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EVALUASI KERAGAMAN GENETIK IKAN KANCRA DENGAN
MENGGUNAKAN MARKER Mt DNA D-loop DAN RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHISM DNA (RAPD)

Estu Nugroho”, Jojo Subagja”, Sidi Asih”, dan Titin Kurniasih®
ABSTRAK

Variasi genetik ikan kancra yang dikoleksi dari daerah Kuningan (Pesawahan, Gandasoli,
dan Ragawacana) dan Sumedang di Jawa Barat telah diteliti dengan menggunakan
polimorfisme Mitokondria DNA D-loop dan Random Amplified Polymorphism DNA
(RAPD). Berdasarkan analisis Mt DNA tidak terdapat perbedaan yang nyata antara ras
ikan kancra dari empat lokasi tersebut. Sedangkan analisis RAPD menunjukkan
perbedaan yang nyata. Panjang daerah Mt DNA D-loop ikan kancra berkisar antara 700-
-800 bp. Satu komposit haplotype terdeteksi dengan menggunakan 4 enzim restriksi
yaitu Rsa |, Nde Il, Taq |, dan Sac | pada sekuens D-loop. Dua dari 20 primer RAPD
menunjukkan perbedaan yang nyata di antara keempat populasi ikan kancra. Jarak
genetik berdasarkan polimorfisme dua primer tersebut adalah 0,349.

ABSTRACT:  Genetic divergence of Tor soro analyzed by mitochondria D-
loop and Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD). By: Estu

Nugroho, Jojo Subagja, Sidi Asih, and Titin Kurniasih

The aim of this research was to evaluate genetic variability of Tor soro. The genetic
variability of Tor soro collected from Kuningan (Pesawahan, Gandasoli, and
Ragawacana) and Sumedang, West java were examined using polymorphism of the
mitochondria DNA (MtDNA) D-loop and RAPD markers. Based on MtDNA D-loop analysis,
there was no significant different among collection. The length size of MtDNA D-loop
region was approximately 700--800 bp. A composite haplotype was detected using
four endonuclease i.e. Rsa |, Nde ll, Taq |, and Sac |. Two of 20 RAPD primers showed
significantly different among collections. Average genetic distance based on the
polymorphism of two primers was 0.349.
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PENDAHULUAN beberapa reservat di Jawa, di daerah Kuningan

Plasma nutfah ikan air tawar asli di Indone-
sia cukup besar. Di Pulau Sumatera terdapat 30
jenis, Kalimatan 149 jenis, Jawa 12 jenis, dan
sulawesi 149 jenis (Kottelat et al., 1993).
Beberapa spesies telah dimanfaatkan sebagai
ikan budi daya. Salah satu di antaranya yang
sedang dalam taraf domestikasi untuk
dimanfaatkan sebagai komoditas budi daya
nantinya adalah ikan kancra.

Ikan kancra merupakan ikan endemik di
danau Toba dikenal sebagai ikan Batak dan

dan Sumedang. lkan ini mempunyai nilai
ekonomis yang tinggi, khususnya di Sumatera
Utara yang disebabkan mempunyai nilai religius
tersendiri dalam upacara adat. Ilkan Kancra atau
ikan Batak di kalangan masyarakat Sumatera
Utara dikenal sebagai Ihan, sedangkan di daerah
Kuningan dan Sumedang dikenal sebagai ikan
Dewa. Keberadaan ikan tersebut sangat jarang
ditemui lagi di Sumatera akibat penangkapan
yang berlebih, serta desakan lingkungan
tempat ikan-ikan tersebut berkembang biak
menjadi rusak. Menurut Hardjamulia et al.

) Peneliti pada Balai Riset Perikanan Budidaya Air Tawar, Bogor
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(1995), terdapat 4 spesies yang biasa disebut
sebagai ikan Batak yaitu Neoilsochillus
theinemani, Neolisochillus longipinis,
Neoilsochillus sumatranus, dan Tor soro.

