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Abstract

Polymerase Chain Reaction (PCR) is a technique for in-vitro DNA synthesis and amplification used
for the identification of animals, plants, and microorganisms through DNA barcoding. Molecular
identification using PCR-based methods needs to be performed on juvenile sharks because key
identifying characteristics at the species level are not yet visible, making morphology-based
identification very challenging. Moreover, such conditions also do not support shark conservation, as
sharks in this phase have not yet had the opportunity to reproduce once in their lifecycle. This study
aims to determine the optimal conditions for DNA amplification and identify juvenile sharks using
DNA Barcoding methods. Amplification is carried out at the cytochrome oxidase subunit | (COI) locus
with temperature modifications during the annealing stage. The research results show that amplification
modifications can be achieved by adjusting the annealing temperature. The best PCR product was
obtained using. 55°C annealing temperature. The identification of juvenile sharks landed at Muncar
Coastal Fisheries Port using DNA Barcoding and the COI gene indicates Prionace glauca as the species..
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Abstrak

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi DNA secara in-vitro
yang digunakan untuk identifikasi hewan, tumbuhan maupun mikroorganisme dengan DNA barcoding.
Identifikasi secara molekular menggunakan metode berbasis PCR perlu dilakukan pada ikan hiu muda
(juvenile) karena belum terlihatnya karakter kunci untuk identifikasi ke tingkat spesies sehingga
identifikasi berbasis morfologi sangat sulit dilakukan. Selain itu, kondisi demikian juga tidak
mendukung Kkelestarian ikan hiu, karena dalam fase ini hiu belum memiliki kesempatan memijah sekali
dalam siklus hidupnya. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi optimal untuk amplifikasi
DNA dan mengidentifikasi ikan hiu muda (juvenile) menggunakan metode DNA Barcoding.
Amplifikasi dilakukan pada lokus cytochrome oxidase subunit I (COI) dengan modifikasi suhu pada
tahap annealing. Hasil penelitian menunjukkan modifikasi amplifikasi dapat dilakukan dengan
penggantian temperatur suhu annealing. Hasil PCR terbaik diperoleh pada suhu annealing 55°C. Hasil
identifikasi ikan hiu muda (juvenile) yang didaratkan di Pelabuhan Perikanan Pantai (PPP) Muncar
dengan metode DNA Barcoding pada gen COI adalah Prionace glauca.

Kata Kunci: amplifikasi DNA; DNA barcoding, ikan hiu muda (juvenile), optimasi PCR

1. Pendahuluan

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah suatu teknik sintesis dan amplifikasi DNA secara in-vitro
menggunakan mesin thermocycler yang melibatkan beberapa tahap yang berulang (siklus) serta terjadi
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duplikasi jumlah target DNA untai ganda pada setiap siklusnya (Handoyo dan Rudiretna, 2001). Metode
berbasis PCR memiliki banyak kegunaan, misalnya deteksi keragaman genetik (Agustina et al., 2021),
analisis struktur populasi (Putra et al., 2018) serta identifikasi hewan, tumbuhan maupun mikroorganisme
dengan DNA barcoding (Yang et al., 2018). DNA barcoding merupakan salah satu metode pendekatan
molekuler yang dapat digunakan untuk pengenalan atau identifikasi spesies, khususnya objek berupa
potongan organ suatu individu, seperti sirip hiu (Ward et al., 2009). Pada hewan, metode ini dilakukan
menggunakan gen Cytochrome oxidase subunit | (COI) yaitu urutan pendek segmen DNA yang ada di
mitokondria sebagai dasar analisis identifikasi spesies (Hebert et al., 2003).

Hiu merupakan predator puncak yang menjadi bagian penting dari ekosistem laut yang sehat karena
berperan dalam menjaga keseimbangan ekosistem (Arrum et al., 2016). Secara biologis, hiu memiliki
tingkat pertumbuhan yang rendah seiring dengan kematangan seksual yang lambat, periode kehamilan yang
relatif lama, dan fekunditas yang rendah dari tiap siklus reproduksinya. Faktor biologis tersebut
mengakibatkan hiu sangat rentan terhadap tekanan aktivitas perikanan (Brautigam et al., 2015). Aktivitas
penangkapan sumberdaya perikanan yang bersifat eksploitatif saat ini semakin pesat, salah satu hewan yang
sangat rentan terhadap tingginya aktivitas penangkapan berlebih yaitu hiu. Tingginya permintaan pasar
untuk sirip hiu, menjadikan angka perburuan hiu semakin meningkat. Di ekosistem laut, hiu sebagai
predator teratas dalam rantai makanan berperan untuk mengontrol berbagai populasi hewan laut dalam
rantai makanan (Bramasta et al., 2021).

