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Abstrak: Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi jenis ikan kuro (Eleutheronema sp.) yang dikoleksi dari
perairan pesisir Merauke. Gen Cytochrome Oxidase Subunit | (COI) diamplifikasi dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) menggunakan primer FISH F1 (5-TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’) dan
FISH R1 (5-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA -3’), sedangkan analisis data DNA menggunakan
software Mega 11. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sekuens DNA yang diperoleh memiliki panjang 675 pasang
basa dengan hasil identifikasi adalah Eleutheronema tetradactylum dengan tingkat kemiripan 99.54 dan 99.85 %
pada masing — masing sampel. Berdasarkan analisis filogenetik dan jarak genetik, kedua sekuen DNA yang
dianalisis membentuk clade yang sama dengan hasil indentfikasi dengan jarak genetik 0.001. Analisis keragaman
genetik ditemukan 2 haplotype dari kedua sampel tersebut, Jarak genetik yang kecil disebabkan karena kedua
sampel yang dikoleksi berasal dari perairan yang sama. Teknik DNA barcode dan analisis filogenetik dapat
digunakan untuk mengidentifikasi spesies dalam mendukung pengelolaan dan konservasi spesies.

Kata Kunci: Eleutheronema tetradactylum; DNA barcode; GEN COI; filogenetik

Abstract: This research aims to identify kuro fish (Eleutheronema sp.) collected from the coastal waters of
Merauke. Cytochrome Oxidase Subunit | (COI) Gene was amplified by the Polymerase Chain Reaction (PCR)
method, using primers FISH F1 (5-TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3) and FISH R1. (5-TAG ACT
TCT GGG TGG CCA AAG AAT CA -3’), while DNA data analysis uses Mega 11 software. Results research shows
that DNA sequence obtained were 675 base pairs long with the identification result being Eleutheronema
tetradactylum with a similarity level of 99.54 and 99.85% for each sample. Based on phylogenetic analysis and
genetic distance, the two DNA sequences analyzed form the same clade with identification results with a genetic
distance of 0.001. Analysis of genetic diversity found 2 haplotypes from the two samples. Both the Sample Have a
small genetic distance because THEY are collected from the same waters DNA barcoding and phylogenetics can
be used to identify species for management and conservation of species.
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PENDAHULUAN

Ikan kuro (Eleutheronema sp.) termasuk dalam family Polynemidae yang
tersebar luas di wilayah tropis dan subtropis dari Persia hingga Bangladesh, Asia
Tenggara dan perairan Australia (Qu et al., 2020; Hajisamae et al., 2023). Ikan kuro
(Eleutheronema sp.) menjadi salah satu ikan ekonomis penting di wilayah Asia
Tenggara (Sritakon et al., 2019; Soe et al., 2023) termasuk pula di wilayah Merauke.
Ikan kuro merupakan spesies hermafrodit protandrous yang mampu mengubah jenis
kelamin dari jantan menjadi betina pada ukuran kurang lebih 40 cm atau pada umur
sekitar 2 tahun (Shihab et al., 2017, Lelono et al., 2021).

Ikan kuro termasuk kelompok ikan demersal yang melimpah di perairan selatan
Papua khususnya di wilayah Merauke. Selain daging, pemanfaatan ikan kuro juga
pada gelembung renang yang dihasilkan. Gelembung ikan merupakan hasil
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sampingan nelayan yang memiliki nilai jual tinggi yang dipasarkan dengan harga Rp.
300.000 — Rp. 1.500.000 per kg (Kusminta et al., 2024). Pemanfatan sumberdaya yang
terus menerus dapat memengaruhi struktur populasi ikan kuro di perairan (Kholis et
al., 2018). Penurunan jumlah spesies di seluruh dunia telah menjadi subjek penelitian
selama beberapa dekade terakhir, kondisi tersebut membuat Pendekatan genetik
sangat penting dalam studi dan konservasi spesies yang terancam punah melalui
pemahaman komprehensif tentang struktur populasi, sejarah demografi, keragaman
genetik (Xiao et al., 2023).

