran   kecil,   sedang,   dan   besar. 
Variasi tersebut dimungkinkan terjadi bukan 
disebabkan oleh faktor genetik gen CO1, 
meskipun memiliki peran yang vital 
membebaskan energi adenosin trifosfat 
(ATP) dalam respirasi aerob yang diperlukan  
untuk  aktivitas  metabolisme sel, masih 
terdapat beberapa faktor lain yang mengatur 
pertumbuhan. 

Besarnya   variasi   ukuran   tubuh 
ikan gurami soang dalam satu pemijahan 
pada penelitian ini tidak berarti hanya 
menggambarkan    besarnya    variasi    di 
dalam   bahan   genetik,   karena   variasi 
dalam fenotip dipengaruhi juga oleh 
lingkungan. Hal ini dijelaskan lebih lanjut 
oleh    Mittler    &    Gregg    (1969)    dan 
Christianti et al. (2003) yang menyatakan 
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bahwa variasi pada fenotip dapat terjadi 
karena adanya variasi genetik atau variasi 
lingkungan atau karena keduanya, yaitu 
variasi genetik dan lingkungan.
Adanya  perbedaan  variasi  fenotip dapat 
disebabkan oleh faktor lingkungan dan   
genetik.   Di   antara   kedua   faktor tersebut 
dapat terjadi interaksi ataupun asosiasi. 
Faktor genetik dan faktor lingkungan 
dikatakan berinteraksi apabila pengaruh   
faktor   lingkungan    terhadap suatu fenotip 
berbeda-beda, bergantung pada genotip, 
atau dengan kata lain, pengaruh faktor 
genetik terhadap suatu fenotip berbeda-
beda tergantung pada lingkungannya. 
Kedua  fak to r  t e rsebu t  d i ka takan   
berasosiasi,  apabila  kedua faktor tersebut 
bersama-sama meningkatkan atau 
menurunkan nilai fenotip (Susanto, 2011). 
Namun, oleh karena  dalam  penelitian  ini  
ikan  yang diuji merupakan hasil dari satu 
pemijahan dan beberapa faktor lingkungan 
yang mendukung pertumbuhan ikan gurami 
soang juga memiliki kondisi yang sama 
untuk semua individu, maka ada faktor 
genetik lain selain gen CO1 yang 
diasumsikan  berkontribusi  dalam mengatur 
pertumbuhan pada ikan gurami soang.
Variasi fenotip yang nampak di dalam 
populasi merupakan indikasi bervariasinya  
protein-protein  yang dimiliki oleh individu-
individu di dalam populasi yang dihasilkan 
dari informasi genetik yang terdapat di dalam 
gen struktural sehingga menghasilkan asam 
amino yang terangkai menjadi polipeptida 
(protein) dengan berbagai fungsi dalam 
metabolisme tubuh. Pertumbuhan ikan 
gurami soang merupakan sifat kuantitatif, 
sehingga   sifat   ini   dikendalikan   oleh 
banyak gen nonalelik (polygenic) yang 
masing-masing memberikan kontribusi 
relatif terhadap pemunculan suatu fenotip 
(Susanto, 2011). Oleh karena itu, perlu 
dilakukan  pengujian  dengan menggunakan  
penanda  lain  yang  juga dapat mengatur 
pertumbuhan. 
Pengukuran  terhadap  diversitas pada   
tingkat   haplotipe   cukup   untuk digunakan  
dalam  mempelajari polimorfisme pada 
tingkat DNA. Studi tentang variasi genetik 
pada t ingkat  DNA leb ih   akura t   
dibandingkan  dengan  studi variasi genetik 
pada protein. Polimorfisme atau variasi 
genetik pada jenis yang sama sangat  
penting,  karena  mempunyai banyak 
aplikasi dalam persilangan dan genetika 
(Purwoko et al., 2003).

