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K A T A  K U N C I  
 

A B S T R A K  

Variasi Genetik 

Gen COI 

Plutella xylostella 

 Daerah Modoinding dan Tomohon di Sulawesi Utara, dikenal sebagai  

daerah penghasil sayuran kubis di Indonesia. Sayuran kubis memiliki 

hama utama yaitu Plutella xylostella. Penyebab serangga ini dapat 

bertahan hingga saat ini karena adanya sifat resistensi akibat pemberian 

insektisida yang berlebihan. Penelitian ini dilakukan untuk menganalisis 

variasi pada gen cytochrome C oxidase I Plutella xylostella yang diperoleh 

dari dua lokasi yang berbeda, yaitu Modoinding dan Tomohon. Analisis 

sekuens menunjukkan adanya perbedaan pasang basa nukleotida dari 

sampel yang berbeda lokasi. Selain itu, variasi juga ditunjukkan pada 

sampel yang diperoleh dari basis data GenBank dengan adanya 

perbedaan 1-14 pasang basa nukleotida dengan spesimen pada 

penelitian ini. Hubungan kekerabatan gen COI P. xylostella keseluruhan 

sampel tergolong dalam variasi intraspesies dengan nilai jarak genetik 

berkisar antara 0-0,022 (0-2,20%). 

K E Y W O R D S  
 

A B S T R A C T  

Genetic Variation 

COI Gene 

Plutella xylostella 

 Modoinding and Tomohon areas in North Sulawesi, are known as regions 

in Indonesia that produce a cabbage. The main pest of cabbage, Plutella 

xylostella. This insect can survive due to its resistance resulted from 

prolonged insecticide application. This study aims to analyze genetic 

variation of COI genes in P. xylostella from Modoinding and Tomohon 

areas. Sequence analysis showed there were differences in nucleotide 

base pairs between these locations. In addition, variations were also 

shown in samples obtained from the GenBank database with differences 

in 1-14 nucleotide base pairs with specimens in this study. The genetic 

relationship of P. xylostella COI gene in all samples was classified as 

intraspecific variation with genetic distance values ranging from 0-0,022 

(0-2,20%). 
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1. Pendahuluan 

Indonesia merupakan negara kepulauan 

dengan biodiversitas yang tinggi, artinya semua 

spesies baik hewan maupun tumbuhan sangat 

beragam dan bervariasi.  Indonesia masuk dalam 

negara megabiodiversitas dengan urutan kedua 

setelah negara Brazil dibuktikan dengan 

melimpahnya sumber daya alam yang ada di 

Indonesia.  Sumber daya alam yang melimpah 

dimanfaatkan dalam sektor pertanian, khususnya 

Sulawesi Utara yang merupakan provinsi dengan 

tingkat pendapatan ekonomi dari sektor pertanian 

yang cukup tinggi.  Salah satu daerah yang 

mempunyai potensi di bidang pertanian adalah 

Kabupaten Minahasa Selatan dan Kota Tomohon 

(Kambey et al, 2016;  Tarandung, 2016).  Wilayah 

Modoinding (Minahasa Selatan) dan Tomohon (Kota 

Tomohon) dikenal sebagai penghasil sayuran 

berkualitas terutama sayuran kubis.  Petani 

tanaman kubis memiliki masalah dengan larva 

kubis (Plutella xylostella L.) yang merupakan hama 

penting pada tanaman kubis (Pandeirot et al, 2015). 

Salah satu cara penanggulangan P. xylostella yang 

umum dilakukan oleh petani tanaman kubis di 

Sulawesi Utara khususnya wilayah Modoinding 

(Minahasa Selatan) dan Tomohon (Kota Tomohon) 

yaitu dengan melakukan penyemprotan insektisida.  
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Hama P. xylostella dilaporkan resisten 

terhadap hampir semua insektisida sintetik yang 

umum digunakan oleh petani kubis seperti 

profenos, deltametrin, fipronil, abamektin, senyawa 

fosfat organik, piretroid sintetik, emamektin benzoat 

dan insektisida berbahan dasar bakteri Bacillus 

thuringiensis (Perez and Shelton, 1997;  Udiarto dan 

Setiawati, 2007;  Prabaningrum et al, 2013;  dan 

Tarwotjo et al, 2014). Resistensi terhadap 

insektisida yang ditunjukkan oleh P. xylostella, 

merupakan salah satu contoh adaptasi serangga ini 

dengan kondisi lingkungannya dan berkaitan 

dengan kemampuan untuk bertahan pada kondisi 

lingkungan yang ditempatinya (Mallet, 1989). 

