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ABSTRAK: Identifikasi spesies menjadi salah satu faktor yang paling mendasar dan penting dalam pengelolaan perikanan. Ikan Oreochromis sp. seperti  ikan mujair (Oreochromis mosambicus) dan nila (Oreochromis niloticus) adalah jenis ikan introduksi yang berasal dari luar Merauke yang kini merupakan ikan yang dominan dan umum ditemukan di perairan daratan Merauke. Tujuan penelitian ini adalah mengidentifikasi jenis ikan ekonomis penting Oreochromis sp. yang didaratkan di pasar tradional Merauke dengan pendekatan DNA Barcoding. Amplifikasi DNA dengan gen COI menghasilkan panjang sekuen DNA 655 bp dengan hasil identifikasi adalah ikan nila (Oreochromis niloticus). Berdasarkan data pohon filogenetik dan jarak genetik, sekuen DNA sampel membentuk clade yang sama dengan sekuen Oreochromis niloticus dari GenBank dengan jarak genetik dengan jarak genetik 0% dan diperkirakan spesies tersebut berasal dari tetua yang sama. Identifikasi dengan DNA barcoding memudahkan dalam identikasi spesies secara cepat dan akurat.

Kata kunci: DNA barcoding, Filogenetik, Gen COI, Jarak genetik, Oreochromis niloticus