Upaya pengembangan ikan kancra telah
dilakukan sejak 10 tahun yang lalu oleh Balai
Riset Perikanan Budidaya Air Tawar, Bogor.
Teknologi pembenihan, baik secara alami
maupun buatan, telah berhasil dilakukan. Dalam
rangka menunjang upaya pengembangan budi
daya ikan tersebut melalui proses domestikasi
diperlukan informasi genetik dari ras-ras yang
ada. Pengaksesan informasi dasar genetik dari
suatu spesies merupakan syarat awal yang
diperlukan untuk menentukan variasi genetik
atau kekerabatan yang dimiliki. Variasi genetik
merupakan suatu informasi penting yang dapat
digunakan untuk mengevaluasi fitness
individu jangka pendek dan sintasan dari suatu
populasi untuk jangka panjang (Ferguson et al.,
1995). Dengan diketahuinya variasi genetik dari
masing-masing ras ikan Kancra akan sangat
membantu untuk menentukan program
pengembangan yang tepat.

BAHAN DAN METODE

lkan Uji

Ikan uji yang digunakan dalam penelitian
ini adalah ikan kancra yang berasal dari
Kabupaten Kuningan (Kecamatan Pesawahan,
Kecamatan Gandasoli, dan Kecamatan
Ragawacana) dan Kabupaten Sumedang di Jawa
Barat. Jumlah sampel per populasi yang
digunakan untuk pengamatan DNA adalah 10
ekor.

Ekstraksi DNA

DNA ikan diekstraksi dari potongan sirip
dengan menggunakan metode phenol-chloro-
form, sebagai berikut; 5--10 mg potongan sirip
ikan dimasukkan ke dalam tabung 1,5 mLyang
telah berisi 500 uL larutan lisis DNA + 120
larutan 0,5M EDTA pH 8,0. Kemudian
ditambahkan 10 mg/mL Protein kinase dan
diinkubasikan pada suhu 55°C selama 3 jam.
Sebanyak 3 mL larutan Rnase ditambahkan ke
dalam campuran tersebut, kemudian
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 30 menit.
Setelah didinginkan pada suhu kamar,
ditambahkan kedalamnya larutan Protein pre-
cipitation sebanyak 200 mL dan disimpan dalam
es selama 5 menit. Kemudian disentrifuse pada
kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Lapisan
supernatannya diambil dan dimasukkan ke
dalam tabung baru, dan ditambahkan 600 mL
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larutan propanol dan divortex sampai terlihat
endapan putih. DNA diendapkan dengan cara
sentrifugasi campuran tersebut pada kecepat-
an 10.000 rpm selama 10 menit, kemudian
larutan di atasnya dibuang dan DNA dikeringkan
pada suhu ruangan. Kemudian dilarutkan
kembali dalam 50--100 mL Tris-EDTA (TE) buffer
dan disimpan dalam 4°C sebelum digunakan
pada tahap selanjutnya.

Amplifikasi daerah D-loop

Primer yang digunakan untuk meng-
amplifikasi sekuens mitokondria D-loop dan
sebagian cytohrome B adalah primer LH 1509
(CAT ATT AAA CCC GAATGATAT TT) dan primer
FH 1202 (ATA ATA GGG TAT CTAATCCTAGTT
T). Pengamplifikasian dilakukan menggunakan
metode Polymerize Chain Reaction (PCR)
dengan komposisi reaksi yang terdiri: 10 mg,
10 pmol setiap primer dan “pure taq DNA"
{Promega) dengan total volume keseluruhan-
nya 25 mL. Siklus PCR yang digunakan dalam
amplifikasi adalah satu siklus denaturasi pada
suhu 95°C selama 2 menit. 35 siklus peng-
gandaan yang terdiri dari 95'C selama 1 menit,
45°C selama 1 menitdan 72°C selama 2,5 menit.
Selanjutnya satu siklus terakhir pada suhu 72°C
selama 10 menit. Sekuens MtDNA yang didapat
di restriksi dengan menggunakan endo-
nuklease yaitu, Rsa |, Nde ll, Taq |, dan Sac |
sesuai dengan prosedur standar. Hasil restriksi
kemudian dipisahkan secara elektroforesis
dengan menggunakan gel agarose 2%--3% dalam
Tris-Boric-EDTA (TBE) buffer dan diamati dengan
illuminator (UV) serta dicetak gambarnya
dengan polaroid.