Tingkat keragaman genetik populasi memegang peranan penting dalam
mendukung keberlanjutan hidup populasi (Hauser et al., 2019). Identifikasi secara
morfologi dapat menyebakan terjadinya kesalahan sehingga dibutuhkan teknik
identifikasi secara molekuler (DNA barcoding). DNA barcoding memiliki kelebihan
dalam identifikasi spesies dan terbukti berhasil diberbagai organisme laut (Fietri et al.,
2020). DNA barcoding dilakukan untuk melengkapi identifikasi morofologi yang
seringkali terkendala dalam hal identifikasi spesies yang berimplikasi pada
pengelolaan sumber daya laut yang lebih akurat, khususnya dalam mendukung
keberlanjutan dan kelestarian ekosistem laut. tudi filogenetik bermanfaat bagi
pemuliaan genetik dan upaya konservasi plasma nutfah (Putra et al., 2021). Data
genetik sangat penting sabagai dasar pengelolaan dan konservasi perikanan yang
berhubungan dengan konektivitas antar wilayah dan jugas truktur populasi Ikan dan
mendukung dalam konservasi spesies (Saleky & Dailami, 2022).

Kajian molekuler ikan kuro dibutuhkan untuk melengkapi berbagai kajian yang
telah dilakukan sebelumnya seperti pertumbuhan dan mortalitas ikan kuro
(Eleutheronema tetradactylum) (Kusmita et al., 2024), Pertumbuhan ikan kuro
(Eleutheronema tetradactylum Shaw, 1804) di Muara Sungai Kumbe Kabupaten
Merauke (Gebze & Latupeirissa, 2017) dan pertumbuhan dan tingkat kematangan
gonad ikan kuro (Eleutheronema tetradactylum) di daerah estuari pesisir pantai Kota
Merauke (Sunarni & Maturbongs, 2018). Keanekaragaman hayati laut yang tinggi
khususnya ikan kuro (Eleutheronema tetradactylum) di Perairan Selatan Papua
dibutuhkan pengelolaan sumberdaya secara lestari sehingga sumberdaya perikanan
tersebut dapat berkesinambungan dibutuhkan berbagai riset seperti biekologi, habitat
dan kajian molekuler (Halisah et al., 2024).

Berdasarkan uraian tersebut, maka diperlukan adanya kajian untuk menganalisis
tingkat keragaman ikan kuro di perairan Pantai Urumb Distrik Semangga dan Pantai
Payum Distrik Marauke. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi ikan kuro
(Eleutheronema sp.) yang dikoleksi dari perairan pesisir Merauke.

METODE
Waktu dan Tempat

Koleksi sampel ikan kuro (Eleutheronema sp.) dilakukan di perairan Pantai
Urumb Distrik Semangga dan Pantai Payum Distrik Merauke, Kabupaten Merauke
(Gambar 1). Analisis molekuler dilakukan di Laboratorium Biodiversitas Indonesia
(BIONESIA) Bali.
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Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel ikan kuro (Eleutheronema sp.)

Prosedur Penelitian

Identifikasi morfologi dilakukan untuk memastikan sampel ikan yang di koleksi
merupakan ikan kuro menggunakan tools FishBase (https://fishbase.se/search.php).
Kemudian dilanjutkan dengan pengambilan jaringn sirip untuk keperluan analisis
molekuler, jaringan sirip yang didapatkan kemudian disimpan dalam botol sampel
berisi alkohol 70 %.

Metode ekstraksi DNA yang digunakan adalah mengikuti protokol Chelex 10%.
Hasil ekstraksi kemudian dianalisis ke tahapan selanjutnya yaitu PCR (Polymerase
Chain Reaction). Proses PCR menggunakan protokol laboratorium BIONESIA. Primer
yang digunakan pada proses amplifikasi untuk sampel Ikan adalah FISH F1 (5’-TCA
ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3’) dan FISH R1 (5-TAG ACT TCT GGG
TGG CCA AAG AAT CA -3’) (Ward et al., 2005). Profil suhu dan waktu protokol PCR
yang digunakan adalah sebagai berikut: Initial Denaturasi: 94 °C selama 3 menit,
kemudian tahap Denaturasi: 94 °C selama 30 detik, Annealing: 50°C selama 30 detik,
dan tahap Extension 72 °C selama 60 detik, Tahap Denaturasi sampai Extension
dilakukan sebanyak 38 siklus, tahap terakhir yaitu final extension: 72 °C selama 2
menit.

Analisis Data

Hasil sampel yang telah dilakukan proses sequencing berupa data sequence
(Ab1 file) kemudian dianalisis menggunakan komputer. Data sequence yang diperoleh
kemudian diedit dan disejajarkan (alignment) menggunakan metode ClustalW pada
program MEGA 11. Setiap susunan basa kemudian dicek secara manual dan
dipastikan semua data yang dipakai memiliki kualitas yang baik. Data yang memiliki
hasil sekuens yang buruk kemudian dilakukan proses PCR dan sekuensing ulang
Kembali.

