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Abstrak

Sungai Lenggang sebagai sungai terbesar di Pulau Belitung memiliki potensi sumberdaya perikanan air tawar yang
beranekaragam. Satu diantaranya yang menonjol adalah ikan Cempedik (Osteochilus spilurus). Sebagian besar penangkapan
ikan ini menggunakan alat tangkap pasif berupa Sero. Bebemjenis ikan yang berbeda secara morfologi tertangk ap bersama
Cempedik dalam Sero. Analisa kekerabatan menggunakan Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) pada ikarmg
tertangkap dalam sero, ikan Cempedik dari muara sungai, dan spesimen ikan Cempedik dari Pulau Bangka. Analisa PCR-
RAPD menggunakan 3 jenis primer yaitu OPA 1, OPA 2 dan OPN 5. Cyclocheilichthys apogon dan Puntius binotatus
memiliki similaritas terendah karena hanya memiliki kesamaan pada 2 lokus. Osteochilus spilurus dari lokasi berbeda
memiliki kekerabatan terdekat. Sampel Rasbora sp menjadi spesies dengan kekerabatan terdekat dengan Osteochilus spilurus
dibandingk an spesies lainnya. Penghalang geografis diprediksi menjadi pemicu jarak genetik spesies yang sama.

Kata kunci : Sero, Cyprinidae, RAPD, Belitung, Similaritas
Abstract

The Lenggang River, as the largest river on the island of Belitung, has the potential for various freshwater fisheries
resources. One of them that stands out is the Cempedik fish (Osteochilus spilurus). Most of this fishing uses passive fishing
gear in the form of Sero. Several morphologically different fish species were caught with Cempedik in Sero. Kinship analysis
used Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) on fish caught in Sero, Cempedik fish from river estuaries, and
Cempedik fish specimens from Bangka Island. PCR-RAPD analvsis used 3 types of primers, namely OPA I, OPA 2, and OPN
3. Cyclocheilichthys apogon and Puntius binotatus had the lowest similarity because they only had similarities in 2 loci.
Osteochilus spilurus from different locations are closely related. Rashora sp samples became the species with the closest
relationship to Osteochilus spilurus compared to other species. A geographical barrier is predicted to trigger the genetic
distance of the same species.

Keywords: Sero, Cyprinidae, RAPD, Belitung, Similarity

Pendahuluan masih menjadi daya tarik penambang ilegal. Pada
tepian sungai ditumbuhi tanaman Pandanus
helicopus yang disebut sebagai rasau [2].

Sungai Lenggang juga memiliki potensi

Sungai Lenggang merupakan sungai terbesar di
Pulau Belitung dengan lebar sungai 230 - 1.520

meter. Daerah aliran sungai Lenggang mencapai
73.590.5 ha dengan panjang 60,28 km, kemiringan
relatif datar, dan jenis tanah berpasir [1]. Pembuatan
bendungan pada muara sungai di masa kalonial
Belanda menyebabkan sungai lebih  lebar
dibandingkan sungai-sungai lain di Bangka Belitung.
Bendungan yang dikenal dengan Bendungan Pice ini
dibangun pada masa kolonial Belanda dengan tujuan
agar kapal keruk tidak kandas dan tetap beraktifitas
penambangan. Saat ini, sungai Lenggang telah
dilindungi dari penambangan timah melalui perda
Kabupaten Belitung Timur. Meski demikian,
cadangan timah yang tinggi di sungai Lenggang

sumberdaya hayati perikanan. Ikan kelesak atau
arwana, yang menjadi ikon Belitung Timur, pernah
mengalami eksploitasi berlebihan di sungai ini
sehingga saat ini sulit ditemukan di habitat alaminya.
Saat ini nelayan penangkap Arwana beralih ke Ikan
Cempedik sebagai target utama tangkapannya. Ikan
Cempedik (Osteochilus spilurus) merupakan ikan
konsumsi populer bagi masyarakat Belitung Timur
[3]. Musim tangkapnya terjadi pada awal musim
penghujan [1]. Nelayan menggunakan alat tangkap
penjebak berupa sere dengan kerangka kayu dan
jaring  menggunakan  waring.  Penangkapan
menggunakan sero mampu menghasilkan puluhan
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kilogram ikan Cempedik. Penempatan mulut sero
yang melawan arus menyebabkan rombongan ikan
terjebak ke dalam sero saat berusaha bergerak
menuju hulu sungai [4].

