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ABSTRAK

Dalam rangka pengelolaan sumber genetik untuk pengembangan budidaya ikan tengadak maka perlu
dilakukan evaluasi sumber genetik ikan tengadak asal Jawa dan Kalimantan, serta progeni hibridanya.
Analisis genetik dilakukan secara molekuler dengan metode RAPD. Jumlah sampel yang digunakan untuk
analisis RAPD sebanyak 10 ekor setiap populasi. Spesimen yang digunakan untuk analisis RAPD adalah sirip
untuk induk dan whole body untuk hibrida. Hasil menunjukkan polimorfisme (32,43%) dan heterozigositas
(0,13) tertinggi terdapat pada ikan tengadak hasil persilangan betina Jawa x jantan Kalimantan, sedangkan
yang terendah diperoleh pada persilangan betina Kalimantan x jantan Jawa (polimorfisme: 21,62% dan
heterozigositas: 0,10). Berdasarkan dendrogram hubungan kekerabatan interpopulasi ikan tengadak hasil
persilangan (betina Kalimantan x jantan Jawa) dengan induknya (populasi Jawa dan Kalimantan)
menggunakan tiga primer RAPD (OPA-08, OPA-09, dan OPC-02) menunjukkan jarak genetik berkisar 0,48.
Ikan tengadak betina asal Jawa dan jantan asal Kalimantan potensial meningkatkan keragaman genetik.

KATAKUNCI:  RAPD; heterozigositas; ikan tengadak; polimorfisme

ABSTRACT: Genetic diversity of outbreed tinfoil barb from Java and Kalimantan based on RAPD. By: Deni
Radona, Dinar Tri Soelistyowati, Rudhy Gustiano, Odang Carman, Irin Iriana Kusmini, and Sri
Sundari

In order to maintain the genetic sources of tinfoil barb for aquaculture development, it is necessary to evaluate the
genetic diversity crossbred results of tinfoil barb from Java and Kalimantan. The genetic assessment was conducted by
genotype trails using RAPD methods. The samples used for the analysis of RAPD was as much as 10 individuals.
Specimens used for RAPD analysis was a fin for broodstock and whole body for the hybrid fish. The result showed that
the highest polymorphism and heterozygosity were found 32.43% and 0.13 in population crossbred of female Java x
male Kalimantan. While the lowest polymorphism and heterozygosity were detected on population of ¥ Kalimantan
xm Java (21.62% and 0.10, respectively). Based on the relationship between tinfoil barb hybrid (female Kalimantan
x male Java) with a both broodstock population using three RAPD primers (OPA-08, OPA-09, and OPC-02) resulted in
genetic distance of 0.48. Females tinfoil barb from Kalimantan and males from Java potential could increase genetic
diversity.

KEYWORDS:  RAPD; heterozygosity; tinfoil barb; polymorphism

PENDAHULUAN

Keragaman genetik merupakan hierarki yang
paling rendah dalam tingkatan keragaman hayati yang
menggambarkan keragaman fenotipe di dalam spesies
yang merefleksikan keragaman sampai pada level DNA.
Ikan tengadak Barbonymus schwanenfeldii (Bleeker,
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1854) merupakan ikan lokal asli perairan tawar Indo-
nesia yang terdapat di beberapa daerah seperti
Sumatera, Jawa, dan Kalimantan. Ikan tengadak bernilai
ekonomis tinggi sebagai ikan konsumsi. Produksi ikan
tengadak di Indonesia sampai saat ini sebagian besar
masih berasal dari hasil tangkapan di alam. Upaya
budidaya belum banyak dilakukan untuk melestarikan
keberadaan jenis ikan ini, sehingga dikhawatirkan
populasinya semakin berkurang dan mengalami
kepunahan (Gustiano et al., 2015). Pengembangan
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budidaya ikan tengadak dapat dilakukan dari
pengelolaan sumberdaya genetik populasi yang
berkelanjutan dan berkualitas. Sumberdaya genetik
tidak terlepas dengan ragam genetik.