ABSTRACT: Species identification is an essential and fundamental factor in fisheries management. Oreochromis sp. such as Oreochromis mosambicus and Oreochromis niloticus are non-native species from outside Merauke that today become a dominant fish and widely found in Merauke’s land waters. This research aims to identify the species of commercially important fish (Oreochromis sp.), that are captured and sold in the traditional market around Merauke by using DNA barcoding approach. Amplification of the COI gene produced a total of 655 bp of DNA sequence, and the identification result is Oreochromis niloticus. Based on the phylogenetic tree and the genetic distance data, the samples are in the same clade with the sequence of Oreochromis niloticus from GeneBank with 0% of genetic distance. It is estimated that these samples share the same ancestor with the sequence from GenBank. Identification with DNA Barcoding makes it easy to identify species quickly and accurately.
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PENDAHULUAN 
Ikan Oreochromis sp. merupakan komoditas perikanan ekonomis penting dan banyak dibudidayakan di perairan air tawar dengan berbagai sistem budidaya dari skala tradisional sampai skala intensif (Satia et al., 2011; Gunadi  et al., 2016). Distribusi alami dan sumber daya genetik global Oreochromis sp. pada awalnya berasal dari Afrika yang kemudian pusat pemanfaatan budidaya Oreochromis sp. terutama di Asia (Eknath dan Hulata, 2009; Dailami et al., 2021a). Pemanfaatan perikanan secara lestari sangat diperlukan, untuk dapat memastikan pemanfaatan sumberdaya perikanan yang ada bisa terus dimanfaatkan dan juga dapat memulihkan stok perikanan yang telah rusak (Ward, 2000; Dailami et al., 2021). Berkembanganya kegiatan perikanan membuat semakin banyak produk perikanan yang dipasarkan dan kesalahan pelabelan terhadap produk - produk tersebut menjadi sangat mungkin terjadi (Wong et al., 2011).
Ikan nila (Oreochromis niloticus) dan mujair (Oreochromis mosambicus) sangat melimpah di perairan daratan Merauke dan menjadi salah satu spesies ikan ekonomis penting (Yenni et al., 2017; Saleky et al., 2021). Kedua spesies tersebut memiliki bentuk morfologi yang sangat mirip, kemiripan morfologi terjadi karena kedua jenis tersebut genus yang sama yaitu genus Oreochromis. Kemiripan morfologi tersebut dapat mengakibatkan terjadinya kesalahan identifikasi spesies (Khayra et al., 2016; Cahyono et al., 2018). Kesalahan identifikasi spesies  cukup umum terjadi akibat dari bentuk morfologi ikan yang mirip (criptyc species) (Ward, 2000).
Identifikasi sangat penting dilakukan dalam kegiatan konservasi dan pengelolaan populasi maupun spesies ekonomis penting (Shen et al., 2013; Thu et al., 2019). Identifikasi suatu spesies dalam bidang biologi, biologi konservasi maupun ekologi harus mudah dan efisien (Dayrat, 2005). Identifikasi spesies ikan menjadi hal yang paling mendasar, karena dibanyak wilayah terdapat spesies ikan yang berbeda spesies dipasarkan secara bersama (Keskin dan Atar, 2013). Identifikasi morfologi dari telur dan larva ikan sangat sulit dilakukan dan dapat mengalami kesalahan identifikasi, untuk itulah diperlukan identifikasi melalui DNA barcoding  yang cepat, akurat dan efisien (Shen et al., 2016). Penanda molekuler dengan gen COI sangat baik dalam membedakan spesies dan populasi. DNA barcoding telah banyak dipakai untuk studi keragaman genetik dan klasifikasi spesies yang ditandai oleh kesamaan morfologis (Hebert et al., 2003). 
Identifikasi dengan DNA barcoding dapat dilakukan dalam mengidentifikasi spesies dengan tingkat akurasi yang tinggi dan dapat menjawab tantangan dalam identifikasi secara cepat dan akurat tetapi hal tersebut juga bergantung pada database yang baik dan lengkap (Bingpeng et al., 2018; Saleky & Dailami, 2021). DNA barcoding digunakan dalam mengungkap kesalahan pelabelaan jenis ikan pada beberapa supermarket  di Qatar (Chen et al., 2019), hal yang sama juga terjadi di Vietnam (Ha et al., 2018). Identifikasi melalui DNA barcoding makanan laut juga dilakukan di Brasil Selatan (Carvalho et al., 2015). DNA barcoding juga dapat mengidentifikasi hasil olahan ikan dalam suatu produk, karena bentuk morfologi ikan berubah setelah diproses menjadi produk jadi (Ha et al., 2018). DNA barcoding juga telah digunakan sebagai dalam mendeteksi penjualan makanan yang salah termasuk didalamnya penjualan spesies ikan komersial (Ardura et al., 2010).
Wilayah daratan Merauke termasuk bagian kawasan dataran rendah Trans-Fly (Trans-Fly coastal lowlands) yang kaya akan berbagai jenis biota air tawar termasuk ikan (Binur, 2017). Ikan Oreochromis sp. baik  ikan mujair (O. mosambicus) dan nila (O. niloticus) adalah jenis ikan introduksi yang berasal luar Merauke yang kini merupakan ikan yang dominan dan umum ditemukan di perairan daratan Merauke (Yenni et al., 2017). Ikan Oreochromis sp. yang secara  luas dijual di pasar tradisional kota Merauke oleh masyarakat umum diidentifikasi dengan jenis ikan mujair (O. mossambicus) tetapi bisa saja spesies tersebut bukanlah ikan mujair (O. mossambicus)  tetapi ikan nila (O. niloticus). Identifikasi molekuler ikan Oreochromis sp. belum pernah dilakukan di perairan daratan Merauke, data yang dihasilkan bermanfaat sebagai identifikasi yang efisien untuk pemantauan, konservasi dan pengelolaan perikanan (Gaspari et al., 2013; Keskin dan Atar, 2013).