Penelitian ikan air tawar di Belitung Timur lebih
banyak mengarah pada lkan Cempedik yang
memiliki perbedaan pemanfaatan dibandingkan
wilayah lain [5]. Selain Cemedik, terdapat berbagai
jenis ikan yang memiliki potensi pemanfaatan di
Sungai Lenggang [6]. Demikian juga jenis ikan yang
tertangkap bersama dalam sero juga beragam
meskipun hanya Cempedik yang bernilai ekonomis
tinggi. Mereka tertangkap bersama karena bergerak
dalam kelompok yang sama. Secara morfologi dapat
dibedakan jenis-jenis ikan yang tertangkap bersama
tersebut, namun terdapat beberapa kemiripan
karakter morfologisnya. Analisa kekerabatan
menggunakan Random Amplified Polymorphism
DNA (RAPD) memiliki akurasi lebih tinggi dan
dapat mengetahui klaster pengelompokannya [7].
Pada kajian ini dilakukan analisa kekerabatan
menggunakan RAPD pada ikan yang tertangkap
dalam sero di sungai Lenggang dengan pembanding
ikan Cempedik yang tertangkap di luar lokasi sero.

Metode

Sampel ikan diambil dari tangkapan nelayan
yang menggunakan Sero di desa Lintang, kecamatan
Gantung, kabupaten Belitung Timur. Saat ikan
didaratkan di dermaga. ikan selain Cempedik
dipisahkan dari wadah tangkapan. Hasil pemisahan
dikelopokkan berdasarkan karakter morfologinya
dan penamaan lokalnya. Dari masing-masing
kelompok ikan diambil satu ekor ikan untuk
dianalisa kekerabatan genetiknya. Selain berasal dari
tangkapan Sero, sampel ikan Cempedik juga
diperoleh tangkapan pada bagian bendungan ice di
muara sungai dan sampel ikan Pulau Bangka dari
spesimen Laboratorium Manajemen Sumberdaya
Perairan, Universitas Bangka Belitung. Ikan
direndam dalam etanol 96% untuk mempertahankan
kondisinya hingga analisa di laboratorium.

Analisa kekerabatan genetik dilakukan di
Laboratorium Genetika, Fakultas Biologi, Univeritas
Gajah Mada. Analisa menggunakan metode Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Analisa
menggunakan RAPD dilakukan melalui beberapa
tahapan yaitu isolasi DNA; uji kualitatif hasil isolasi
DNA dengan elektroforesis; uji kuantitatif hasil
isolasi DNA dengan spektrofotometri; penentuan
primer terbaik EEinggunakan PCR-RAPD dengan
primer OPA 1, dengan prim@EOPA 1, OPA 2 dan
OPN 5; skoring hasil PCR-RAPD dengan primer
OPA 1, OPA 2 dan OPN 5; dan mengonstruksi

dendogram similaritas berdasarkan skoring hasil
PCR-RAPD [89].

Isolasi DNA ini dilakukan dengan mengikuti
petunjuk gSYNCTM DNA Exfftion Kit Geneaid.
Hasil isolasi genom DNA di uji kualitatif dengan
elektroforesis.  Konsentrasi gel agarosa yang
digunakan amxh 0,8%. Pembacaan hasil
elektroforesis menggunakan UV transilluminator.
Uji kuantitatif DNA dilakukan menggunakan
spektrofotometer untuk mengetahui konsentrasi
DNA genom menyesuaikan dengan protokol kit PCR
KAPA 2G Fast, konsentrasi DNA genom yang
diperlukan untuk proses PCR-ISSR adalah 10 ng-
100 ng. Hasil isolasi DNA yang telah diuji secara
kualitatif maupun kuantitatif kemudian diamplifikasi
dengan tiga primer RAPD menggunakan kit PCR
KAPA 2G Fast. Proses optimasi menggunakan tujuh
primer yaitu OPA1, OPA2, OPA6, OPA11, OPA20,
OPD2, dan OPNS5.