Pelabuhan Perikanan Pantai (PPP) Muncar terletak di ujung timur Pulau Jawa, tepatnya di Desa
Kedungrejo, Kecamatan Muncar, Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur. Kegiatan sehari-hari di PPP
Muncar dipenuhi oleh aktivitas manusia yang memasarkan hasil lautnya (Chari & Lestari, 2019).
Berdasarkan hasil sampling di pelabuhan muncar, didapatkan seekor ikan hiu muda (juvenile) yang perlu
diidentifikasi nama spesiesnya. Dalam kondisi seperti ini, identifikasi berbasis morfologi akan sangat sulit
dilakukan bahkan oleh ahli taksonomi terlatih karena karakter kunci untuk identifikasi ke tingkat spesies
kurang terlihat. Oleh karena itu, metode berbasis DNA, khususnya DNA barcode perlu dilakukan. Selain
itu, kondisi demikian tidak mendukung bagi kelestarian ikan hiu, karena dalam fase ini hiu belum memiliki
kesempatan memijah sekali dalam siklus hidupnya (Chodrijah et al., 2018).

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kondisi optimal untuk amplifikasi DNA dalam hal ini
menentukan suhu annealing terbaik dan mengidentifikasi ikan hiu muda menggunakan metode DNA
Barcoding dengan sekuens gen COI.

2. Metode Penelitian

2.1. Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel hiu dilakukan di Pelabuhan Perikanan Pantai (PPP) Muncar, Kabupaten
Banyuwangi, Jawa Timur. Pengambilan sampel diawali dengan pemberian identitas (ID) lapangan pada
plastik yang diletakkan di samping sampel dan selanjutnya akan diambil gambar untuk dokumentasi seperti
pada Gambar 1.

Gambar 1. Ikan hiu muda yang di daratkan di Pelabuhan Muncar
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Ikan hiu dipotong kurang lebih sepanjang 4 cm dan disimpan dalam plastik kemudian sampel dibawa
ke laboratorium. Sampel dalam plastik kemudian akan dipindahkan ke tabung mikro yang sudah berisi
etanol 96% untuk selanjutnya dilakukan ekstraksi DNA dan analisis molekuler.

2.2. Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan larutan chelex 10% (Walsh et al., 1991). Jaringan
sampel diambil sebanyak + 2 mm dengan menggunakan pinset dan dimasukkan ke dalam tabung mikro 0,5
mL yang berisi larutan chelex. Sebelum dan sesudah mengambil jaringan, pinset dicelupkan ke dalam
aquadest dan dipanaskan di infrared sterilizer. Kemudian, tabung mikro yang sudah berisi jaringan sampel
dan larutan chelex, divortex selama + 20 detik dan disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 60
detik. Tahap selanjutnya yaitu, tabung mikro dipanaskan dalam heating block dengan suhu 95°C selama +
45 menit dan setiap 20 menit tabung mikro kembali divortex selama + 20 detik dan disentrifugasi dengan
kecepatan 8000 rpm selama 60 detik yang kemudian tabung mikro disimpan di dalam refrigerator. DNA
siap digunakan untuk proeses PCR (Polymerase Chain Reaction).

2.3. Amplifikasi DNA

DNA hasil ekstraksi digunakan sebagai template untuk amplifikasi pada lokus cytochrome oxidase |
(COI) mitokondria. Primer yang digunakan pada penelitian ini adalah primer forward Fish F1
5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’, dan reverse Fish R1
5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’ (Ward et al., 2005). Proses PCR dilakukan sebanyak 38
siklus dan setiap siklus terdiri atas tiga tahap, yaitu denaturasi awal pada suhu 95°C selama 1 menit,
denaturasi pada suhu 95°C selama 15 detik, annealing pada suhu 50-55°C selama 15 detik, ekstensi pada
suhu 72°C selama 10 detik, dan ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 10 menit. Campuran bahan yang
digunakan adalah 13,5 pL ddH20, 2,5 pL 10 X PCR buffer (PE-I1I), 2,5 uL dNTPs, 2 uL MgCl,, 1,25 pL
primer forward, 1,25 uL primer reverse, 0,125 uL PE amplitaq, dan 2 uL DNA.