Suatu populasi dapat beradaptasi terhadap 

perubahan yang terjadi di lingkungan sekitar, 

disebabkan oleh adanya variasi keanekaragaman 

genetik (Dharmayanti, 2011).  Kondisi geografis dan 

tekanan lingkungan yang berbeda serta lokasi yang 

berjauhan dapat menyebabkan variasi genetik yang 

cukup tinggi pada suatu spesies (Wilson et al, 2013;  

Tallei et al, 2017).  Salah satu alternatif terbaru 

untuk mempelajari keanekaragaman genetik adalah 

dengan menggunakan gen COI (Cytochrome c 

oxidase I) yang bertindak sebagai kode batang DNA 

(DNA Barcode) pada hewan (Folmer et al, 1994).  

Penelitian tentang hubungan genetik spesies P. 

xylostella yang berbeda lokasi, sangat penting untuk 

dilakukan, karena peran utama serangga ini yang 

merupakan hama utama pada tanaman kubis, 

memiliki pengaruh yang besar dalam adaptasinya 

terhadap perubahan lingkungan.  Perubahan 

lingkungan menjadi ancaman keberlangsungan 

hidup ataupun kemampuan bertahan hidup 

serangga ini, sehingga memunculkan sifat resistensi 

yang dapat menjadi salah satu penyebab spesies 

serangga ini, menyesuaikan diri dengan kondisi 

lingkungan yang ekstrim (Jianhong et al, 2006). 

2. Material dan Metode  

Isolasi DNA Plutella xylostella 

Imago yang diisolasi DNA nya berjumlah 3 

sampel, masing-masing berasal dari Kecamatan 

Modoinding dan Kecamatan Tomohon Tengah.  

Isolasi DNA menggunakan metode spin-column 

based dengan set bahan dari kit Multisource 

Genomic DNA Miniprep Axygen (Lubenow dan 

Herold, 2008; Kolondam et al, 2013). Sayap 

dipisahkan dari toraks untuk memperkecil 

kontaminasi. Modifikasi dilakukan untuk 

memaksimalkan ekstraksi DNA P. xylostella dengan 

meningkatkan waktu lisis sel dari 10 menit menjadi 

2 jam pada suhu 60°C. 

Amplifikasi Gen COI dengan Teknik PCR 

Gen COI diperbanyak dengan metode PCR 

(polymerase chain reaction). Primer gen COI yang 

digunakan adalah Lep_F1 (5’-ATT CAA CCA ATC ATA 

AAG ATAT- 3’) dan Lep_R1 (5’-TAA ACT TCT GGA TGT 

CCA AAAA- 3’) (Hebert et al, 2004; Ashfaq et al, 

2013). Dengan menggunakan set bahan 5x firepool 

PCR Master Mix Ready-to-load (Solis BioDyne), 

komponen yang dicampur untuk amplifikasi gen COI 

yaitu 20 μl Go Taq, 1,5 μl primer forward, 1,5 μl 

primer reverse, 2 μl templat DNA dan 15 μl ddH2O 

(air terdeionisasi).  Pengaturan suhu pada mesin 

PCR untuk amplifikasi gen COI mengikuti kondisi 

reaksi yang dilakukan oleh Davenport (2014), yaitu 

denaturasi awal pada suhu 940C selama 1 menit.  

Amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus dengan 

suhu 950 C selama 30 detik untuk denaturasi, 500C 

selama 30 detik untuk penempelan primer pada 

DNA templat dan 720C selama 45 detik untuk 

pemanjangan DNA.  Proses amplifikasi dilakukan 

menggunakan alat PCR Personal (Biometra). Proses 

sekuensing dilakukan oleh penyedia jasa 

sekuensing 1st BASE Malaysia. 