Berdasarkan hasil optimasi, primer OPALI
(CAGGCCCTTC), OPA2 (TGCCGAGCTG), dan
OPNS5 (ACTGAACGCC) kemudian dipilih karena
menunjukkan  polimorfisme dan pita  hasil
amplifikasi yang jelas. Optimasi suhu annealing
dilakukan untuk memperoleh suhu yang tepat yang
dapat menghasilkan pita hasil amplifikasi yang jelas.
Hasil optimasi menunjukkan suhu annealing primer
OPALl pada 40°C, primer OPA2 dan OPNS5 pada
37°C. Proses amplifikasi DNA dilakukan mengacu
pada protokol Kit PCR KAPA 2G Fast dengan
modifikasi (Tabel 1). Proses PCR [fJnggunakan
pengaturan initial denaturation pada 95°C selama 3
menit, denaturasi 95°C selama 30 detik sebanyak 35
kali, afffaling sesuai suhu optimasi primer selamal
menit @anyak 35 kali, extension 72°C selama 2
menit 35 kali, final extension 72°C selama 3 menit,
dan endless pada 4°C. Hasil PCR divisualisasikan
melalui elektroforesis.

Tabel 1. Komposisi reaksi PCR

Komponen Konsentrasi Akhir | Volume
KAPA 2G PCR kit 1x 12,50 uLL
MgC12 200 uL
Primer OPA 10 pmol/ uLL 3,00 uL
DNA template 100 ng/ L 600 uL
Water nuclease free 1,50 ul

Total 25,00 uL.
Analisa data dilakukan dengan membuatan

dendogram dengan terlebih dahulu mengubah data
hasil PCR-RAPD menjadi data biner, membuat tabel
n x t, kemudian menganalisis dengan program
MVSP 3.1.
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Hasil dan Diskusi

Ikan Cempedik yang ditangkap menggunakan
alat tangkap pasif berupa sero. tertangkap bersama
dengan beberapa jenis ikan lainnya. Kondisi ini
memungkinkan terjadi karena dalam pergerakan
bergerombol yang sama. Selain Ikan Cempedik,
beberapa jenis ikan diperoleh dalam proses
penangkapan dengan dibedakan secara morfologinya
sebagaimana pada Gambar 1. Sebanyak 9 sampel
diujikan terdiri dari sampel Ikan Cempedik yang
diperoleh dari musim sebelumnya (Al), Ikan
Cempedik dari Pulau Bangka (B1), Ikan Cempedik
dari Desa Lintang (C1), Ikan Cempedik dari
Bendungan Pice (D1), Ikan Tempuring atau
Kempuring (El), Ikan Cengkedong (F1), Ikan
Bantak (G1). Ikan Kepras (H1), ikan Ban atau Ikan
Tanah (I1). Pengujian kualitatif hasil isolasi DNA
kesembilan sampel terdapat pada Gambar 1.

Al B1-CHiDY E1. E1~ Gt Hi #d

- ’

Gambar 1. Elektroforesis agarosa konsentrasi 0.8%
pada hasil isolasi DNA

Hasil wuji  kuantitatif DNA menggunakan
spektrofotometri disajikan pada Tabel 2. Hasil
spektrofotometri menunjukkan hal yang sama
dengan  hasil uji  kuantitatif menggunakan
elektroforesis dimana pada tampilan DNA sampel
yang kurang terlihat atau kurang kuat memiliki

konsentrasi DNA yang rendah. Sebanyak tujuh
primer dioptimasi kemudian diseleksi tiga primer,
yaitu primer OPA 1, OPA 2 dan OPN 5 yang
menghasilkan polimorfisme cukup tinggi serta
menghasilkan  amplikon (pita DNA  hasil
amplifikasi) yang cukup jelas. Elektroforesis hasil
PCR-RAPD dengan 3 jenis primer, yaitu OPAL,
OPA2 dan OPN5 memberikan hasil yang berbeda
untuk masing-masing primer. Terdapat beberapa
perbedaan pita DNA yang terlihat menggunakan
primer berbeda dimana pada primer OPA2 mampu
memunculkan pita DNA pada semua sampel,
sementara pada primer OPAl dan OPNS memiliki
kelemahan pada tidak terlihatnya pita DNA sampel
H1 dan J1 (Gambar 4).