METODE 
Lokasi Pengambilan Sampel
Sampel jaringan ikan dikoleksi dari pasar tradisional yang ada di Kota Merauke yaitu Pasar Wamanggu dan Pasar Mopah Baru. Sampel ikan Oreochromis sp. diidentifkasi menggunakan fishbase (www.fishbase.org). Jaringan tissue dari sirip ikan yang didapatkan kemudian disimpan dalam botol sampel berisi ethanol 96 %. Analisis molekuler untuk mendapatkan fragmen DNA di Laboratorium Biodiversitas Indonesia (BIONESIA) Bali.
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Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel ikan  ekonomis penting
 Oreochromis sp.
Analisis Molekuler
Analisis molekuler dilakukan untuk mendapatkan sekuen DNA ikan Oreochromis sp. Primer yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan 2 primer universal yang dipakai dalam identifikasi ikan dengan gen COI yaitu  primer forward FISH-BCL: 5'-TCAACCAACCACAAAGACA-3', dan  primer reverse FISH-BCH : 5' TAGACTTCTGGGTGGCCAA-3' (Ward et al., 2005). Reaksi PCR menggunakan  volume 25 µl dengan jumlah template DNA 1 - 4 µl dan terdiri dari 12,5 μl GO TAG GREEN MASTER MIX, 7 μl ddH2O dan 1,25 μl forward and reverse primer. Profil PCR meliputi denaturasi awal 94 °C selama 15 detik, denaturasi 94 °C selama 30 detik, annealing pada 50 °C selama 30 detik dan extention pada 72 °C selama 45 detik dan final extention pada 72 °C selama 10 menit, semua proses tersebut dilakukan dengan pengulangan sebanyak 40 siklus. 
Analisis Data:  
Hasil sekuensing yang diperoleh dari perusahan jasa sekuensing kemudian diedit menggunakan model ClustalW (1.6) (Tamura et al., 2013) dengan menggunakan program MEGA 6 (Moleculer Evolutionary Genetic Analysis). Data yang telah diedit kemudian dicocokan dengan data genetik pada GeneBank di NCBI (National Center for Biotechnology Information) dengan menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Data genetik didonwload dari GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dan dijadikan sebagai pembanding Oreochromis sp.  asal Merauke dan Oreochromis sp. dari daerah lain. Perhitungan jarak genetik (D) antar spesies dihitung dan juga merekonstruksi pohon filogenetik dengan menggunakan aplikasi Mega 6 (Tamura et al., 2013). Rekonstruksi pohon filogenetik Oreochromis sp. menggunakan metode Neighbour-Joining (NJ) dengan model Kimura 2-parameter, nilai bootstrap 1000x.

Tabel 1. Data sequen yang digunakan dalam analisis filogenetik termasuk lokasi, Acc. Number dan sumber.
	No
	Spesies
	Lokasi
	Acc. Number
	Sumber

	1
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189957
	Kano et al., (2016)

	2
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189956
	Kano et al., (2016)

	3
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189955 
	Kano et al., (2016)

	4
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189954
	Kano et al., (2016)

	5
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189953
	Kano et al., (2016)

	6
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189952
	Kano et al., (2016)

	7
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189951
	Kano et al., (2016)

	8
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189950
	Kano et al., (2016)

	9
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189949
	Kano et al., (2016)

	10
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189948
	Kano et al., (2016)

	11
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189946
	Kano et al., (2016)

	12
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189945
	Kano et al., (2016)

	13
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189944
	Kano et al., (2016)

	14
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189943
	Kano et al., (2016)

