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IDENTIFIKASI KESAMAAN GENETIK ANTARA IKAN
LEMPUK Gobiopterus spp. DI RANU GRATI DENGAN
Gobiopterus brachypterus BERDASARK AN SEKUEN
GEN 12SrRNA

Fitri Chandra K, Widodo, Sri Widyarti
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Péadggan Alam,
Universitas Brawijaya

ABSTRAK

lkan Lempuk di Ranu Grati diduga memiliki kesamadangan
G.brachypterusBerdasarkan identifikasi morfologi, ikan lempukrfR
Grati dikelompokkan menjadi dua tipe yaitu tipe Bndtipe C.
Diperlukan identifikasi genetik untuk membuktikapaliah kedua tipa
tersebut merupakan spesies yang sama atau berkReaelitian ini
bertujuan untuk membuktikan kesamaan genetik ikmpluk Ranu
Grati tipe B dan tipe C, serta mengetahui kesangaaetik antara ikan
lempuk Gobiopterus spp. Ranu Grati denganG.brachypterus
berdasarkan sekuen gen 12S rRNA. Metode yang digandalam
penelitian ini yaitu PCR-Sekuensing. Berdasarkasil hpenelitian
disimpulkan bahwa ikan lempuk tipe B dan tipe CRfnu Grati
dipastikan adalah satu spesies yang sama dengamarak genetik 0%
dan nilai similaritas sebesar 100%. Sedangkannkasa genetik antara
ikan lempuk di Ranu Grati dengaB.brachypterussebesar 91.8%
dengan jarak genetik sebesar 8.2%. lkan lempuk F&ati tidak satu
genus dengaGobiopterus brachypterus.

Kata kunci : Gobiopterus brachypteruskan lempuk, jarak genetik,
similaritas



I dentification of Genetic Similarity Between Lempuk Fish
Gobiopterus spp. in Ranu Grati and Gobiopterus brachypterus Based
on Sequence Gene 12SrRNA

Fitri Chandra, Widodo, Sri Widyarti
Biology Department, Faculty of Mathematics and Bogs,
Brawijaya University

ABSTRACT

Lempuk fish in Ranu Grati estimated has similavityh Gobiopterus
brachypterus Based on morphology identification, lempuk fishsh
been classified in to two type, B and C. The puepaofsthis research is
to analyse the genetic similarity between lempsk Gobiopterusspp.
Ranu Grati type B and type C, also between lempstk Ranu Grati
with Gobiopterus brachypterubased on 12S rRNA gene sequences.
The results shown that the lempuk fish type B ape {C are the same
species, with genetic distance value of 0 % andasity value 100 %.
Lempuk fish ands.brachypterudas genetic distance value 8.2 % and
similarity value 91.8 %. Lempuk fish Ranu Grati @@me genus with
G.brachypterus

Key word : genetic distancezobiopterus brachypterud.empuk fish,
similarity
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gobiopterusspp. merupakan spesies ikan yang hanya tinggal di
Jawa, Sumatra, Filipina dan Australia. PersebamardiyPulau Jawa
tidak di semua perairan air tawar, namun hanyaatasbdi Ranu Grati.
(Larson et al, 2008). Gobiopterusspp. yang hidup di Ranu Grati
dikenal masyarakat dengan nama ikan lempuk.

Ikan lempuk merupakan ikan endemik di Ranu Grdéh karena
itu ikan ini dijadikan maskot pariwisata di daefRRanu Grati. Selain itu
ikan lempuk diolah menjadi makanan ringan oleh raesikat untuk
dijual sehingga menjadi salah satu komoditas yasmilai ekonomi.
Ikan lempuk memiliki peran ekologis sebagai konsurtiagkat satu
dan planktonivora utama yang mendukung keberadaganisme-
organisme konsumen tingkat selanjutnya dalam ram&anan di danau
Ranugrati, hal ini disebabkan karena ikan lempukmilild ukuran
tubuh yang relatif kecil, sehingga menjadi mangagi likan predator
yang berukuran lebih besar (Imamal, 2010).

Keunikan lain dari ikan lempuk yaitu memiliki kempan morfologi
dengan ikan zebrd@nio rerig), dalam hal ukuran tubuh yang kecil dan
tubuh yang transparan, sehingga dapat diamati tpleakembangan
embrio, serta tahap perkembangan organ intern@rtsegak, sistem
kardiovaskuler, sistem pencernaan, serta sisteaf. $denurut Dahnet
al (2005), D. rerio merupakan spesies ikan yang dijadikan sebagai
model organisme untuk perkembangan dalam bidariggridMenurut
Chauduri (1951),G. chuno memiliki tubuh yang transparan, dimana
indung telur, dan proses perkembangan embrionyat dhiihat dengan
mata telanjang. Berdasarkan kesamaan tersebut,|ekapuk menjadi
menarik untuk dikaji lebih lanjut, sehingga napéndiharapkan ikan
lempuk dapat dijadikan sebagai kandidat yang dapatggantikarD.
rerio sebagai organisme model.