Total pita DNA yang teramplifikasi oleh primer
primer OPA 1, OPA 2, dan OPN 5 pada kesembilan
sampel cukup banyak, yaitu sejumlah 175 pita.
Ukuran pita ini bervariasi dari 1750-150 bp dengan
total 56 lokus DNA yang teramplifikasi. Primer OPA
1 dan OPA 2 menghasilkan jumlah lokus yang sama
yaitu 18 lokus dengan ukuran yang berbeda. Lokus
yang dihasilkan primer OPA 1 berukuran 1200-260
bp. Lokus yang dihasilkan primer OPA 2 berukuran
1300-240 bp. Primer OPN 5 menghasilkan paling
banyak lokus yaitu 20 lokus, dengan ukuran 1750-
150 bp. Primer OPA 2 menghasilkan paling banyak
pita DNA vyaitu 75 pita dan primer OPA 1
menghasilkan paling sedikit pita yaitu 48 pita.

Hasil amplifikasi pada masing-masing sampel
menunjukkan bahwa dengan ketiga primer yang
digunakan  untuk  amplifikasi, sampel Bl
menghasilkan pita DN A hasil amplifikasi terbanyak,
yaitu 29 pita. Sampel I1 menghasilkan sedikit pita
DNA hasil amplifikasi, yaitu 8 pita. Sedikitnya pita
DNA hasil amplifikasi pada sampel I1 dikarenakan
sampel ini tidak teramplifikasi menggunakan primer
OPA 1 dan primer OPN 5 dan hanya teramplifikasi
ketika menggunakan primer OPA 2 .

Tabel 2. Hasil uji kuantitatif isolat DNA sampel ikan menggunakan spektrofotometri

No. Kode Sampel Konsentrasi DNA (ng/ pL)
L. Al 12,9

2. Bl 64,2

3. Cl 2620

4. D1 392

5. El 36,1

6. F1 15,5

7. Gl 19.6

8. HI 1880

9. I1 2880
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GMbm 2. Ikan tertangkap alam Sero di Sungai Lenggang, (a) Cempedik (Osteochilus spilurus), (b)
Kemuring (Puntius lineatus), (¢) Cengkedong (Rasbora sp), (d) Bantak (Osteochilus wandersii),
(e) Kepras (Cyclocheilichthys apogon), () Ikan Ban atau Tanah (Puntius binotatus)
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Gambar 3. Tampilan elektroforesis dan visualisasi pitanya pada hasil PCR-RAPD dengan
Primer OPA 1 (kiri), OPA 2 (tengah) dan OPN 5.
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Gambar 4. Dendogram similaritas berdasarkan skoring hasil PCR-RAPD
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Analisis variasi molekular pada kesembilan
sampel dapat menggunakan dendogram
berdasarkan  rata-rata  koefisien  similaritas
menggunakan program MVSP 3.1. Perhitungan
koefisien  similaritas  pada  program  ini
menggunakan metode pengklasteran UPGMA dan
similaritas menggunakan Jaccard'’s Coefficient.
Kelebihan Jaccard's Coefficient adalah tidak
menggunakan karakter dobel negatif (karakter yang
sama-sama tidak dimiliki). Nilai similaritas
terendah  ditemukan  pada  sampel H1
Cyelocheilichthys apogon dan 11 Puntius binotatus.
Klaster yang terbentuk Z8a sampel HI dan Il serta
klaster yang terdiri atas AL,B1,C1,D1,El,Fl,dan
G1 memiliki nilai 0342 atau similaritas sebesar
34.2%. Similaritas rendah ini disebabkan oleh
kesamaan lokus hanya terdapat pada lokus
berukuran 550 bp dan 450 bp yang dimiliki oleh
anggota kedua klaster.