Analisis Data 

Hasil sekuensing yang diperoleh dari 

perusahaan penyedia jasa sekuensing 1st BASE 

Malaysia berupa kromatogram data urutan sekuens 

gen COI P. xylostella pada lokasi yang berbeda, 

disunting dengan menggunakan progam software 

komputer Geneious v5.6.4 (Kearse et al, 2012;  

Kolondam et al, 2013).  Untuk mendapatkan 

keakuratan yang sesuai dalam pengolahan data, 

dilakukan penghapusan urutan data DNA bagian 

awal kurang lebih 30 nukleotida, untuk memisahkan 

sekuens DNA murni dari sisa sekuens primer.  Utas 

hasil sekuensing yang menggunakan primer forward 

dan reverse dirakit dan diedit. Utas reverse 

dilakukan proses reverse and complement, 

kemudian dipadukan dengan utas forward 

menggunakan metode MUSCLE (Multiple Sequence 

Comparison by Log-Expectation) yang terintegrasi 

dalam program Geneious v5.6.4.  Sekuens diubah 

dalam bentuk FASTA (fast alignment) untuk 

dianalisis.  Penjajaran sekuens DNA menggunakan 

algoritma komputasi multiple sequence alignment 

(MSA) dalam program Multalin yang terintegrasi 

pada situs http://multalin.toulouse. 

inra.fr/multalin/ (Corpet, 1988).  Penentuan reading 

frame menggunakan frame 2 untuk invertebrata 

jenis serangga. Pohon kekerabatan dikonstruksi 

menggunakan metode Neighbor-joining dan Jarak 

genetik dianalisis dengan menggunakan metode 

Tamura-Nei yang terintegrasi dalam progam 

Geneious v5.6.4 (Kearse et al, 2012). 

3. Hasil dan Pembahasan 

Amplifikasi DNA gen COI sampel P. xylostella 

dari Modoinding (Modoinding1, Modoinding2, 

Modoinding3) dan Tomohon (Tomohon1, Tomohon2, 

Tomohon3) dengan teknik PCR, memperlihatkan 

hasil pola pita yang terlihat cukup jelas (Gambar 1).  

Berdasarkan ukuran DNA ladder dengan panjang 

1kb (10.000 bp) sebagai pembanding, 

menunjukkan panjang gen COI pada enam sampel 

P. xylostella di lokasi berbeda.  Gen COI pada enam 

sampel yang berhasil teramplifikasi berukuran 700 

bp.  Modifikasi primer yang digunakan untuk 

amplifikasi gen COI dikhususkan pada ordo 

Lepidoptera yaitu Lep_F1 dan Lep_R1 (Hebert et al, 

2004) berhasil teramplifikasi, sehingga primer 
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menempel pada gen COI dari enam sampel P. 

xylostella, dan menghasilkan pola pita yang jelas. 

 

 

Gambar 1.  Visualisasi hasil amplifikasi fragmen gen 

COI P. xylostella 

Penjajaran kedua sampel dengan 

menggunakan program Multalin (Corpet, 1988) 

memperlihatkan adanya variasi (Gambar 2). 

Berdasarkan hasil analisis pada variasi susunan gen 

COI, sampel P. xylostella di lokasi yang berbeda 

menunjukkan adanya variasi gen pada tingkat 

nukleotida.  Kebanyakan variasi gen yang terbentuk 

tidak mengubah susunan asam amino pada hampir 

semua sekuens sampel.  Kasus berbeda ditemukan 

dalam sampel Tomohon1. Sampel Tomohon1 

memiliki perbedaan pada asam amino dibandingkan 

sampel yang lain, diakibatkan oleh variasi yang 

terbentuk akibat perbedaan pada susunan triplet 

asam nukleotida. Tomohon1 memiliki triplet basa 

nukleotida CAT yang mengkodekan asam amino 

Histidine (H) semi essensial, sedangkan kelima 

sampel lainnya memiliki triplet basa nukleotida CGT 

yang mengkodekan asam amino Asam Arginine (R) 

yang juga merupakan asam amino semi essensial.  

Adanya variasi genetik gen COI yang terbentuk 

pada sampel P. xylostella di Modoinding dengan 

Tomohon kemungkinan besar disebabkan oleh 

pengaruh mutagen, sehingga mengakibatkan 

mutasi pada gen ini.  Hal ini disebabkan karena 

tidak adanya mekanisme pemulihan (proofreading) 

pada DNA mitokondria, sehingga kemungkinan 

terjadinya kesalahan pada saat replikasi atau 

transkripsi menjadi tinggi (Murray et al, 2014).  

Menurut Hawkes et al (2004), berubahnya basa 

nukleotida yang kemudian mengubah asam amino 

yang dikodekan dipengaruhi oleh mutasi salah arti 

(missense mutation).  Jenis mutasi ini dapat 

disebabkan oleh peristiwa transisi dan tranversi.  