	15
	O. niloticus
	Myanmar
	LC189943
	Kano et al., (2016)

	16
	O.mossambicus
	China
	MH515239 
	Unpublish

	17
	O.mossambicus
	India
	JX173758
	Unpublish

	18
	O. karongae
	Tanzania
	KM438530 
	Syaifudin et al., (2019)

	19
	O. urolepis
	Kolombia
	KY454449  
	Unpublish

	20
	O. aureus
	Filipina
	KU565852 
	Ordoñez et al., (2017)



HASIL DAN PEMBAHASAN 
Identifikasi Spesies Ikan  Oreochromis sp. Berdasarkan Pengamatan Morfologi
Perairan daratan Merauke kaya akan sumberdaya ikan termasuk ikan termasuk jenis ikan Oreochromis  sp. yang merupakan ikan introduksi di perairan daratan Merauke. Ikan Oreochromis sp. (Gambar 2) yang dikoleksi dari pasar tradisional Wamanggu (A) dan Pasar Mopah Baru (B) oleh masyarakat umum di kota Merauke diidentifikasi dengan jenis ikan mujair (O. mosambicus). Berdasarkan karakter morfologi yang diamati Oreochromis sp. yang dijual dan dikoleksi dari pasar tradisional di kota Merauke diidentifikasi sebagai jenis ikan nila (O. niloticus).
[image: ]
Gambar 2.	Morfologi Oreochromis sp. yang dikoleksi dari pasar tradisonal di Merauke A (Pasar Wamanggu) dan B (Pasar Sore)
Ikan Oreochromis sp. yang umum dijual memiliki ukuran yang relatif besar. Sampel yang dikoleksi memiliki ukuran panjang total 30 cm dan 40 cm. Ikan nila (O. niloticus) umumnya memiliki ukuran tubuh yang lebih panjang dari ikan mujair (Khayra et al., 2016). 
Analisis morfometrik yang dilakukan oleh Khayra et al., (2016) dan Cahyono et al., (2018) mengelompokan kedua jenis ikan tersebut ke dalam kelompok yang sama karena kedua jenis tersebut memiliki kemiripan morfologi. Kemiripan yang tinggi antara ikan nila dan mujair ini disebabkan secara taksonomi masing-masing kelompok tersebut berada pada family dan genus yang sama, yaitu Cichlidae dan Oreochromis (Khayra et al., 2016). Hubungan panjang-bobot ikan nila (O. niloticus) yang umum ditemukan di perairan Merauke adalah bersifat allometrik negatif (b≠3) yang artinya pertambahan panjang lebih besar daripada pertambahan bobot (Setiawati dan Pangaribuan, 2017). 
Secara morfologi identifikasi kedua jenis ikan tersebut cukup sulit dan kemungkinan kesalahan identifikasi sangat mungkin terjadi, padahal Identifikasi spesies ikan menjadi faktor penting dalam pengelolaan perikanan (Keskin dan Atar, 2013).  Kemiripan morfologi (cryptic) banyak ditemukan pada berbagai spesies, untuk itulah identifikasi molekuler dan identifikasi konvensional dapat dilakukan bersama dalam mengungkap keanekeragaman spesies secara cepat dan akurat (Vrijenhoek, 2009)

Karakter Molekuler
DNA barcoding dilakukan dengan menggunakan bagian kecil DNA mitokondria yang berfungsi sebagai kode batang dalam suatu gen, gen yang umum digunakan dalam barcoding adalah  gen COI (Imtiaz et al., 2017). Analisis DNA mitrokondria dengan menggunakan gen COI berhasil mengidentifikasi 2 sampel yang dikoleksi. Panjang sekuen DNA Oreochromis sp. dengan menggunakan primer FISH-BCL dan FISH-BCH sepanjang 655 bp. Hasil amplifikasi DNA dengan gen COI  memiliki ukuran panjang yang sama juga ditemukan pada berbagai spesies seperti gastropoda (Leatemia et al., 2018; Saleky et al., 2016), berbagai jenis ikan (Keskin dan Atar, 2013), nila (Shirak et al., 2009; Loh et al., 2014), dan spesies lainnya.