Random Amplified Polymorphism
DNA (RAPD)

Primer yang digunakan dalam RAPD adalah
OPC 1—0PC20 dengan urutan basa tertera
padaTabel 1.

Pengamplifikasian dilakukan menggunakan
metode Polymerize Chain Reaction (PCR)
dengan komposisi reaksi yang terdiri: 10 ug,
10 pmol primer dan pure taq DNA (Promega)
dengan total volume keseluruhannya 25 pL.
Siklus PCR yang digunakan dalam amplifikasi
adalah satu siklus denaturasi pada suhu 95°C
selama 4 menit. 35 siklus penggandaan yang
terdiri dari 95°C selama 1 menit, 36°C selama 1
menitdan 72°C selama 2,5 menit. Selanjutnya
satu siklus terakhir pada suhu 72°C selama 10
menit. Hasil PCR kemudian dipisahkan secara
elektroforesis dengan menggunakan gel agar-
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Tabel 1.
Table 1.

Primer RAPD yang digunakan untuk analisis DNA ikan Tor soro
RAPD primer amplified for Tor soro DNA analized

Nama
Name

Urutan Basa 5’-3’

Basa ....

OPC-01
OPC-02
OPC-03
OPC-04
OPC-05
OPC-06
OPC-07
OPC-08
OPC-09
OPC-10
OPC-11
OPC-12
OPC-13
OPC-14
OPC-15
OPC-16
OPC-17
OPC-18
OPC-19
OPC-20

TTC GAG CCAG
GTGAGGCGTC
GGG GGTCTTT
CCG CATCTAC
GAT GACCGCC
GAACGC ACTC
GTCCCGACGA
TGGACCGGTG
CTCACCGTCC
TCTCTGGGTG
AAAGCT GCG G
TCGT CATCCCC
AAGCCTCGTC
TGCGTGCTTG
GAC GGATCAG
CACACT CCAG
TTCCCCCCAG
TGAGTG GGTG
GTTGCCAGCC
ACTTCG CCAC

ose 2%--3% dalam Tris-Boric-EDTA (TBE) buffer
dan diamati dengan illuminator (UV) serta di-
cetak gambarnya dengan polaroid.

Analisis Data

Untuk mengevaluasi variasi DNA antar
populasi ikan Tor sorro, susunan haplotype
untuk masing-masing enzim restriksi di-
kumpulkan sebagai komposit haplotype pada
analisis mtDNA D-loop , sedangkan pada PCR
masing-masing fragmen digunakan sebagai al-
lele. Analisis yang digunakan adalah analisis
molekuler varians (AMOVA) dan Fst dalam pro-
gram ARLEQUIN (Schneider et al., 1996).
Diversitas haplotype atau diversitas gene
dihitung berdasarkan Nei & Tajima (1981) untuk
mengamati tingkat variasi genetik yang ada.
Kekerabatan antar populasi dianalisis dengan
menggunakan Jarak Genetik (D) dari Takezaki &
Nei (1996).

HASIL DAN BAHASAN

Mitokondria DNA D-loop

Sekuens mt DNA D-loop ikan Tor soro hasil
PCR mempunyai panjang sekitar 700--800 bp.
Empat dari tujuh enzim restriksi yang digunakan
untuk memotong sekuens tersebut (Rsal, Nde
Il, Tag !, dan Sac |), mempunyai situs
pemotongan. Polimorfisme pola pemotongan
tidak didapatkan pada keempat enzim restriksi
tersebut. Pemotongan sekuens mtDNA D-loop
dengan menggunakan enzim Rsal, Ndell, Taq
I, dan Sac | menghasilkan satu jenis pola saja.
Salah satu contoh dari pola pemotongan oleh
salah satu enzim tercantum pada Gambar 1.
Ukuran sekuens mtDNA D-loop ini lebih pendek
dengan panjang sekuens daerah yang sama
pada beberapa ikan lainnya seperti, nila
(Nugroho et al., 2002), kingfish, yellow tail, dan
red sea bream (Nugroho, 2001).
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<—— 500 bp