Saat ini kondisi perairan di Ranu Grati semakin mnen dari tahun
ke tahun. Imanet al (2010) menyimpulkan bahwa kondisi kimia fisik
air di Ranu Grati mengalami perubahan sejak taH@B82Selain itu
kesadaran masyarakat untuk melestarikan ikan lendpmkhabitatnya
masih sangat rendah, hal ini terbukti hanya 12,9 résponden
berpendapat bahwa ikan lempuk dan habitatnya pditkstarikan.

1



Menurut Nisa (2011), ikan louharArphilopus trimaculatysyang
menyebar merata di Ranu Grati merupakan predatgpriken lempuk.
Berdasarkan kondisi tersebut, maka dikhawatirkggatdmengakibatkan
penurunan populasi ikan lempuk yang berpengarula gaehurunan
variasi genetik dan akan berakhir pada kepung®etmngga diperlukan
adanya penelitian yang mengkaji diversitas gerkéii lempuk, namun
saat ini identifikasi genetik pada ikan lempuk rhasedikit yang
diketahui.

Menurut Imam (2011), ikan lempuk diduga memilikiskenaan
dengan spesiessobiopterus brachypterusian Gobiopterus chuno.
Setelah dilakukan analisis morfologi berdasarkardapgpedoman
identifikasi yang dibuat oleh Kottelat al (1993), ikan Lempuk di
Ranu Grati cenderung memiliki banyak kemiripan dang
G.brachypterusnamun demikian masih terdapat perbedaan yan@sang
jelas pada sirip dorsal kedua, sirip anal, danorasitara tinggi badan
dengan panjang standar. Selain itu Imam (2011) sdlengpokkan ikan
lempuk di Ranu Grati menjadi dua tipe yaitu tiped@ tipe C, yang
masing-masing memiliki perbedaan morfologi, nametelah dilakukan
identifikasi genetik dengan teknik RAPD, diduga Wwahikan lempuk
tipe B dan tipe C merupakan spesies yang sama. Kdedna itu
identifikasi tingkat molekuler lebih lanjut sangdtperlukan untuk
mendukung pernyataan bahwa ikan lempuk tipe B dae C
merupakan spesies yang sama serta dapat digunakdnk u
membuktikan bahwa secara genetik ikan lempuk mé&espapesies
yang sama dengariobiopterus brachypterusSehingga nantinya
informasi dari penelitian ini dapat digunakan setbdagformasi dasar
untuk mengetahui diversitas genetik, dan selangutmytuk mendorong
pelaksanaan usaha konservasi ikan lempuk.

1.2 Rumusan M asalah

Rumusan masalah yang akan dipecahkan dalam panefitiantara
lain yaitu:
1. Apakan ikan lempuk tipe B dan tipe C Ranu Grati rili&im
kesamaan Genetik berdasarkan sekuen gen 12S rRNA
2. Apakah lkan LempukGobiopterusspp. Ranu Grati memiliki
kesamaan genetik denganGobiopterus brachypterus
berdasarkan sekuen gen 12S rRNA.



1.3 Tujuan Pendlitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini aatain yaitu:

1. Membuktikan kesamaan genetik antara ikan lempuk Bidan
Tipe C Ranu Grati berdasarkan sekuen gen 12S rRNA.

2. Mengetahui kesamaan genetik antara Ikan Lent@affiopterus
spp. Ranu Grati dengd®obiopterus brachypteruserdasarkan
sekuen gen 12S rRNA.

1.4 Manfaat

Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini adial

1. Mendapatkan informasi tentang kesamaan genetik l&apuk
Gobiopterusspp. Ranu Grati dengdbobiopterus brachypterus

2. Sebagai informasi dasar untuk merancang prograrmaj@n
mutu genetik ikan lempukGobiopterus spp. Ranu Grati
berdasarkan diversitas genetiknya.