[image: ]
   Gambar 3. Hasil ampilifikasi gen COI Oreochromis sp. asal Merauke

Hasil identifikasi dengan BLAST di National Center for Biotechnology Information (NCBI) memperlihatkan bahwa kedua sampel yang dikoleksi adalah jenis ikan nila (O. niloticus) dengan tingkat kemiripan sebesar 100 % (Tabel 2). Hasil tersebut memperlihatkan sampel yang dikoleksi adalah jenis ikan nila (O. niloticus) dan bukan ikan mujair (O. mossambicus). DNA barcoding yang dilakukan tidak hanya mempu mengidentifikasi spesies utuh tetapi juga mampu mengidentifikasi spesies dalam berbagai bentuk seperti telur, larva, fillet, dan sirip (Ward et al., 2005). Identifikasi spesies sangat penting  dan diperlukan dalam pengelolaan perikanan dan konservasi (Ward, 2000: Shen et al., 2016). Penggunaan penanda genetik dalam identifikasi spesies komersil  sangat berguna dalam pengenalan spesies target sebenarnya dan juga dalam konservasi spesies (Ardura et al., 2010). 
Tabel 2. Hasil identifikasi spesies menggunakan BLAST di National Center for Biotechnology Information (NCBI)
	Spesimen
	Query cover (%)
	Identity (%)
	Spesies

	Merauke 01
	100
	100
	O. niloticus

	Merauke 02
	100
	100
	O. niloticus



Terdapat 4 basa nitrogen yang menyusun DNA yaitu Thymine  (T), Cytosine (C), Adenine (A), dan Guanine (G). Nukleotida G dengan C dihubungkan oleh 3 ikatan hidrogen sehingga memiliki ikatan yang lebih kuat dibandingkan dengan pasangan A dan T yang hanya dihubungkan dengan 2 ikatan hydrogen (Dailami et al., 2021). Rata - rata komposisi nukleotida (Tabel 3) dari kedua sampel yang dianalisis yaitu Thymine berjumlah 28.9 %, Cytosine 29.5 %, Adenine 24.4 % dan Guanine 17.3 %.

	Spesies
	T(U)
	C
	A
	G
	Total

	Merauke 01 
	28.9
	29,5
	24.4
	17.3
	655

	Merauke 02
	28.9
	29.5
	24.4
	17.3
	655

	Avg.
	28.9
	29.5
	24.4
	17.3
	655


Tabel 3. Rata - rata komposisi nukleotida ikan nila (O. niloticus) asal Merauke





Nilai kandungan basa nukleotida Cytosine merupakan yang terbanyak mencapai 29.5 %. Kandungan Thymine dan Adenine lebih banyak  sebesar 54.3 % sedangkan kandungan Cytosine dan Guanin sebesar 46.8 %. Rendahnya kandungan Cytosine dan Guanine menyebabkan denaturasi DNA semakin mudah terjadi (Assal dan Lin, 2020). 



Jarak Genetik
Analisis hubungan kekerabatan antar spesies dapat dilihat dari jarak genetik diantara masing - masing individu (Yuliani et al., 2017). Jarak genetik antar individu pada spesies O. niloticus adalah 0 %. Analisis jarak genetik ikan nila (O. niloticus) asal Merauke maupun ikan nila yang berasal dari daerah lain juga memiliki jarak genetik yang sangat rendah sebesar 0 %. Jarak genetik antar ikan nila dan mujair tetapi memiliki jarak genetik yang cukup besar yaitu dan 5.7 %. Hasil ini semakin memperkuat hasil identifikasi bahwa spesies tersebut bukanlah ikan mujair (O. mossambicus) melainkan ikan nila (O. niloticus).
Tabel 4. Jarak genetik antara O. niloticus   asal Merauke dengan beberapa sekuen yang diambil dari GenBank
	No
	Spesies
	1
	2
	3
	4
	5