2.4. Visualisasi DNA

Hasil amplifikasi PCR selanjutnya analisis menggunakan elektroforesis gel agarose 1% dan
divisualisasikan menggunakan penyinaran blue view transluminator. Proses elektroforesis dilakukan pada
bak elektroforesis yang di dalamnya sudah berisi SB Buffer (Boric Acid) dan terhubung dengan power
supply dengan tegangan listrik sebesar 120 volts, 200 mAmps selama 30 menit.

Ke dalam sumur gel dimasukkan 1 puL 10x loading dye yang berfungsi sebagai pemberat, 3 pL produk
PCR dan 2 pL larutan pewarna ethidium bromide (Etbr). Marker DNA untuk penentuan ukuran yang
digunakan adalah low DNA mass ladder dengan panjang berkisar antara 100 - 2000 bp, yang dimasukkan
ke sumur gel sebanyak 3 L.

2.5. Analisis Data

Data hasil sekuensing berupa urutan basa nukleutida diedit menggunakan program Molecular
Evolutionary Genetic Analysis X (MEGA 10). Data hasil sekuensing diselaraskan dengan menggunakan
Clustal W untuk menentukan apakah hasil urutan homolog dengan urutan lain (Kumar et al., 2016). Sekuen
yang sudah melalui proses editing kemudian bisa diidentifikasi menggunakan fitur BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) dan Genbank NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Pohon filogenetik dibuat menggunakan program MEGA, dengan metode Neighbour-Joining Tree
untuk menguji hubungan antar taksa; menggunakan nilai bootstrap 1000. Model substitusi yang digunakan
yaitu parameter kimura 2 (K2P) untuk mengukur perbedaan sekuens nukleotida pada analisis tingkat
spesies, ketika jarak antar spesies dekat (Hebert et al., 2003).
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3. Hasil dan Pembahasan

Hasil visualisasi produk PCR dengan suhu annealing 50°C, menghasilkan pita DNA yang memiliki
pendaran yang kurang terang serta terdapat sedikit DNA yang mengoles (smear) dan adanya primer dimer
di bagian bawah (Gambar 2a). Gambar 2b menunjukkan hasil PCR menggunakan suhu annealing 55°C.
Pita DNA produk PCR tampak lebih tebal dan terang. Semakin jelas pita terbentuk, menunjukan bahwa
suhu annealing yang digunakan sudah sesuai untuk primer yang digunakan. Produk PCR yang dihasilkan
berukuran 800 bp. Umumnya suhu optimal dari annealing adalah 5°C lebih rendah dari melting temperature
(Tm) primer (Noflindawati et al., 2021). Melting temperature dari primer Fish F1 dan Fish R1 adalah 76°C.
Suhu annealing yang terlalu tinggi dapat mengurangi hasil PCR karena primer tidak menempel dengan
baik. Suhu anealing yang terlalu tinggi mencegah pengikatan primer yang optimal ke template DNA
(Lorenz, 2012). Oleh karena itu, pada penelitian ini digunakan suhu annealing 50°C dan 55°C.

sl s2 nc M sl s2 nc M

Gambar 2. Hasil amplifikasi PCR dengan dua suhu annealing yang berbeda. (a) suhu annealing 50°C
dan (b) suhu annealing 55°C. sl=ulangan 1, s2=ulangan 2, nc=kontrol negatif tanpa DNA template,
M=DNA size marker

Modifikasi pada temperatur annealing adalah salah satu cara yang umum dilakukan untuk
meningkatkan keberhasilan dalam amplifikasi (Pertiwi et al., 2015). Pada tahap annealing diperlukan suhu
yang optimal karena pada tahapan ini primer akan menempel pada untai DNA cetakan yang sudah terbuka.
Keberhasilan penempelan primer sangat mempengaruhi keberhasilan amplifikasi (Sambrook & Russell,
2001). Proses annealing memerlukan suhu yang tepat. Apabila terlalu rendah akan menyebabkan primer
menempel pada sisi lain (tidak seharusnya) dan mengakibatkan DNA yang teramplifikasi memiliki
spesifitas yang rendah. Sebaliknya, apabila suhu terlalu tinggi, primer tidak akan menempel sama sekali
sehingga dapat menyebabkan gagalnya amplifikasi. Maka dari itu, mencari suhu optimum untuk proses
anealing adalah salah satu proses yang penting untuk memperoleh DNA hasil pada daerah yang ditargetkan
dengan jumlah yang maksimum, sehingga analisis DNA dapat dilakukan dengan mudah (Rahmadhan,
2019).