3. Mendorong dilakukannya penelitian selanjutnya yang
berhubungan dengan pemanfaatan ikan lempuk sebzugigl
organisme.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Lempuk

Karakteristik lkan lempuk yang terdapat di danaundRarati
ditandai dengan warna tubuh yang transparan sehinggan internal
seperti ginjal, jantung, gelembung renang, pembdlafah dan tulang
belakang dapat terlihat dari luar tubuhnya. Mentmam (2011), lkan
lempuk di Ranu Grati diduga memiliki kesamaan dengpesies
G.brachypterus dan G.chuno. Setelah dilakukan analisis secara
morfologi, ditemukan dua tipe ikan lempuk, yaitpetiB dan C. Secara
umum, ikan lempuk di Ranu Grati memiliki banyak kepan dengan
G.brachypterus walaupun demikian masih terdapat perbedaan yang
sangat jelas pada bagian sirip dorsal kedua, airgh, dan rasio antara
tinggi badan dengan panjang standar (Lampiran Bmud setelah
dilakukan analisis genetik dengan teknik RAPD, dallbahwa ikan
lempuk tipe B dan C merupakan spesies yang sarhings@ Imam
(2011) menyatakan bahwa perbedaan sirip dorsal rket2ipakan sifat
yang mencirikan sifatsexual dimorphismantara kedua tipe ikan
tersebut.

R EEET LR l.l,u:p.'i::;‘::'l

Gambar 2.1 Perbedaan bentuk sirip dorsal kedua igad lempuk tipe
B dan tipe C yang mencirikan sifaexual dimorpihism
(Imam., 2011)



Menurut Imam (2011), Penamaan dua tipe ikan lenypitk tipe B
dan tipe C didasarkan oleh hasil kesamaan daringasasing ikan
lempuk yang dikelompokkan. Berdasarkan hasil karasdsi morfologi
diketahui bahwa ikan lempuk yang memiliki panjatendar (SL) lebih
pendek dan sirip cenderung berbentuk oval diduggo méengan spesies
G. Brachypterus sehingga ikan lempuk tersebut dinamai dengan ikan
lempuk tipe B yang berarti inisial dari namaréchypterus sedangkan
pada ikan lempuk yang memiliki panjang standar (Eebjh panjang
dan sirip yang cenderung berbentuk persegi didugp dengan spesies
G. chung sehingga ikan lempuk tersebut dinamai dengan léapuk
tipe C yang berarti inisial dari namehund.

2.2 Gobiopterus spp.

Gobiopterusspp. merupakan spesies lokal yang terdapat dirparai
Ranu Grati. Ikan ini tergolong dalam fanglobiidae ordoperciformes
dan kelasactinopterygii Terdapat dua jenis ikan lempu&dbiopterus
spp). yang ada di Ranu Grati, yaiGobiopterus brachypterusian
Gobiopterus chuno(Kottelat et al, 1993). Karakter morfologi
Gobioterusspp. diantaranya yaitu memiliki kepala pendek dsirat,
moncong bulat, memiliki gigi yang kecil, runcing rdeberbentuk
kerucut, membran insang yang berhubungan dendanustbadan serta
memiliki sisik yang berbentuk cycloid dan ctendicisonet al, 2008).

Adapun klasifikasi darG. brachypteruanenurut Bleeker (1855)
adalah sebagai berikuAionymous 2010):

Kingdom : Animalia

Divisi : Chordata
Kelas : Actinopterygii
Ordo : Perciformes
Famili : Gobiidae
Genus Gobiopterus

Spesies Gobiopterus brachypterus
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Gambar 2.25. brachypterugAnonymous2011)

G. brachypterusmemiliki ukuran kepala lebih besar daripada
diameter badan. Tipe mulut ke arah inferior daip dragian dorsal
berbentuk oval. Secara morfologi ukuran tubuh kesthra 1,5-2,0 cm
dan sisik tidak memiliki pigmen sehingga tubuh $@aran. Ghuno
termasuk dalam satu famili dengan Barchypterus Secara umum
ukuran morfologi maupun penampang lain terlihatesamtara Gchuno
dengan GbrachypterusNamun, letak mata @hunoagak ke tengah ke
arah dorsalis, tipe mulut superior dan bentulpsidrsal agak persegi.
Keduanya dapat hidup secara berkelompok dan hayétati perairan
dangkal pada serasah daun-daunan. Ikan ini teébdistrdi Pulau Jawa,
Sumatra, Filipina dan Australia (Kottekttal, 1993). Adapun distribusi
ikan lempuk di Pulau Jawa hanya terbatas di Rarai Grarsonet al,
2008). Menurut Hindell & Jenkins (2004), tudi yamgrhubungan
dengan ekologi spesies gobies ini masih sangatisgdhg diketahui.