Kesimpulan dan Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh  
gen  Co1  DNA mi tokondr ia  t i dak  
berhubungan secara nyata dengan 
perbedaan   ukuran   pada   ikan   gurami 
soang. Gen CO1 pada penelitian ini tidak 
dapat digunakan sebagai pananda 
molekuler   pada   populasi   ikan   gurami 
soang yang memiliki laju pertumbuhan tinggi 
atau rendah dalam satu pemijahan. Oleh 
karena itu diperlukan adanya penelitian lebih 
lanjut dengan menggunakan gen penyandi 
hormon pertumbuhan sebagai penanda 
genetik misalnya Growth Hormone (GH) 
atau menggunakan enzim restriksi yang 
lebih bervariasi.
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bahwa variasi pada fenotip dapat terjadi 
karena adanya variasi genetik atau variasi 
lingkungan atau karena keduanya, yaitu 
variasi genetik dan lingkungan.
Adanya  perbedaan  variasi  fenotip dapat 
disebabkan oleh faktor lingkungan dan   
genetik.   Di   antara   kedua   faktor tersebut 
dapat terjadi interaksi ataupun asosiasi. 
Faktor genetik dan faktor lingkungan 
dikatakan berinteraksi apabila pengaruh   
faktor   lingkungan    terhadap suatu fenotip 
berbeda-beda, bergantung pada genotip, 
atau dengan kata lain, pengaruh faktor 
genetik terhadap suatu fenotip berbeda-
beda tergantung pada lingkungannya. 
Kedua  fak to r  t e rsebu t  d i ka takan   
berasosiasi,  apabila  kedua faktor tersebut 
bersama-sama meningkatkan atau 
menurunkan nilai fenotip (Susanto, 2011). 
Namun, oleh karena  dalam  penelitian  ini  
ikan  yang diuji merupakan hasil dari satu 
pemijahan dan beberapa faktor lingkungan 
yang mendukung pertumbuhan ikan gurami 
soang juga memiliki kondisi yang sama 
untuk semua individu, maka ada faktor 
genetik lain selain gen CO1 yang 
diasumsikan  berkontribusi  dalam mengatur 
pertumbuhan pada ikan gurami soang.
Variasi fenotip yang nampak di dalam 
populasi merupakan indikasi bervariasinya  
protein-protein  yang dimiliki oleh individu-
individu di dalam populasi yang dihasilkan 
dari informasi genetik yang terdapat di dalam 
gen struktural sehingga menghasilkan asam 
amino yang terangkai menjadi polipeptida 
(protein) dengan berbagai fungsi dalam 
metabolisme tubuh. Pertumbuhan ikan 
gurami soang merupakan sifat kuantitatif, 
sehingga   sifat   ini   dikendalikan   oleh 
banyak gen nonalelik (polygenic) yang 
masing-masing memberikan kontribusi 
relatif terhadap pemunculan suatu fenotip 
(Susanto, 2011). Oleh karena itu, perlu 
dilakukan  pengujian  dengan menggunakan  
penanda  lain  yang  juga dapat mengatur 
pertumbuhan. 
Pengukuran  terhadap  diversitas pada   
tingkat   haplotipe   cukup   untuk digunakan  
dalam  mempelajari polimorfisme pada 
tingkat DNA. Studi tentang variasi genetik 
pada t ingkat  DNA leb ih   akura t   
dibandingkan  dengan  studi variasi genetik 
pada protein. Polimorfisme atau variasi 
genetik pada jenis yang sama sangat  
penting,  karena  mempunyai banyak 
aplikasi dalam persilangan dan genetika 
(Purwoko et al., 2003).

Kesimpulan dan Saran
Berdasarkan hasil penelitian yang diperoleh  
gen  Co1  DNA mi tokondr ia  t i dak  
berhubungan secara nyata dengan 
perbedaan   ukuran   pada   ikan   gurami 
soang. Gen CO1 pada penelitian ini tidak 
dapat digunakan sebagai pananda 
molekuler   pada   populasi   ikan   gurami 
soang yang memiliki laju pertumbuhan tinggi 
atau rendah dalam satu pemijahan. Oleh 
karena itu diperlukan adanya penelitian lebih 
lanjut dengan menggunakan gen penyandi 
hormon pertumbuhan sebagai penanda 
genetik misalnya Growth Hormone (GH) 
atau menggunakan enzim restriksi yang 
lebih bervariasi.
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