Ragam genetik merupakan kunci penting bagi suatu
spesies untuk dapat bertahan hidup dan menjamin
kestabilan populasi dalam waktu yang lama, yaitu
menentukan kemampuan respons suatu populasi
terhadap seleksi alam. Populasi dengan keragaman
genetik yang tinggi memiliki peluang hidup yang lebih
tinggi, karena banyaknya alternatif gen dan kombinasi
gen yang tersedia untuk merespons perubahan kondisi
lingkungan yang dihadapi (Soewardi, 2007). Ragam
genetik merupakan parameter kunci kebugaran
populasi yang menjamin keberlanjutannya dan
kemampuan merespons secara pasif seleksi alam
ataupun buatan (Lorenzen et al., 2012). Identifikasi
keragaman genetik dalam suatu populasi dapat
dilakukan dengan pemetaan secara genotipe. Salah
satu metode karakterisasi genotipe adalah analisis
molekuler dengan metode Random Amplified Polymor-
phic DNA (RAPD) menggunakan teknik PCR (Polymerase
Chain Reaction). Penanda molekuler RAPD yang
digunakan merupakan sekuen DNA polimorfik yang
dipisahkan oleh gel elektroforesis PCR. Metode RAPD
memiliki beberapa keunggulan di antaranya mampu
mendeteksi sekuen nukleotida hanya dengan satu
primer dan dapat digunakan tanpa mengetahui latar
belakang genom sebelumnya (Dunham, 2004). Marka
RAPD ideal karena polimorfismenya tinggi (Liu, 2007).
RAPD untuk menggambarkan keragaman genetik
intra- dan inter-populasi ikan-ikan spesifik lokal yang
sudah dilakukan meliputi: ikan kancra (Nugroho et al.,
2006), ikan torsoro (Asih et al., 2008), ikan tawes
(Kusmini et al., 2009), ikan nilem (Mulyasari, 2010),
ikan tambakan (Sundari et al., 2012), ikan betok
(Fayumi, 2013), ikan gabus (Gustiano et al., 2013),
dan ikan sepat (Iskandariah et al., 2015).

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengevaluasi
keragaman genetik ikan tengadak asal Jawa,
Kalimantan, dan progeni hibrid berdasarkan analisis
RAPD untuk menyediakan database genetika sebagai
acuan dalam pengembangan budidaya.

BAHAN DAN METODE

Sampel Induk

Ikan tengadak yang digunakan berasal dari Jawa
(Balai Pelestarian Perikanan Perairan Umum, Dinas
Kelautan dan Perikanan Provinsi Jawa Barat) dengan
karakteristik lingkungan (suhu 24°C-30°C; pH 5-7; dan
oksigen terlarut 4-5,6 mg/L) dan Kalimantan (Balai
Budidaya lkan Sentral, Anjungan Kalimantan Barat)
dengan karakteristik lingkungan (suhu 29°C-33°C; pH
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5-7,4; dan oksigen terlarut 4,5-6,6 mg/L). Ikan
tengadak yang digunakan berukuran panjang 15,2 +
1,1 cm dan bobot 124,2 + 28,5 g. Jumlah sampel yang
digunakan untuk analisis RAPD sebanyak 15 ekor
(delapan jantan dan tujuh betina) setiap populasi.
Spesimen yang digunakan untuk analisis RAPD adalah
sampel sirip yang disimpan dalam larutan alkohol 70%.

Progeni Hibrida

Ikan tengadak yang digunakan berupa larva hasil
persilangan secara resiprokal berukuran 1-2 cm
(berumur satu bulan pasca tetas). Jumlah sampel yang
digunakan untuk analisis RAPD sebanyak 10 ekor setiap
populasi. Spesimen yang digunakan untuk analisis RAPD
adalah whole body yang disimpan dalam larutan alkohol
70%.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA ikan dilakukan dengan metode
Phenol-Chloroform (Nugroho et al., 1997).

Amplifikasi DNA dengan teknik PCR

Amplifikasi DNA dilakukan dengan metode PCR
dimulai dengan seleksi 25 primer. Pengujian primer
dari OPA-01 sampai OPA-20, dan OPC-01 sampai OPC-
05 dengan komposisi bahan: 1 uL DNA; 0,5 yL primer
10 pmol; satu unit (10 uL) dry Taq Promega; dan
distilled water (8,5 uL) dengan total volume sebanyak
20 uL. Program PCR yang digunakan, meliputi:
pre-denaturasi 94°C selama lima menit; denaturasi
suhu 94°C selama satu menit; annealing suhu 36°C
selama satu menit; elongasi suhu 72°C selama 2,5
menit; elongasi akhir 72°C selama tujuh menit; dan
proses penstabilan 4°C selama tiga menit. Proses PCR
berlangsung sebanyak 45 siklus. Hasil PCR
memperlihatkan bahwa primer OPA-08, OPA-09, dan
OPC-02 memberikan produk amplifikasi lebih banyak
dibandingkan primer-primer yang lain. Hasil PCR
kemudian dielektroforesis menggunakan gel agarose
2% dalam Tris-Boric-EDTA (TBE) buffer. Hasilnya diamati
dengan UV illuminator dan didokumentasikan dengan
kamera Polaroid.