	  1
	O. niloticus (Merauke 01)
	-
	*
	*
	*
	*

	2
	O. niloticus (LC189957)
	0.000
	-
	*
	*
	*

	3
	O.mossambicus (MH515239)
	0.057
	0.057
	-
	*
	*

	4
	O. karongae (KM438530)
	 0.020
	0.020
	0.059
	-
	*

	5
	O. urolepis (KY454449)
	 0.042
	0.042
	0.064
	0.036
	-

	6
	O.  aureus (KU565852)
	0.073
	0.073
	0.081
	0.086
	0.073



Analisis hubungan kekerabatan dapat dilihat dari jarak genetik diantara masing-masing individu (Yuliani et al., 2017). Jarak genetik antar individu pada spesies O. niloticus adalah 0 %. Analisis jarak genetik ikan nila (O. niloticus) asal Merauke maupun ikan nila yang berasal dari daerah lain memiliki jarak genetik yang sangat rendah sebesar 0 %. Kesamaan morfologi antar ikan nila dan mujair tetapi memiliki jarak genetik yang cukup besar yaitu 5.3 dan 5.5 %. Variasi genetik dalam spesies yang sama biasanya kurang dari 2,0% dan dalam banyak kasus kurang dari 1,0% (Shen et al., 2013). Jarak genetik ikan nila asal Merauke relatif kecil dibandingkan dengan ikan nila dari daerah lain, hal tersebut dikarenakan ikan nila tersebut berasal dari tetua yang sama (Astuti, 2017).
Selain memiliki jarak genetik yang rendah kedua sampel memiliki haplotype yang sama. Tinggi rendahnya haplotype sangat berpengaruh dalam kemampuan spesies dalam beradaptasi terhadap kondisi lingkungan dan juga penangkapan (Akbar et al., 2014; Sjöqvist dan Kremp, 2016).
POHON FILOGENETIK
Analisis filogenetik dilakukan untuk dapat melihat kekerabatan diantara spesies Orechromis sp. Analisis filogenetik dilakukan merekonstruksi 22 sekuen DNA  Orechromis sp. yang terdiri dari 2 sekuen DNA Orechromis niloticus asal Merauke ditambah 20 sekuen DNA  Orechromis sp.  yang ambil dari GenBank. Analisis filogenetik menggunakan metode Neighbor-Joining dengan Kimura 2-parameter model diperoleh seluruh sampel yang dianalisis terpisah antar spesies (Gambar 4). Pohon filogenetik pengelompokkan antar spesies berdasarkan kedekatan jarak genetik dengan nilai bootstraps 68 - 100%.
Pohon filogenetik memperlihatkan pengelompokkan antar spesies berdasarkan kedekatan jarak genetik dan sesuai dengan klasifikasi taksonominya dengan nilai bootstrap 68 – 100 %.  Ikan nila (O. niloticus) asal Merauke membentuk clade yang sama dengan ikan nila (O. niloticus) asal Myanmar dengan nilai bootstrap 100. Nilai bootstraps yang tinggi menetukan kestabilan pembentukan pohon yang terbentuk. Semakin tinggi nilai bootstrap maka semakin baik Pengelompokan dan percabangan yang terbentuk (Saleky et al., 2020).
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[image: C:\Users\USER\Desktop\filo 4.jpg]Gambar 4. Pohon filogenetik Oreochomis sp. menggunakan metode Neighbor-Joining (NJ) dengan model Kimura 2-parameter, bootstrap 1000x.
Rekonstruksi pohon filogenetik dengan metode Neighbor-Joining dilakukan untuk mendapatkan estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat merefleksikan jarak yang nyata diantara DNA yang dianalisis (Suriana et al., 2019). Pengelompokkan spesies berdasarkan pohon filogenetik (Gambar 4) juga menjelaskan bahwa pengulangan 1000 kali bootstraps memberikan hasil 100% sampel ikan Oreochromis sp. yang dianalisis tersebut dikelompokkan ke dalam kelompok Oreochromis niloticus.
KESIMPULAN
Sampel ikan yang dikoleksi dari pasar tradisional di kota Merauke adalah jenis ikan nila (O. niloticus). Hasil tersebut didukung oleh nilai jarak genetik keseluruhan spesies O. niloticus sebesar 0.0 %. rekonstruksi filogenetik yang memperlihatkan spesies O. niloticus membentuk clade tersendiri dan terpisah dari spesies Oreochromis sp. lainnya. Identifikasi dengan DNA barcoding memudahkan identifikasi secara cepat dan akurat.
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