Data kemudian dicocokkan dengan database yang ada di bank data (Genbank
NCBI) melalui metode Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) yang ada pada
website NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Setiap data kemudian dicatat
tingkat kemiripan dan akurasi data. Selain melalui metode BLAST, data kemudian
dianalisis menggunakan pohon kekerabatan (phylogenetic tree) untuk melihat
hubungan kekerabatan antar sampel sekaligus mengkonfirmasi hasil BLAST dalam
mengidentifikasi hingga level spesies. Pohon kekerabatan dibuat menggunakan
metode Neighbor-joining (NJ) dengan replikasi bootstrap 1000 kali pada software
MEGA 11 (Tamura et al., 2021).
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Karakter Molekuler
Total 2 sampel ikan kuro berhasil diamplifikasi menggunakan gen COI dengan
primer FISH F1 dan FISH R1. Panjang sekuen DNA setelah dianalisis menggunakan
software Mega Xl| adalah 675 bp (baispairs). Ukuran panjang baispair tersebut
umumnya banyak ditemukan pada berbagai spesies yang menggunakan Gen COI
seperti kelompok ikan air tawar (Ude et al., 2020), ikan nila dan mujair (Dailami et al.,
2021; Sianturi et al., 2021) dan gastropoda (Saleky et al., 2020; Saleky & Merly, 2021).
Gen sitokrom oksidase 1 (CO1) yang digunakan dalam penelitian ini merupakan
Gen yang umum digunakan untuk identifikasi spesies karena memiliki kecepatan dan
akurasi dalam identifikasi spesies, Gen COI terdapat diseluruh spesies yang energi
selnya dihasilkan dari mitokondria.

Gambar 2. Morfologi Ikan Kuro (Eleutheronema tetradactylum),

Ikan kuro terdiri dari delapan genus dan sekitar 38 spesies, jenis-jenisnya antara
lain meliputi senangin (Eleutheronema tetradactylum), senohong (Leptomelanosoma
indicum), sumbal (Polydactylus plebeius), dan masih banyak lagi (Xiao et al., 2022).
Banyaknya spesies ikan kuro menyebabkan tak jarang mengalami kesalahan
indentifikasi jenis berdasarkan morfologi, sehingga dibutuhkan pula data genetik untuk
konfirmasi spesies (Siriwut et al., 2020). Selain untuk identifikasi spesies, pendekatan
dengan DNA barcoding dilakukan dalam mendukung pengelolaan dan konservasi
spesies. Penggunaan DNA barcoding penting dilakukan untuk mendukung identifikasi
secara morfologi dan mampu membedakan organisme sampai tingkatan spesies
(Wang et al., 2024).

Tabel 1. Hasil identifikasi spesies menggunakan BLAST di National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
No Sampel Spesies Kemiripan Kode Akses Coverage
1 Ikan kuro Eleutheronema tetradactylum 99.54% MW831014.1 96 %
2 lkan kuro Eleutheronema tetradactylum 99.85% KJ669563. 1 95%

Hasil identifikasi spesies menggunakan BLAST di National Center for
Biotechnology Information (NCBI) mengkonfirmasi bahwa kedua sampel yang
dianalisis adalah spesies Eleutheronema tetradactylum dengan tingkat kemiripan
99.54 dan 99.85 %. Sedangkan Komposisi nukleotida dan komposisi rata-rata basa
DNA yang ditemukan pada kedua sampel adalah Thymine (T) (29.04 %), Cytosine (C)
(30.07 %), Adenine (A) (20.81 %), dan Guanine (G) (20.07 %). Basa GC menunjukkan
persentase jumlah G (guanin) dan C (sitosin) pada suatu primer yang membuat untai
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DNA yang lebih kuat dan stabil (Abdullah et al., 2019). Hasil analisis memperlihatkan
terjadi mutasi dari kedua sampel tersebut mengalami subtitusi basa G — A pada
urutan basa 173.

