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ABSTRAK

Muraenesocidae atau di Tarakan lebih dikenal dengan sebutan Ikan Ose merupakan ikan
komersil yang tersebar secara luas di laut Indo-west pacific. Di Indonesia Muraenesocidae
tersebar dari pulau Sumatra, Kalimantan, dan Sulawesi. Dengan penyebaran yang begitu luas
sayangnya informasi genetik ikan Ose masih sangat terbatas. Penelitian ini dilakukan untuk
mengisolasi dan mengamplifikasi gen mtDNA CO1 Muraenesocidae dari perairan Kota
Tarakan. Metode penelitian yang dilakukan meliputi isolasi genom mtDNA CO1 dengan
mengikuti petunjuk Quick-DNA Tissue/Insect Miniprep Kit. Dilanjutkan dengan amplifikasi
untai gen mMtDNA CO1 menggunakan 4 primer cocktail. Kemudian visualisasi produk PCR
dengan menggunakan teknik gel elektroforesis. Terdapat dua jenis ikan yang dijadikan
sampel pada penelitian ini, yaitu lkan ose dengan perut berwarna kuning (Ose-K) dan Ikan
ose dengan perut berwarna hitam (Ose-H). Ekstrak gen mtDNA Ose-K memiliki konsentrasi
67.3 ng/ll dengan nilai rasio Agso2so diperoleh 1.94, dan konsentrasi untuk ekstrak gen
mtDNA sampel Ose-H diperoleh 84.5 ng/pl dan 1.97 untuk nilai rasio Ajsons0. Hasil
visualisasi produk PCR diperoleh pita tunggal untuk masing-masing sampel dengan panjang
basa sekitar 700 bp.

Kata kunci: gen mtDNA CO1, Ikan Ose, pita DNA, rasio Axo/2s0

ABSTRACT
Muraenesocidae fish, which local people are better known as Ose Fish, is a commercial fish
widely distributed in the Indo-West Pacific Sea. In Indonesia, Muraenesocidae fish are spread
from the islands of Sumatra, Kalimantan, and Sulawesi. With such a widespread,
unfortunately, the genetic information of this fish is still minimal. This research was
conducted to isolate and amplify the mtDNA CO1 gene of Muraenesocidae fish from
Tarakan City's waters. The method included isolation of the mtDNA CO1 genome by
following the Quick-DNA Tissue/Insect Miniprep Kit instructions. This step was followed by
amplification of mitochondrial DNA gene with cocktails of 4 primers. Next, the PCR
product was detected using gel electrophoresis. There are two types of fish in this research:
yellow-bellied (Ose-K) and black-bellied (Ose-H). The samples concentration was obtained
at 67.3 ng/ul and 84.5 ng/l, while the ratio on Azso280 Was 1.94 and 1.97, respectively, for
Ose-K and Ose-H. The PCR product visualization revealed a single band for each sample

with an average base length of about 700 bp.
Keyword: mtDNA COI gene, Ose Fish, DNA Band, Ajso/2g0 ratio
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PENDAHULUAN

Indonesia merupakan negara tropis
dengan tingkat biodeversitas biota laut
tertinggi  dibandingkan dengan negara
tetangga lainnya yang berada di gugus
wilayah Indo-Pasifik (Nurilmala et al.
2017). Jumlah yang melimpah menjadikan
perikanan sebagai salah satu sektor
penunjang ekonomi  yang  penting
sekaligus sebagai salah satu sumber
ketahanan pangan nasional (Abdullah et al.
2017).  Muraenesocidae  (lkan  Ose)
merupakan ikan komersil penting dan
menjadi komoditi ekspor di Indonesia, dan
di Kota Tarakan ikan ini lebih cenderung
di ekspor ke negara tetangga yaitu
Malaysia melalui wilayah Tawau, Sabah.
Meskipun kelimpahan Ikan Ose sangatlah
besar namun informasi dan publikasi
tentang ikan Ose masih sangat terbatas.
Padahal informasi terkait biota laut
perairan  maritime  sangat  diperlukan
ditengah kondisi laut yang mengalami
penurunan  kualias akibat pencemaran
lingkungan serta adanya overfisihing dan
illegal  fisihing  memicu  penurunan
populasi  bahkan terancam mengalami
kepunahan (Abdullah et al. 2017). Saat ini
telah banyak dilakukan penelitian untuk
menggali informasi biota laut nusantara
terutama informasi genetik berbasis DNA
barcoding, yaitu suatu teknik
mengidentifikasi suatu organisme dengan
menggunakan marker DNA salah satunya
gene mitokondria cytochrome oxidase
subunit I (COIl). Beberapa contoh
penelitatn DNA barcoding biota laut
diantaranya identifikasi ikan Hiu (Prehadi
et al. 2015), lkan Kerapu (Jefri et al.
2015), lkan Hias (Fahmi et al. 2017),
Autentikasi  Produk  Hasil  Perikaan
(Abdullah et al. 2017; Abdullah et al
2019; Madduppa et al. 2014; Nurilmala et
al. 2017; Maulid et al. 2015), Larva lkan
(Abdullah et al. 2017; Wibowo et al. 2017;
Wibowo et al. 2018), jenis kerang (Tindi et
al. 2017) bahkan Manggrove (Riyantini et
al. 2014) telah dilakukan  analisis
molekuler. Untuk wilayah Kalimantan
Utara, penelitian tentang DNA barcoding