Hasil sekuensing sampel dianalisis menggunakan program MEGA X. Panjang sekuens gen COI yang
diperoleh setelah dilakukan editing untuk dilakukan BLAST adalah 679 bp. Sekuen yang sudah melalui
proses editing kemudian diidentifikasi menggunakan fitur BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
yaitu suatu program untuk pencarian kemiripan sekuen (sequence similarity) dan merupakan alat dalam
identifikasi gen dan karakter genetik. BLAST dapat melakukan pencarian sekuen melalui perbandingan
dengan database DNA. Salah satu bank data yang bisa digunakan adalah NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Hubu et al., 2021). Berdasarkan hasil BLAST (Tabel 1) sampel memiliki nilai
identity 100% dan query cover 98% artinya sekuen DNA sampel memiliki panjang sekuen yang sama
dengan database genbank 98-100% dengan E-value 0.0. Berdasarkan nilai yang diperoleh, dapat
disimpulkan bahwa sekuen sampel memiliki tingkat homologi yang tinggi dengan sekuen pada Genbank.
Hal ini sama yang dikemukakan Prehadi et al. (2014) bahwa tingkat homologi 99-100% dapat dikatakan
spesies yang identik dan dapat diidentifikasi sebagai spesies tersebut dan kurang dari 95% tingkat
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homologinya rendah. Selain itu menurut Hartono et al. (2021), E-value yang bernilai 0 (nol) menunjukan
bahwa kedua sekuens tersebut identik.

Tabel 1. Hasil BLAST pada sistem NCBI

ID Analisis GenBank Score Identity Query E-Value
BLAST accession (%) Cover (%)
B1003.10.029  Prionace  MN869894.1 1242 100 98 0.0
glauca

Analisis filogenetik dilakukan adalah untuk menyusun hubungan kekerabatan yang pada umumnya
digambarkan dalam suatu garis yang bercabang-cabang seperti pohon yang disebut pohon filogenetik
(Subari et al., 2021). Pohon filogenetik menunjukkan sekuen mengelompok berdasarkan kelas, ordo dan
famili yang berbeda. Konstruksi tersebut menampilkan pengelompokkan spesies terjadi berdasarkan
kesamaan genetik yang berkaitan dengan hubungan kekerabatan (Simbolon & Aji, 2021).

BICO3 10 029 Prionace glauca™

100 MN869894 1 Prionace glauca

100 JQBS4T02 1 Carcharcden carcharias

- MN869867.1 Carcharhinus falcifermis

JH313263.1 Chiloscyllium punctatum

KJ146041 1 Lamna nasus

0.0z

Gambar 3. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan metode Neighbour Joining Tree dengan
kimura — 2 parameter dari sampel ikan hiu muda (juvenile) dan sampel yang didapatkan dari Genbank.
*=sampel ikan hiu muda (juvenile)

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik sampel ikan hiu muda dengan penanda COIl dan samoel yang
didapatakan di Genbank (Gambar 3). membentuk lima cabang (clade) yang berbeda, cabang pertama
hingga ketiga merupakan cabang ingroup dan cabang keempat dan kelima merupakan cabang outgroup.

Ikan-ikan yang berada pada ingroup termasuk kedalam satu famili yang sama dan terbagi kedalam
tiga genus yang berbeda dengan nilai boostrap sebesar 88 — 100%. Nilai boostrap merupakan nilai yang
menyatakan peluang terjadinya perubahan susunan cabang (clade) pada pohon filogenetik. Semakin tinggi
nilai bootstrap menunjukkan semakin kecil terjadinya perubahan susunan antar cabang (clade) sehingga
pohon yang dibentuk akan konsisten dan tidak berubah (Hall, 2001). Menurut Lemey et al. (2009) untuk
melakukan analisis Neigbor Joining Tree dan mendapatkan data yang relatif stabil dibutuhkan nilai
bootstrap lebih besar dari 70. Dalam pohon filogenetik digunakan spesies outgroup yaitu Chiloscyllium
punctatum yang tergolong dalam famili Hemiscyllidae dan Lamna nasus yang tergolong dalam famili
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Lamnidae yang sekuen nukleotidanya berasal dari Genbank untuk memberikan jarak dalam analisis
filogenetik. Pemilihan outgroup dalam proses rooting berasal dari taksa yang berada di luar ingruop, tetapi
masih memiliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan ingroup (Rahayu & Jannah, 2019).

4. Simpulan

Modifikasi amplifikasi dapat dilakukan dengan penggantian suhu annealing. Hasil identifikasi ikan
hiu muda (juvenile) yang didaratkan di Pelabuhan Perikanan Pantai (PPP) Muncar dengan metode DNA
barcoding pada gen COI adalah Prionace glauca.
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