Adapun klasifikasi dariGobiopterus chunomenurut Hamilton
(1822) adalah sebagai berikinonymou$ 2010):

Kingdom : Animalia

Divisi : Chordata
Kelas : Actinopterygii
Ordo : Perciformes
Famili : Gobiidae
Genus Gobiopterus

Spesies Gobiopterus chuno



Gambar 2.35. chuno(Pillay dan Sarojini, 1950)

2.3 Keanekaragaman Genetik dan Konservasi Sumber Daya | kan

Keanekaragaman genetik merupakan variasiettgenndividu-
individu suatu populasi atau keanekaragaman geseétu spesies pada
wilayah tertentu (Leksono, 2011). Keanekaragamawetijjedalam suatu
spesies seringkali dipengaruhi oleh perilaku repksd individu-
individu dalam populasi tersebut. Populasi adaékel®mpok individu-
individu yang dapat kawin satu dengan lainnya daenghasilkan
keturunan. Individu-individu di dalam populasi mékni perbedaan
genetika antara satu dengan lainnya. Variasi dertgtibul karena
setiap individu mempunyai bentuk-bentuk gen yana@skiiPrimack,
2004).

Keanekaragaman genetik dalam spesies memberikaankenan
untuk beradaptasi atau melawan perubahan lingkudganklim serta
hama dan penyakit baru (Melchias, 2001). Keanekanag genetik
mempunyai peranan yang sangat penting dalam progeamuliaan,
karena optimalisasi perolehan genetik akan sifat-dertentu dapat
dicapai apabila cukup peluang untuk melakukan selg&n terhadap
sifat yang diinginkan. Dasar genetik yang luasipeatap dipertahankan
bahkan dikembangkan, sebab tidak hanya untuk méataekan sifat
yang telah ada tetapi juga untuk memperoleh sdat pang diinginkan
dan sekaligus memiliki kemampuan beradaptasi pad&ungan yang
beragam (Wright, 1976).

Biologi konservasi adalah ilmu lintas-disiplin (adu yang
dikembangkan untuk menghadapi berbagai tantangam melindungi
spesies dan ekosistem. Adapun prinsip-prinsip biatogi konservasi
adalah (Primack, 2004):

1. Keanekaragaman spesies dan komunitas biologi harus

dilindungi.



2. Kepunahan spesies dan populasi yang terlalu cepaish
dihindari.

3. Kompleksitas ekologi harus dipelihara.

4. Evolusi harus berlanjut.

5. Keanekaragaman hayati memiliki nilai intrinsik

Konservasi sumber daya ikan diatur dalam UndangogdNo.31
Tahun 2004 dan Peraturan Pemerintah No.60 Tahurk@ia sumber
hukum tersebut mengatur tentang perlunya konservasiuk
pengelolaan SDI (Sumber Daya lkan). Penyelenggayaameliputi
konservasi ekosistem, konservasi jenis ikan daséwmasi genetik ikan.
Konservasi ekosistem diselenggarakan dalam rangkgamin habitat
hidup ikan agar terjaga kelestariannya, baik padea gpemijahan
(spawning grouny area asuhamgrsery grounyl area mencari makan
(feeding grouny juga pada jalur ruayamigratory routg§. Sedangkan
konservasi jenis ikan dan genetik ikan adalah umgindungi jenis
dan genetik ikan yang terancam punah, ataupun gadgh langka,
yang selanjutnya untuk menjamin keanekaragamantihasehingga
keseimbangan populasi/spesies ikan tetap terjaga pingelolaan
perikanan berkelanjutan dapat tercapai. Kegiatannyeelalui
penggolongan jenis ikan, penetapan status perlgatunenis ikan,
pemeliharaan, pengembangbiakan, dan penelitiaa perigembangan
(Haryaniet al, 2008).

2.4 Profil dan Karakter Perairan Ranu Grati

Ranu Grati merupakan danau alami yang terletakediadRanu
Klindungan, Kecamatan Ranu Grati, Kabupaten Pasydaava Timur.
Danau Ranu Grati memiliki luas wilayah 197 ha, @gengedalaman air
maksimum 134 m dan terletak di 10 m di atas per@ukaut. Secara
geografis Ranu Grati terletak pada koordinat 07 @a8 113 °BT. Ranu
Grati (Imam dan Arisoesilaningsih, 2009).