Gambar 1. Pola pemotongan daerah mtDNA D-loop ikan Kancra yang direstriksi dengan
menggunakan enzim Rsa |l. M= marker 100 bp ladder

Figure 1. Restriction site patterns of mtDNA D-loop Tor soro generated by Rsa |. M=
marker 100 bp ladder '
Tabel 2. Frekuensi haplotype dari mt DNA D-loop ikan kancra yang direstriksi dengan
menggunakan 4 enzim restriksi, Rsa l, Ndell, Taq|, dan Sac|
Table 2. Haplotype frequency of mt DNA D-loop region of Mystis nemurus generated by 4
restriction enzymes, Rsa |, Nde Il, Taq |, and Sac |
Haplotype Pesawahan Gondosoli Ragawacana Sumedang
1.AAAA 1,000 1,000 1,000 1,000
N-sample 10 10 10 10
N-allele 1 1 1 1
Haplotype diversity 0 0 0 0

Secara umum ikan Tor sorro yang diteliti
mempunyai tingkat keragaman yang rendah
yaitu dengan nilai diversitas haplotype adalah
0 (Tabel 2). Rendahnya variasi genetik pada
ikan Tor sorro ini dimungkinkan karena budi
daya komoditas ini masih belum banyak
dilakukan. Hambatan pengembangan ikan Tor
soro khususnya yang berasal dari Jawa adalah
adanya aturan tidak tertulis bahwa ikan ini
adalah ikan "Dewa” sehingga tidak ada
masyarakat yang berani untuk
membudidayakannya. Salah satu akibatnya
adalah kemungkinan terjadinya persilangan
(crossing) adalah kecil dan sebaliknya peluang
perkawinan dalam keluarga atau inbreeding
sangat besar. Keadaan ini jika terjadi dalam
jangka waktu yang lama akan mengurangi
tingkat keragaman dari populasi tersebut,
bahkan tidak menutup kemungkinan akan
menjadi populasi yang homogen.

Secara statistik dengan menggunakan
AMOVA (Analysis Molecular Variance)
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menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan
genetik secara nyata antara populasi ikan
Kancra yang diuji (P>0,05) berdasarkan
frekuensi haplotypenya. Keadaan ini
mengindikasikan bahwa kemungkinan induk-
induk ikan Kancra dari daerah yang diuji
mempunyai kekerabatan yang dekat atau
bahkan masih merupakan satu keturunan,

RAFPD

Enam primer dari 20 primer yang dicoba
menunjukkan hasil PCR yang baik. Dua primer
di antaranya yaitu OPC-01 dan OPC-02
mempunyai fragmen yang dapat digunakan

sebagai pembeda di antara populasi ikan
Tor soro yang diuji. Salah satu contoh hasil
RAPD tertera pada Gambar 2.

Secara statistik dengan menggunakan
AMOVA (Analysis Molecular Variance)
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
genetik secara nyata antara populasi ikan Tor
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P PP SSGCGGR RRRRRM

OPC-01

OPC-02

- - 500 bp

500 bp

Gambar 2. RAPD ikan kancra dengan menggunakan primer OPC-01 dan OPC-02 P=
Pesawahan, S= Sumedang, G= Gandasoli, R= Ragawacana, M= Marker 100 bp

ladder :

Figure 2. RAPD of Tor soro amplified by primer OPC-01 and OPC-02 P= Pesawahan, S=
Sumedang, G= Gandasoli, R= Ragawacana, M= Marker 100 bp ladder

soro yang diuji (P<0,05) berdasarkan tipe
restriksinya. Hasil ini berbeda dengan hasil
analisis mtDNA D-loop. Perbedaan ini diduga
karena adanya pengaruh dari induk jantan. Di
mana, mitokondria hanya diturunkan dari induk
betina sedangkan inti DNA merupakan
perpaduan dari jantan dan betina. Untuk
keperluan populasi genetik maka analisis RAPD
lebih baik dibandingkan analisis mt-DNA.