telah dilakukan pada biota laut ikan nomei
(Nugroho et al. 2017), namun belum ada
informasi genetik yang tersedia terkait
ikan Ose. Sehingga penelitian tentang
DNA barcoding ikan ose penting
dilakukan. Penelitian ini adalah penelitian
pendahuluan dari rangkaian tahapan DNA
barcoding yang terbatas pada amplifikasi
gen mt DNA COl ikan ose.

METODOLOGI

Waktu dan tempat

Penelitian ini dilaksanakan di
Laboratorium Biologi Fakultas Perikanan
dan llmu Kelautan UBT. Waktu penelitian
ini dilaksanakan selama 3 bulan dimulai
Mei hingga Juli 2020. Penelitian
dilaksanakan dua tahap yaitu pengambilan
sampel di lapangan dan analisis DNA di
laboratorium.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam
penelitian ini  adalah alat-alat gelas,
kalkulator, alat tulis, timbangan, vortex,
mikrosentrifus, = mikropipet, tip  pipet,
Biofuge Primo R Centrifuge, heating
block, horizontal elektroforesis (Power Pac
Basic™, USA), Spektrofotometer UV- Vis
(Pharmacia Biotech), thermo cyler (Agilent
Surecycler 8800), serta perangkat lunak
Mega X, Seq Scanner v.2.0 dan Bio Edit.

Bahan yang digunakan dalam
penelitian adalah sampel jaringan otot ikan
pari totol biru, alcohol 70%, Agarosa,
buffer Tris-EDTA (TE) pH 8, Tris-Borat-
EDTA (TBE) 1x, marker 100 pb
(Invitrogen), kit ZR Tissue & Insect DNA
miniprep™,  MyTaqg HS Red Mix
(Bioline),  primer,  kloroform, aseton,
etidium bromide, loading dye, serta low
mass leader.

Metode

Ekstraksi dan Amplifikasi DNA
Ekstraksi DNA  berasal dari
potongan kecil tubuh ikan Ose (otot).
Ekstraksi DNA berasal dari potongan kecil
tubun ikan pari totol biru. Proses
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pencucian alkohol pengawet dilakukan
dengan merendam sekitar 10 gr potongan
otot dalam etanol 70%. Proses ekstraksi
DNA sampel mengikut petunjuk ZR Tissue
& Insect DNA miniprep™ (Zymo
Research, D6016). Proses amplifikasi PCR
menggunakan kit MyTaq HS Red Mix
(Bioline) dengan komposisi: ddH,O 9.5
pul, MyTag Red Mix 2x 125 pL, dan
primer masing-masing 10 Y
menggunakan 4 primer cocktail
berdasarkan Canadian Center for DNA
Barcoding (CCDB), 2006

VF2 TGTAAAACGACGGCCAGTC
For _t1  AACCAACCACAAAGACATT
wa _ GGCAC
q Fish TGTAAAACGACGGCCAGTC
" F2_t GACTAATCATAAAGATATC
1 GGCAC
Fish CAGGAAACAGCTATGACAC
Rev R2_ TTCAGGGTGACCGAAGAAT
erse tl CAGAA
.~ FR1 CAGGAAACAGCTATGACAC
d_t1 CTCAGGGTGTCCGAARAAY
CARAA