Analisis Ragam Genetik

Tingkat keragaman genetik intrapopulasi dianalisis
menggunakan program Tools for Population Genetic Analy-
sis (TFPGA) mengacu pada Wright (1978) yang
dimodifikasi dari Rogers (1972) dalam Miller (1997),
sedangkan hubungan kekerabatan interpopulasi
dianalisis berdasarkan jarak genetik dengan program
UPGMA (Unweight Pair Methods Arithmetic) dan disajikan
dalam bentuk dendrogram.




HASIL DAN BAHASAN

Keragaman Genetik Ikan Tengadak
Amplifikasi DNA yang menggunakan tiga primer
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Jumlah dan ukuran fragmen teramplifikasi disajikan

pada Tabel 1. Keragaman profil RAPD menunjukkan

(OPA-08, OPA-09, dan OPC-02) pada progeni hasil ~ fragmen DNA teramplifikasi berkisar 150-2.500

persilangan ikan tengadak asal Jawa dan Kalimantan
secara resiprokal memperlihatkan DNA teramplifikasi

pada setiap lokus dan bervariasi, masing-masing ~ DNA teramplifikasi berkisar 180-3.000 bp.
ditampilkan pada Gambar 1, 2, 3, dan 4.

OPA 08 OPA 09 OPC 02

Gambar 1. Hasil amplifikasi DNA ikan tengadak asal Jawa dengan PCR-RAPD menggunakan primer

Figure 1.

OPA-08, OPA-09, dan OPC-02 (Keterangan: nomor (1-8)= sampel ikan jantan, (9-15)= sampel
ikan betina, M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)

DNA amplification results of tinfoil barb from Java with PCR-RAPD using OPA-08, OPA-09, and
OPC-02 primers (Description: number (1-8)= male fish samples, (9-15)= female fish samples,
M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)
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OPA 08 OPA 09 OPC 02

Gambar 2. Hasil amplifikasi DNA ikan tengadak asal Kalimantan dengan PCR-RAPD menggunakan

Figure 2.

primer OPA-08, OPA-09, dan OPC-02 (Keterangan: nomor (1-8)= sampel ikan jantan,
(9-15)= sampel ikan betina, M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo
scientific)

DNA amplification results of tinfoil barb from Kalimantan with PCR-RAPD using OPA-08, OPA-09,
and OPC-02 primers (Description: number (1-8)= male fish samples, (9-15)= female fish samples,
M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)
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jumlah fragmen pada populasi hasil persilangan betina
Kalimantan x jantan Jawa berkisar 12-15 dengan ukuran

bp.

Pada persilangan betina Jawa x jantan Kalimantan
memiliki jumlah fragmen 14-16 dengan ukuran fragmen

OPA 08 OPA 09 OPC 02

Gambar 3. Hasil amplifikasi DNA ikan tengadak hibrid (betina Jawa x jantan Kalimantan) dengan PCR-RAPD

Figure 3.

menggunakan primer OPA-08, OPA-09, dan OPC-02 (Keterangan: nomor (1-10)= sampel ikan,
M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)

DNA amplification results of tinfoil barb hybrid (female of Jawa x male of Kalimantan) with PCR-RAPD
using OPA-08, OPA-09, and OPC-02 primers (Description: number (1-10)= fish samples, M= marker
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)
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Gambar 4.

Figure 4.

(Deni Radona)

I

OPC 02

Hasil amplifikasi DNA ikan tengadak hibrid (betina Kalimantan x jantan Jawa dengan
PCR-RAPD menggunakan primer OPA-08, OPA-09, dan OPC-02 (Keterangan: nomor
(1-10)= sampel ikan, M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo
scientific)
DNA amplification results of tinfoil barb hybrid (female of Kalimantan x male of Jawa) with
PCR-RAPD using OPA-08, OPA-09, and OPC-02 primers (Description: number (1-10)= fish
samples, M= marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo scientific)

Tabel 1. Jumlah dan ukuran fragmen DNA produk PCR-RAPD menggunakan
primer OPA-08, OPA-09, dan OPC 02 pada persilangan ikan tengadak
asal Jawa dan Kalimantan secara resiprokal

Table 1.