Sampel Hl dan Il jarak genetiknya tinggi
karena tidak memiliki pita yang mencukupi untuk
dibandingkan dengan sampel lainnya. Kesesuaian
primer untuk semua sampel diperlukan untuk
keakuratan perbandingan yang lebih tinggi [10].
Sampel Al menjadi kekerabatan terjauh ketiga
dalam dendogram ini setelah sampel H1 dan I1.
Sampel Al yang merupakan lkan Cempedik musim
sebelumnya teridentifikasi memiliki kekerabatan
yang jauh dengan Ikan Cempedik lainnya dimana
kekerabatannya hanya berkisar 50%. Pita yang
dihasilkan sampel Al juga terendah ketiga pada
ketiga primer. Sampel Al memiliki lokus spesifik
yang hanya dimiliki oleh sampel ini dan tidak
dimiliki oleh sampel lain, yaitu lokus dengan
ukuran 150 bp. Kondisi ini diprediksi terjadi akibat
penyimpanan sampel yang tidak sempurna.
Elektroforesis pada ikan yang telah mengalami
kerusakan protein menyebabkan identifikasi
menjadi bias [11].

Sampel B1, C1 dan D1 yang secara morfologi
diidentifikasikan ~ sebagai  ikan  Cempedik,
menunjukkan kekerabatan dengan jarak berbeda-
beda. Sampel Bl merupakan sampel ikan
Cempedik dari pulau yang berbeda yaitu Pulau
Bangka. Pemisahan geografis dalam ribuan tahun
diprediksi berdampak pada perbedaannya dengan
spesies yang sama dari pulau Belitung. Penggunaan
RAPD untuk ikan air tawar yang terpisahkan
pembatas geografis dapat menunjukkan perbedaan
nyata [ 12]. Spesies yang sama dengan aliran sungai
yang tidak berhubungan dapat memberikan jarak
genetik hingga 68% pada analisa menggunakan
RAPD [13]. Koefisien similaritas tertinggi
ditemukan pada sampel C1 dan D1. Sampel C1 dan
D1 memiliki 13 lokus yang sama dari total 16 lokus
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yang teramplifikasi. Hal ini disebabkan oleh kedua
sampel merupakan spesies yang sama, yaitu
Osteochilus spilurus, dan berada pada sungai yang
sama sehingga dimungkinkan adanya distribusi gen
pada proses reproduksinya. Sampel C1 merupakan
ikan yang tertangkap nelayan menggunakan Sero,
sedangkan sampel D1 ditangkap di muara saat
terhanyut luapan air sungai dari bendungan.

Spesies ikan yang sama pada perairan yang
terhubung satu sama lain menunjukkan keragaman
genetik yang randah [14]. Sampel Fl (Rasbora
sp)memiliki similaritas lebih tinggi dengan sampel
Osteochilus spilurus Cl1 dan DI dibandingkan
dengan B1. F1 berada dalam lingkungan yang sam
dengan Ci dan DI, sedangkan Bl berada pada
populasi yang berbeda. Meskipun kedua spesies
berbeda dimungkinkan adanya aliran gen yang
menyebabkan terjadinya hyrid. Hal ini juga terjadi
pada hybrid ikan Nilem (Osteochilus hasselti)
memiliki similaritas lebih tinggi dengan Ikan Mas
(Cyprinus carprio L) normal dibandingkan dengan
ikan Nilem normal pada analisa RAPD [15].

Sampel El (Puntius linearus) menunjukkan
similaritas 54.4% dengan klaster yang berisi G1
(Osteochilus waandersi), F1 (Rasbora sp), D1,C1,
dan Bl (Osteochilus spilurus). Similaritas sebesar
ini disebabkan oleh lokus yang berukuran 1200 bp,
900 bp, 600 bp. Sampel E1 memiliki lokus spesifik
yang hanya dimiliki oleh sampel ini dan tidak
dimiliki oleh sampel lain, yaitu lokus dengan
ukuran 1500 bp dan 1300 bp. Perbedaan spesies
menjadi dasar perbedaan dalam klaster tersebut.
Jarak genetik antar spesies akan lebih besar
dibandingkan dengan spesies yang sama, meskipun
dalam genus yang sama [16].

Simpulan

Cyelocheilichthys  apogon dan  Puntius
binotatus memiliki similaritas terendah karena
hanya memiliki kesamaan pada 2 lokus.
Osteochilus spilurus dari lokasi berbeda memiliki
kekerabatan terdekat. Sampel Rasbora sp menjadi
spesies dengan kekerabatan terdekat dengan
Osteochilus spilurus dibandingkan spesies lainnya.
Penghalang geografis diprediksi menjadi pemicu

jarak genetik spesies yang sama.
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