Tabel 2. Komposisi Nukleotida Fragmen Gen COI ikan kuro (E. tetradactylum)
G C A T G+C A+T Panjang
) ) ) (%) () (%) Basa

20,15 30,07 20,74 29,04 50,22 49,78 675

Sampel

E. tetradactylum

(Pantai Urumb Merauke)
E. tetradactylum 20,00 30,07 20,89 29,04 50,07 49,93 675
(Pantai Payum Merauke)

Rerata 20,07 30,07 20,81 29,04 50,15 49,85 675

Subtitusi basa DNA seperti itu umumnya tidak merubah karakter asam amino
(Permadi et al., 2022) Komposisi gen pada suatu spesies adalah faktor kunci yang
menentukan sifat fenotif dan genotif spesies (Morihito et al., 2017). Kondisi lingkungan
dan proses adaptasi spesies dapat mengakibatkan terjadinya perubahan struktur DNA
(mutasi). Perubahan DNA pada suatu spesies secara alamiah dapat terjadi akibat
mutasi DNA dan pertukaran informasi DNA antar spesies.

Tabel 3. Jarak genetik spesies Eleutheronema tetradactylum, Polydactylus plebeius,
Leptomelanosoma indicum, Lates calcarifer, Johnius rachycephalus

No Spesies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 Eleutheronema tetradactylum * * * * * * * * * *
(Pantai Payum, Merauke)
2 Eleutheronema tetradactylum 0,001 * * * * * * * * *
(Pantai Urumb, Merauke)
3 Eleutheronema tetradactylum 0,185 0,187 * * * * * * * *
(FOAJ520-09 - Jawa Timur, Indonesia)
4 Eleutheronema tetradactylum 0,182 0,184 0,000 * * * * * * *
(FOANS62 - Lombok, Indonesia)
5 Eleutheronema tetradactylum 0,172 0,174 0,162 0,155 * * * * * *
(FOAC212-05 - Australia, Queensland)
6 Eleutheronema tetradactylum 0,185 0,187 0,000 0,000 0,162 * * * * *
(FMVIC374-08 - Vietnam)
7 Eleutheronema tetradactylum 0,192 0,195 0,007 0,007 0,164 0,007 * * * *
(ANGBF39362-19 - India)
8 Polydactylus plebeius 0,192 0,194 0,207 0,201 0,196 0,207 0,213 * * *
(ABFJ244-07 - Yokohama_Jepang)
9 Leptomelanosoma indicum 0,194 0,197 0,210 0,206 0,185 0,210 0,222 0,202 * *
(ANGBF39395-19 - India)
10 Lates calcarifer 0,251 0,249 0,254 0,251 0,258 0,254 0,264 0,240 0,269 *
(Merauke - Indonesia)
11 Johnius rachycephalus 0,329 0,326 0,344 0,344 0,326 0,344 0,347 0,392 0,330 0,344

(BIFD569 - Jawa Tengah - Indonesia)

Data jarak genetik pada Tabel 3 memperlihatkan bahwa jarak genetik ikan kuro
yang berasal Pantai Payum dan Pantai Urumb memiliki nilai jarak genetik yang rendah
yaitu 0.001. Hasil tersebut terjadi karena jarak antar kedua penelitian yang dekat dan
berada di Perairan yang sama. Sebaliknya perbandingan jarak genetik ikan kuro asal
Merauke dengan daerah lainnya berkisar 0.172 — 0.195. Jarak genetik ikan kuro asal
Merauke dengan ikan kuro asal Autralia memiliki nilai yang relatif lebih rendah
dibandingkan dengan nilai jarak genetik dengan ikan kuro yang berasal dari, Jawa
Timur, Lombok, Vietnan dan India. Hal tersebut terjadi karena perairan Merauke dan
Australia yang berada di bagian Selatan papua yang mengakibatkan terjadinya sharing
genetik antar kedua wilayah.
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Tabel 4. Sekuen DNA spesies ikan yang digunakan dalam rekonstruksi filogenetik
termasuk lokasi, nomor akses dari National Center for Biotechnology
Information (NCBI)

No Spesies Lokasi Acc No Sumber

1 Eleutheronema tetradactylum India ANGBF39362-19 Unpublished

2 Eleutheronema tetradactylum Vietnam FMVIC374-08 Unpublished

3 Eleutheronema tetradactylum Queensland, Australia FOAC212-05 Ward et al, 2008

4 Eleutheronema tetradactylum Jawa Timur, indonesia FOAJ520-09 Unpublished

5 Eleutheronema tetradactylum Indonesia FOAM278-10 Unpublished

6 Eleutheronema tetradactylum Lombok, Indonesia FOAN562-11 Unpublished

7 Eleutheronema tetradactylum Port Alma, Australia GBGCA1672-13 Horne etal., 2011

8 Lates calcarifer Merauke, Indonesia - Saleky & Dailami, 2021
9 Lates calcarifer Merauke, Indonesia - Saleky & Dailami, 2021
10 Johnius trachycephalus Jawa Tengah, Indonesia KJ669564-13 Horne et al., 2011