DNA diamplifikasi dengan PCR
menggunakan kit 2x MyTag HS Red Mix
(Bioline). Total volume yang digunakan
untuk amplifikasi yaitu 25 pl, yang terdiri
atas 9.5 ul ddH20, 12.5 ul 2x MyTaq Red
Mix, 1 pul DNA template dan 0,5 pl
volume dari tiap primer 10 upuM.
Amplifikasi DNA menggunakan mesin
PCR Tpersonal (Biometra) dengan
pengaturan  suhu  sebagai  berikut:
predenaturasi pada suhu 96 °C selama 3
menit, denaturasi pada suhu 94 °C selama
10 detik dilakukan sebanyak 35 siklus,
annealing pada suhu 50 °C selama 30 detik
dan dilakua sebanyak 35 siklus, elongasi
pada suhu 72 °C selama 45 detik sebanyak
35 siklus dan satu siklus perpanjangan
akhir pada suhu 72 °C selama 2 menit
kemudian didiamkan pada suhu 4 °C
selama 5 menit. Produk PCR dianalisis
menggunakan metode elektroforesis gel
agarosa 1% b/v dengan mengambil 3 pL
sampel hasil PCR dan 3 yL DNA ladder
100 pb dimasukkan ke dalam sumur yang

terbentuk dari sisir yang dijalankan dalam
buffer TBE (Tris-Boric Acid-EDTA) 1x
pada tegangan 120 V selama 20 menit
yang dilanjutkan dengan visualisasi pada
alat UV  Transiluminator (Gel Doc)
(Sulistiowati et al. 2020)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Basis data  dalam  analisis
molekuler adalah sekuen DNA. Terdapat
tiga jenis DNA pada sel eukariot yaitu
DNA Inti (nuDNA), DNA mitokondria
(mtDNA), dan DNA Kklorofil atau plastid
pada tumbuhan. Pada lkan, jenis DNA
yang umum dugunakan dalam analisa
molekuler adalah sekuen genom mtDNA.
Salah satu Gen penyandi dalam genom
mtDNA yang paling umum digunakan
dalam analisa molekuler adalah Gen
cytochrome oxidase subunit 1 (CO1l).
Pemilihan gen ini dikarenakan sifat-sifat
istimewanya seperti jarang mengalami
peristiva mutasi baik delesi maupun
insersi pada sekuennya, mempu nyai
daerah bersifat conserve (lestari) yang
menjadi pijakan dalama analisis molekuler
seperti DNA barcoding (Hebert et al.
2003). Selain itu, gen ini dapat digunakan
untuk merekonstruksi  filogenetik pada
cabang evolusi tingkat spesies (Palumbi
1996).

Penelitian sebelumnya telah
melaporkan keberhasilan amplifikasi gen
mtDNA CO1 ikan dengan primer universal
rekomendasi dari CCDB (Fields et al
2015; Shirley et al. 2015; Reid et al. 2011,
Ivanova et al. 2007; Ude et al. 2020;
Schmitt et al. 2019; Giovos et al. 2020; Hu
et al. 2018; Saha et al. 2019; Zhang et al.
2011; Hinkle 2015; Cardefiosa et al. 2017;
Moran et al 2015), sehingga pada
penelitian ini juga menggunakan primer
universal yang sama. Ekstraksi dan
amplifikasi gen mMtDNA COIl sampel ikan
ose dilakukan pada dua jenis yaitu ose
perut kuning (Ose-K) dan Ose Perut hitam
(Ose-H) dengan mengambil jaringan otot
masing-masing  sebanyak 1  gram.
Ekstraksi gen mtDNA  menggunakan
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metode Zymo research, D6016 dan pada tabel 2.
diperoleh data seperti yang dicantumkan
Tabel 1. Data kuantitatif hasil ekstraksi gen mtDNA sampel
No. Nama Sampel Konsentrasi Aze0i280  A260/230
(ng/ul)
1.  Ose-K 1.94 0.55
2.  Ose-H 1.97 0.53
Ket:
1. DNA Ladder
2. Ose-K
3. Ose-H