Richard (2013), menegaskan, perubahan pada 

asam amino dapat menghasilkan fenotip mutan 

apabila asam amino yang berubah merupakan 

asam amino esensial.  Menurut Zhou et al (2010), 

perubahan basa nukleotida tanpa mengubah asam 

amino yang dikodekan disebabkan oleh mutasi 

diam (silent mutation), mutasi ini tetap 

menghasilkan asam amino yang identik meskipun 

satu pasang basa nukleotida berubah.  Mutasi ini 

disebabkan oleh peristiwa transisi dan tranversi. 

 

 

 
Gambar 2. Penjajaran sekuens sampel P. 

xylostella  Modoinding dan Tomohon (A).  Penjajaran 

Nukleotida, (B). Penjajaran Asam Amino 

Meskipun berbeda lokasi dan terisolasi cukup 

jauh, dari hasil penjajaran P. xylostella Modoinding 

dan Tomohon dengan P. xylostella dalam GenBank 

(Australia, Canada, China, Holland, India, Israel, UK 

dan US) menunjukkan adanya variasi pada 

nukleotida (Gambar 3). Keidentikan yang tinggi 

ditunjukkan oleh  sampel Modoinding dengan 

sampel yang berasal dari Australia dan India.  

Sampel yang berasal dari India 100% identik 

dengan sampel Modoinding1 dan Modoinding3, 

sedangkan sampel yang berasal dari Australia 100% 

identik dengan sampel Modoinding2 meskipun 

terpisah jarak lokasi yang jauh.  Untuk sampel lain 

hanya memiliki perbedaan antara 1-14 basa 

nukleotida dari 658 total basa nukleotida 

keseluruhan yang artinya keidentikan keseluruhan 

sampel mencapai 99%. Jianhong et al (2006), 

melaporkan bahwa keidentikan gen COI pada 

sampel berbeda lokasi ditemukan pada populasi 

yang berasal dari China dan Korea, selain itu Kim et 

al (2000), melaporkan P. xylostella yang berasal dari 

Hawaii menunjukkan keidentikan dalam variasi gen 

COI dengan hanya berbeda satu nukleotida dengan 

sampel yang berasal dari korea. 
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Keidentikan nukleotida yang tinggi pada P. 

xylostella yang ditemukan dalam basis data 

Genbank kemungkinan disebabkan oleh migrasi 

pada populasi, sehingga memungkinkan P. 

xylostella mewariskan sifat genetiknya pada 

populasi lain di lokasi yang berbeda (Wei et al, 

2013).  Chapman et al (2002) melaporkan bahwa 

melimpahnya populasi P. xylostella dan 

menghasilkan generasi setiap tahun, mengharuskan 

serangga ini untuk bermigrasi ribuan kilometer.  

Dosdall et al (2001) menyatakan, Infestasi serangga 

ini pada bagian barat Canada berasal dari US atau 

Meksiko saat angin kencang membawa imago 

bermigrasi ke utara pada musim semi. Menurut 

Endersby et al (2003) kemunculan P. xylostella di 

Australia karena migrasi dari populasi bagian utara. 

 

Gambar 3. Penjajaran sekuens sampel P. 

xylostella dari Modoinding dan Tomohon dengan 

sampel dalam Genbank 

Berdasarkan hasil pohon kekerabatan (Gambar 

4). Identiknya panjang cabang menunjukkan bahwa 

spesies memiliki rata-rata laju substitusi basa 

nukleotida yang sama dalam hitungan waktu 

tertentu.  Sebaliknya, perbedaan panjang cabang 

menunjukkan perubahan pada laju substitusi basa 

nukleotida, sehingga jumlah perubahan substitusi 

basa nukleotida dalam hitungan waktu tertentu 

akan lebih besar jika cabang semakin panjang 

(Dharmayanti et al, 2011).  Sampel Modoinding1 

dan Modoinding3 terpisah dengan sampel lain pada 

lokasi berbeda.  Hal ini menguatkan dugaan bahwa 

sampel yang berasal dari Modoinding mengalami 

perubahan pada laju substitusi nukleotida yang 

berbeda diakibatkan oleh faktor di lingkungan.   