Jarak genetik (D) yang dihitung menurut
Takezaki & Nei (1996), berdasarkan fragmen
RAPD dari 2 primer, OPC-01 dan OPC-02 antara
koleksi ikan Kancra tertera pada Tabel 3. Jarak
genetik rata-rata antara populasi ikan Tor sorro
adalah sekitar 0,349. Dendrogram yang
dibentuk berdasarkan jarak genetik tersebut
menunjukkan bahwa koleksi Tor soro dari
Gandasoli terpisah dari kelompok Tor sorro
lainnya dari daerah Pesawahan, Ragawacana,
dan Sumedang (Gambar 3). Nilai D pada ikan Tor
soro ini relatif lebih kecil dibandingkan jarak
genetik antara ikan dari populasi yang terdiri
atas sub-spesies yang sama, seperti pada ikan
nila (Nugroho et al., 2002), king fish (Nugroho
etal.,, 2001) dan greater amberjack (Nugroho

et al., 2000). Keadaan ini mengindikasikan
bahwa adanya kemungkinan ikan Tor soro dari
Jawa masih berasal dari satu populasi. Hal ini
perlu ditindak lanjuti lebih jauh lagi dengan
dukungan informasi secara anatomi.

Terpisahnya ikan Kancra dari daerah
Gandasoli dengan populasi ikan lainnya
dimungkinkan karena jumlah populasiikan di
tempat tersebut sangat terbatas, berdasarkan
hasil pengamatan di lapangan ternyata populasi
ini hanya terdiri atas beberapa ekor saja.
Keadaan ini menimbulkan peluang bahwa
terjadinya inbreeding sangat besar sehingga
peluang hilangnya allele-allele tertentu juga
besar dan pada akhirnya akan menimbulkan al-
lele-allele spesifik yang berbeda dengan allele
dari kelompok lainnya walaupun secara garis
keturunan betina masih dalam satu kerabat.
Mengingat keadaan ini, maka untuk menjaga
keragaman genetik dari ikan kancra di Jawa
melalui kegiatan penebaran hendaknya
menggunakan ikan-ikan kancra dari 3 populasi
yaitu Ragawacana, Pesawahan, dan Sumedang.
Sedangkan ikan kancra dari Gandasoli perlu
dipertimbangkan sebagai salah satu kandidat
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Table 3. Jarak genetik ikan kancra dari Pesawahan, Ragawacana, Gandasoli, dan

Sumedang
Table 3. Genetic distance of Tor soro collected from Pesawahan, Ragawacana,
Gandasoli, and Sumedang
Pesawahan Ragawacana Gandasoli Sumedang
Ragawacana 0.058 XXXXXXXX
Gandasoli 0.673 0.615 XXXXXXXXX
Sumedang 0.107 0.049 0.592 XXXXXXXXX
Ragawacana
—-[ Sumedang
l———— Pesawahan
Gandasoli
| l | 0.7 I Ius I |03 | IOJ | I

Gambar 3. Dendrogram ikan kancra dari Ragawacana, Sumedang, Pesawahan, dan Gandasoli
Figure 3. Dendrogram Tor soro from Ragawacana, Sumedang, Pesawahan, and Gandasoli

pure line jika digunakan dalam program
pemuliaan, setelah pengevaluasian terhadap
aspek-aspek biologi lainnya.

KESIMPULAN

Terdapat perbedaan genetik yang nyata
antara ikan Tor soro dari daerah Gandasoli,
Ragawacana, Pesawahan, dan Sumedang. Ikan
Tor soro dari daerah Gandasoli terpisah secara
kekerabatan terhadap kelompok ikan Tor soro
lainnya. .
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