The number of fragments and size of DNA with PCR-RAPD using OPA-08,

OPA-09, and OPC-02 primers resulting from reciprocal crossing of tinfoil
barb from Java and Kalimantan

Populasi
Populations

Amplifikasi (Amplification)

Jumlah fragmen  Ukuran fragmen
Number of fragments  Size of fragments

Betina Kalimantan x jantan Jawa
Female of Kalimantan x male of Java
Betina Jawa x jantan Kalimantan
Female of Java x male of Kalimantan
Jantan Kalimantan (Male of Kalimantan)

Betina Kalimantan (Female of Kalimantan)

Jantan Jawa (Male of Java)
Betina Jawa (Female of Java)

12-15 150-2,500

14-16 180-3,000

11-15
11-14
12-16
11-14

200-2,000
200-2,000
180-3,000
180-2,000

Persentase polimorfisme dan heterozigositas
secara lengkap disajikan pada Tabel 2. Persentase
polimorfisme dan heterozigositas pada populasi hasil
persilangan ikan tengadak memperlihatkan bahwa nilai
polimorfisme tertinggi pada populasi betina Jawa x
jantan Kalimantan (32,43%) dan terendah pada populasi
betina Kalimantan x jantan Jawa (21,62%). Tingkat
heterozigositas yang tertinggi yaitu 0,13 pada populasi
persilangan betina Jawa x jantan Kalimantan.

Perbedaan polimorfisme pita DNA yang dihasilkan
tergantung pada situs penempelan primer dan dapat
digunakan untuk memberikan gambaran mengenai
tingkat keragaman genetik suatu populasi (Gusmiati
etal., 2012; Gustiano et al., 2013). Populasi persilangan
betina Jawa x jantan Kalimantan memiliki nilai

polimorfisme dan heterozigositas tertinggi (32,43%
dan 0,13) dibandingkan dengan persilangan betina
Kalimantan x jantan Jawa yang hanya memiliki nilai
sebesar 21,62% dan 0,10. Menurut Kusmini et al.
(2011), tingginya tingkat polimorfisme pada populasi
menunjukan efektivitas individu dalam proses seleksi
(random mating) dan reproduksi di habitatnya.

Heterozigositas merupakan ukuran keragaman
genetik berdasarkan proporsi jumlah individu
heterozigot populasi (Soewardi, 2007). Semakin tinggi
heterozigositas maka semakin banyak gen yang
terlibat dalam menyumbangkan tingkat kebugaran
suatu populasi (Tave, 1993). Secara statistik dengan
menggunakan uji perbandingan berpasangan Fst
(Tabel 3) menunjukkan perbedaan keragaman genetik




Tabel 2.
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Persentase polimorfisme dan heterozigositas hasil persilangan ikan

tengadak asal Jawa dan Kalimantan secara resiprokal

Table 2.

Percentage of polymorphism and heterozigosity resulting from reciprocal

crossing of tinfoil barb from Java and Kalimantan

Populasi
Populations

Ragam genetik (Genetic diversity)

Polimorfisme
Polymorphism (%)

Heterozigositas
Heterozigosity

Betina Kalimantan x jantan Jawa
Female of Kalimantan x male of Java
Betina Jawa x jantan Kalimantan
Female of Java x male of Kalimantan
Jantan Kalimantan (Male of Kalimantan)

Betina Kalimantan (Female of Kalimantan)

Jantan Jawa (Male of Java)
Betina Jawa (Female of Java)

21.62 0.10
3243 0.13
37.84 0.18
40.54 0.18
37.84 0.15
21.62 0.09

yang nyata antar populasi persilangan (P<<0,05). Hasil
uji Fst memberikan indikasi bahwa populasi yang ada
belum tereksplorasi.

Berdasarkan analisis keragaman genetika
intrapopulasi, jarak genetik masing-masing populasi
(Tabel 4), diperoleh jarak genetik yang jauh dari hasil
persilangan ikan tengadak (0,4768). Untuk jarak
genetik interpopulasi lebih lanjut disajikan pada
Gambar 5. Populasi ikan tengadak hasil persilangan
betina Jawa x jantan Kalimantan menunjukkan
hubungan kekerabatan yang lebih dekat dengan
populasi induk Jawa, baik jantan maupun betina.