Analisis filogenetik suatu spesies dapat dilakukan pada karakter morfologi dan
gen- gen yang berada di dalam dan di luar tubuh dengan sekuen DNA mitokondria
(Twindiko et al., 2013). Hubungan Kekerabatan antar spesies dapat terlihat dari hasil
rekonstruksi filogenetik yang merupakan suatu metode yang dapat digunakan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan pada suatu taksa atau sekuens (Abdullah et al.,
2019).

Hasil rekontruksi filogenetik mempelihatkan ikan kuro (E. tetradactylum) asal
Merauke membentuk clade tersendiri dan terpisah dari ikan kuro (E. tetradactylum)
yang berasal dari daerah lain dengan nilai boostraps yang tinggi. Pengujian validitas
data genetic dalam merekontruksi filogenetik dilakukan dengan pendekatan analisis
bootstrap, semakin tinggi nilai bootstrap maka percabangan pohon filogenetik yang
terbentuk semakin kuat.

Eleutheronema tetradactylum (FMVIC374 - Vietnam)

—

Eleutheronema tetradactylum (FOAJ520 - Jawa Timur Indonesia)

—

Eleutheronema tetradactylum (ANGBF39362 - India)

==

Eleutheronema tetradactylum (FOAMZ278 - Indonesia)

=

Eleutheronema tetradactylum (FOAN562 - Lombok Indonesia)

Eleutheronema tetradactylum (FOAC212 - Australia Queensland)

o

—

100

Eleutheronema tetradactylum (GBGCA1672 - Australia Port Alma

Eleutheronema tetradactylum (Pantai Payum - Merauke)

Iy

1
—

100

Eleutheronema tetradactylum (Pantai Urumb - Merauke)

Lates calcarifer (Muara Kumbe-01 - Merauke)

| ates calcarfer (Muara Kumbe-02- Merauke)

Johnius trachycephalus (BIFD569 - Jawa Tengah) ]

Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogenetik ikan kuro (Eleutheronema tetradactylum)
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Ikan kuro asal Merauke berada dalam 1 clade yang sama dan cabang yang sama
dengan satu garis lurus yang artinya tidak ada perbedaan urutan nukleutida diantara
kedua sampe tersebut. Hal tersebut juga terkonfirmasi dari analisis jarak genetik yang
mana kedua sampel tersebut memiliki nilai jarak genetik yang rendah yaitu 0,001.
Terjadinya subtitusi basa pada urutan basa 173 dimana basa G menjadi A membentuk
2 haplotipe yang berbeda. Variasi haolotipe akan bertambah dengan bertambahnya
jumlah sampel yang dianlisis. Variasi haplotype pada DNA mitokondria yang dianalisis
dapat terjadi akibat dari proses adaptasi spesies terhadapt faktor lingkungan dan
terjadinya translokai ke gen gen inti (Sharma et al., 2019), kondisi tersebut dapat
berbeda antar spesies pada habitat yang berbeda.

Pohon filogenetik (Gambar 3) menunjukkan setiap sekuen DNA terpisah
berdasarkan spesies dan juga terpisah berdasarkan nilai jarak genetik. Pohon
filogenetik yang terbentuk juga menunjukkan adanya monofiletik pada seluruh sekuen
ikan kuro yang berarti sekelompok taksa yang berasal dari nenek moyang yang sama.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa (1) Hasil identifikasi
dengan teknik DNA barcoding adalah spesies ikan kuro (Eleutheronema
tetradactylum) dengan tingkat kemiripan 99.54% dan 99.85% (2) Rekonstruksi
filogenetik, masing-masing spesies terpisah berdasarkan jenis dengan nilai boostrap

yang tinggi.

SARAN

Penulis merekomendasikan agar dilakukan penelitian lanjutan berupa pengkajian
struktur populasi genetik ikan kuro (Eleutheronema tetradactylum) di Perairan Pesisir
Papua Selatan.

Ucapan Terima Kasih
Peneliti mengucapkan terima kasih keapda Universitas Masumus yang telah
mendanai penelitian ini melalui DIPA Internal Skim Penelitian Terapan tahun 2024.
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