Gambar 1. Visualisasi produk PCR pad gel agarose

Hasil eksraksi gen mtDNA kedua
sampel memberikan konsentrasi yang
cukup tinggi dengan nilai sebesar masing-
masing untuk Ose-K dan Ose-H adalah
67.3 ng/ll dan 84.5 ng/W. Disisi lain,
untuk menetukan tingkat kemurnian hasil
ekstraksi mtDNA sampel dapat dilihat dari
rasio absorbansi (A) pada panjang
gelombang 260/280 nm dan 260/230 nm.
Rasio A60/280 digunakan untuk
menentukan konsentrasi DNA terhadap
Protein. DNA menyerap sinar ultraviolet
pada panjang gelombang 260 nm,
sedangkan protein menyerap sinar UV
pada panjang gelombang 280 nm. Tingkat
kemurnian DNA hasil isolasi terbaik
berada pada nilai Azso280 antara 1.8 — 2.0.
Semakin mendekati angka 2.0 maka
tingkat kemurnian DNA isolat semakin
mendekati 100% (Farmawati et al. 2015;
Pratiwi et al. 2020). Pada hasil penelitian
ini, kedua sampel baik Ose-K dan Ose-H
masing-masing ~ memiliki  nilai  rasio
Aogsozso  mendekati angka 2.0 sehingga
tingkat kemurnian DNA isolat kedua
sampel ini menghampiri 100%. Kemurnian

DNA hasil ekstraksi juga dapat ditentukan
melalui rasio  Agsonz0. Ekstrak DNA
dikatakan murnia apabila nilai rasio yang
diperoleh berada pada kisaran 2.0 — 2.2
Jika nilai rasio yang diperoleh lebih rendah
dari nilia ideal tersebut maka dapat
dikatakan bahwa ekstrak masih
terkontaminasi  pelarut  sisa  proses
ekstraksi yang turut andil menyerap
panjang gelombang 230 nm (Gardenia et
al. 2011). Pada hasil penelitian ini
diperoleh rasio A2z Sebesar 0.55 dan
0.53 untuk ekstrak Ose-K dan Ose-H.
Tingkat kemurnian ini masih jauh dibawah
nilai ideal (2.0 — 2.2) namun, hal ini
disebabkan karena pengukuran rasio
Aogsozzo  masih  merupakn ekstrak kasar
sehingga antara DNA dan sisa pelarut
ekstraksi  belum dipisahkan  sehingga
memberikan andil yang sangat besar dalam
memberikan nilai rasio dibawah nilai
ideal. Meskipun nilai rasio Ajso2s0 Masih
dibawah nilai yang diharapkan, hasil
ekstraksi ini masih dapat digunakan untuk
proses amplifikasi (perbanyakan) dengan
menggunakan teknik PCR.
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Hasil amplifikasi PCR
menunjukkan bahwa kedua gen mtDNA
COIl memiliki panjang sekuen sekitar 700
pasang basa (pb). Hal ini dapat
dikonfirmasi dari hasil elektroforesis 1 wl
masing-masing produk PCR ke dalam gel
1% agarose dalam larutan TBE. Reaksi
PCR dikatakan berhasil apabila
menghasilkan pita DNA tunggal dan tebal.
Pada gambar 2 dapat dilihat bahwa hasil
PCR pada penelitian ini diperoleh pita
DNA tunggal dan tebal sehingga reaksi
PCR telah berhasil dilakukan. Ukuran pita
DNA hasil PCR dengan panjang sekitar
700 pb juga diperoleh pada penelitian
identfikasi bivalvia yang dilakukan oleh
Tindi et al (2017), dan ikan nomei yang
dilakukan oleh Nugroho et al (2017).

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian
diperoleh ekstrak gen mMtDNA kedua
sampel dengan konsentrasi yang cukup
tinggi dengan nilai sebesar masing-masing
untuk Ose-K dan Ose-H adalah 67.3 ng/ul
dan 84.5 ng/Wl. Kemurnian ekstrak kedua
sampel baik Ose-K dan Ose-H masing-
masing memiliki nilai  rasio  Azso/280
mendekati angka 2.0 sehingga tingkat
kemurnian DNA isolat kedua sampel ini
menghampiri  100%. Hasil amplifikasi
PCR menunjukkan bahwa Kkedua gen
MIDNA COIl memiliki panjang sekuen
sekitar 700 pasang basa (pb).

Saran

Penentuan spesies ikan ose perlu
dilakukan dengan teknik DNA barcoding,
sehingga penting untuk dilaksanakan
penelitian  lanjutan  meliputi  sekuensing
gen mtDNA COIl ikan ose, dilanjutkan
dengan analisis BLAST dan filogenetik.
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