Berdasarkan dendrogram terlihat bahwa hubungan
kekerabatan genetik populasi ikan tengadak hasil
persilangan betina Jawa x jantan Kalimantan dan betina
Kalimantan x jantan Jawa membentuk satu cluster.
Kekerabatan ikan tengadak hasil persilangan cenderung
lebih dekat atau lebih mirip dengan induk asal Jawa
(jantan dan betina) dibandingkan dengan induk asal
Kalimantan. Dendrogram merupakan hasil gabungan
analisis dari tiga primer (OPA-08, OPA-09, dan OPC-
02) yang mengelompokkan populasi berdasarkan
tingkat kemiripan genetik (Kusmini et al., 2015).
Keragaman genetik merupakan parameter kunci

Tabel 3. Uji perbandingan berpasangan Fst pada ikan tengadak hasil persilangan

secara resiprokal

Table 3. Pairwise comparison Fst resulting from reciprocal crossing of tinfoil barb
. Silang luar
Populasi Jawa (Java) Kalimantan Outbreed
Populations
3 ? 3 ? K KJ
6‘ Kokkk
Jawa (Java) o 10000 orn
calimantan d 00000 0.0000  *we
% 0.0000 0.0000 10,000 ek
Silang luar JK 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000 ek
Outbreed Ki  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 kkk

® Keterangan:

Populasi betina (f), populasi jantan (M), K= Kalimantan x Jawa, JK= Jawa

x Kalimantan, populasi awal= betina, populasi akhir= jantan ‘) berbeda nyata

(P<0,05)
Description:

The female population (), the male population (m ), K= Kalimantan x

Java, JK= Java x Kalimantan, initial population= female, final population=
male ) significantly different (P<0.05)
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Tabel 4. Jarak genetik ikan tengadak hasil persilangan asal Jawa dan Kalimantan secara
resiprokal
Genetic distance resulting from reciprocal crossing of tinfoil barb from Java and

Kalimantan

Table 4.

Jawa
Java

Silang luar
Outcrossing

d P K KJ

Populasi Kalimantan

Populations

Jawa
Java

*kkkk

0.204

0.461
0.552

0.522
0.505

0.437
0479

0.525
0.516
0.432
0.468

Kalimantan

*kkkk

*kkkk

0.477

0.468
0.546

Silang luar K
Outcrossing KJ

*kkkk

Populasi betina (f), populasi jantan (M), K= Kalimantan x Jawa, JK= Jawa

x Kalimantan, populasi awal= betina, populasi akhir = Jantan

The female population (), the male population (m ), KJ= Kalimantan x Java,
JK= Java x Kalimantan, initial population =female, final population= male

Keterangan:

Description:

| | | | |
\ \ \ \ \
0.6000 0.4500 0.3000 0.1500  0.0000

& Kalimantan

Q Kalimantan

& Jawa (&3 Java)
Q Jawa (9 Java)

Q Jawa (Q Java) x & Kalimantan

{

Q Kalimantan x & Jawa (& Java)

Gambar 5. Dendrogram hubungan kekerabatan ikan tengadak hasil persilangan
berdasarkan keragaman OPA-08, OPA-09, dan OPC-02

Genetic relationship dendrogram between crossbred results based on OPA-
08, OPA-09, and OPC-02 diversity

Figure 5.

kebugaran populasi yang menjamin keberlanjutannya
dan kemampuan merespons secara pasif seleksi alam
ataupun buatan (Lorenzen et al., 2012). Perbedaan
keragaman genetik dapat meningkatkan jarak genetik
antar populasi dan umumnya digunakan sebagai
pertimbangan dalam melakukan seleksi dan
persilangan. Secara umum, rendahnya keragaman
genetik intrapopulasi akan mengakibatkan munculnya
sifat negatif antara lain pertumbuhan lambat,
reproduksi dan tingkat adaptasi yang rendah (Leary et
al., 1985).

KESIMPULAN

Keragaman genetik ikan tengadak hasil persilangan
betina Jawa x jantan Kalimantan menunjukkan
polimorfisme dan heterozigositas tertinggi (32,43%
dan 0,13). Analisis keragaman genetika interpopulasi
hasil persilangan ikan tengadak asal Jawa dan
Kalimantan diperoleh jarak genetik yang jauh (0,48).
Ikan tengadak betina asal Jawa dan jantan asal
Kalimantan berpotensi sebagai sumber genetik do-
nor untuk pengembangan budidaya ikan tengadak yang
berkelanjutan.
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