Sampel Modoinding1 dan Modoinding3 

memiliki laju substitusi basa nukleotida yang sama 

dengan sampel yang berasal dari India.  Hal serupa 

ditunjukkan oleh sampel Modoinding2 dengan 

Australia, namun kedua sampel ini masih dalam 

satu percabangan yang sama dengan sampel 

lainnya.  Kumar et al (2017) dan Gautam et al 

(2018) menyatakan, akibat pemberian berbagai 

jenis insektisida di India secara terus-menerus, 

menyebabkan P. xylostella tidak mempan dengan 

berbagai macam pemberian insektisida.  Selain itu, 

Bhat dan Bhagat (2008) melaporkan tingkat 

parasitasi berbagai macam parasitoid di India 

dengan nilai paling tinggi mencapai 57% lebih 

rendah  dibandingkan dengan tingkat parasitasi di 

daerah Tomohon yang mencapai 80% (Bakri et al, 

2015; Baideng, 2017).  Hal tersebut menguatkan 

dugaan bahwa terpisahnya kelompok ini dengan laju 

substitusi nukleotida yang berbeda disebabkan oleh 

faktor dari lingkungan akibat pengaruh insektisida 

dan kurangnya parasitasi. 

 

 
Gambar 4. Pohon kekerabatan (neighbor-

Joining) P. xylostella dari Modoinding dan Tomohon 

dengan sampel dalam Genbank. 

Berdasarkan hasil, nilai jarak genetik (p-

distance) bervariasi antara sampel Modoinding dan 

Tomohon dengan sampel yang berasal dari basis 

data Genbank (Tabel 1).  Perbedaan jarak genetik 

pada sampel Modoinding (Modoinding1, 

Modoinding2, Modoinding3) dan sampel Tomohon 

(Tomohon1, Tomohon2, Tomohon3) berkisar antara 

0-0,017 (0-1,70%).  Keseluruhan Perbedaan jarak 

genetik untuk semua sampel P. xylostella pada 

penelitian ini berkisar antara 0-0,022 (0-2,20%).  

Jarak genetik (intraspecific p-distance) COI pada 

berbagai jenis serangga bervariasi. Untuk 

membedakan kategori intraspesies capung 

(Odonata) berkisar antara 0-0,035 (0-3,50%) 

sedangkan untuk membedakan kategori 

interspesies (interspecific p-distance) berkisar 

antara 0,03-0,186 (3-18,60%), untuk lepidoptera 

jenis ngengat (Heterocera) variasi intraspesies 

berkisar antara 0-0,097 (0-9,7%) dan variasi 

interspesies berkisar antara 0,016-0,228 (1,6-

22,80%), sedangkan pada lepidoptera jenis kupu- 

kupu (Rhopalocera) variasi intraspesies berkisar 0-

0,049 (0-4,9%). 

Semakin besar nilai jarak genetik (p-distance) 

diantara populasi atau individu maka semakin 

terisolasi antara satu dengan lainnya, jarak genetik 
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menunjukkan kemungkinan adanya pengaruh 

isolasi geografis terhadap suatu populasi (Schmitt 

dan Haubrich, 2008;  Laltanpuii et al, 2014;  Liu et 

al, 2014). Perbandingan keenam sampel P. 

xylostella di berbeda lokasi (Modoinding dan 

Tomohon) dengan sampel P. xylostella dari delapan 

lokasi berbeda yang berasal dari Genbank memiliki 

nilai p-distance antara 0-0,022 (0-2,20%), dengan 

begitu sampel P. xylostella dalam penelitian ini 

masih tergolong dalam kisaran variasi intraspesies 

dengan sampel lainnya yang memiliki lokasi 

berbeda. 

Tabel 1. Jarak genetik (%) P. xylostella dari 

Modoinding dan Tomohon dengan sampel dalam 

Genbank. 

 
4. Kesimpulan  

Sekuens gen COI P. xylostella di berbeda lokasi 

(Tomohon dan Modoinding) menunjukkan adanya 

variasi.  Variasi ditunjukkan dengan adanya 

perbedaan pada pasang basa nukleotida dan asam 

amino. Perbandingan sekuens gen COI P. xylostella 

antara sampel yang diperoleh dari Genbank dengan 

sampel yang berbeda lokasi, menunjukkan adanya 

perbedaan 0-14 pasang basa nukleotida dengan 

Modoinding, dan 1-13 pasang basa nukleotida serta 

1 asam amino dengan Tomohon. Hubungan 

kekerabatan gen COI P. xylostella keseluruhan 

sampel tergolong dalam variasi intraspesies dengan 

nilai jarak genetik berkisar antara 0-0,022 (0-

2,20%). 
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