Danau Ranu Grati dikelola oleh Dinas Perikanan, ugaken
Pasuruan. Biota yang hidup di danau ini sangaig@naBeberapa jenis
ikan yang dapat ditemui antara lain tombro, patila, lempuk, gabus,
lele, mujair, bawal, dan gurame (Dinas Perikan@092

Ranu grati dimanfaatkan oleh masyarakat sekitamagsbarea
rekreasi, pemancingan, pengairan dan pembudidajkean dengan
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sistem keramba jaring apung (KJA). Luas budidayA Kakncapai 3,5
Ha (1,76 % luas danau ranugrati ) dengan jumlahbpeidayaan
mencapai 640 unit. Jenis ikan yang banyak dibudiki@y adalah nila,
bandeng tawar, tombro, gurame, patin dan bawal €Retah
Kabupaten Pasuruan, 2010).

Menurut Imamet al (2010), Kondisi kimia fisik air di Ranu Grati
mengalami perubahan sejak tahun 2003. Budi dayedk&olam apung
yang semakin intensif meningkatkan frekuensi danlaghh konsentrat
pakan ikan yang dipaparkan di perairan Ranu Gfaiterahan air rata-
rata menurun 14,44 cm hingga mencapai 104,44 crmikben pula
kandungan oksigen terlarut maksimum yang tercabésar 9,7 ppm
pada tahun 2003, menurun hingga mencapai 6.02 pgia fahun 2009
(Tabel 2.3). Masyarakat banyak yang menangkap, ai@ng dan
menjual ikan lempuk, hal ini dibuktikan dengan hasbesar 19,35 %
responden yang mengkonsumsi ikan lempuk, dan rdsmoumumnya
berprofesi sebagai penangkap ikan lempuk. Selain kitssadaran
masyarakat untuk melestarikan ikan lempuk dan atiy& masih
sangat rendah, hal ini dibuktikan dengan hasil hak®;9 % responden
berpendapat bahwa ikan lempuk dan habitatnya pédstarikan.

Tabel 2.1 Perbandingan kondisi kimia — fisik aiR#éinu Grati (Imanet

al., 2010)

Faktor Abiotik 2003 2009
pH 6,7-95 7,26 -9,13
Suhu 245-31,4 28,3-29,7
Konduktifitas 0,210 - 0,252 0,136 - 0,392
Kecerahan rata2 90 104,44
DO (ppm) 3,6-9,7 4,35 - 6,02




2.5 Teknik Analiss Molekuler yang Digunakan untuk M enentukan
Varias Genetik

Metode untuk mengetahui keragaman genetik pada @datah
melalui penentuan karakter morfologi dan karakimagip. Penentuan
berdasarkan karakter genotip dapat dilakukan debgherapa teknik
antara lain yaitu tenik alozim/isozim, DNA mitokatal Random
Amplified Polymorphism DNA (RAPD) dan DNA Mikrosdie
(Mulyasari 2007). Selain itu Garciet al (2004) menyatakan bahwa
teknik analisis genetik seperti Restriction Fragmehength
Polymorphism (RFLP), Single Sequences Repeats )(SSBn
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) jugdapat
digunakan untuk analisis keragaman genetik.

Adapun kelebihan dari penggunaan marka molekuletukun
menetukan variasi genetik antara lain yaitu (Mubya2007):

1. Memiliki akurasi yang lebih tinggi dibandingkan dgm

metode morfologi dalam proses seleksi ikan

2. Mampu membedakan antara individu yang homozigot dan

heterozigot dalam satu generasi tanpa melakukgrogeny

3. Tidak dipengaruhi lingkungan seperti fluktuasi muslan asal

geografis.

Penggunaan DNA Mitokondria (mt-DNA) sebaggn marker
diasumsikan karena Mt-DNA mempunyai variabilitasigydebih tinggi
5 sampai 10 kali daripada kopi tunggal gen kromosiam lebih jelas
untuk membedakan gen yang bersifat fungsional. teioi berguna
untuk mendeteksi keragaman populasi berdasarkaat sifaternal
haplotipenya (Nugroho, 2001).

Analisis DNA mitokondria dilakukan untuk meshidiki struktur
populasi dan hubungan kekerabatan filogenetik dianspesies ikan.
Genom mitokondria berisi informasi genetik yang atamemudahkan
peneliti untuk melakukan determinasi atau menemukaibungan
kekerabatan antar spesies. Pokok studi ini didadah polimorfisme
DNA mitokondria yang mengindikasi perbedaan dentjagkat yang
rendah diantara spesies ikan, sehingga memungkinkatuk
menggunakan sekuen mitokondria sebagai marker uidkerhtifikasi
pada tingkat populasi (Doukaleés al, 1999).
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2.6 DNA Mitokondria Sebagai Marker Genetik

Mitokondrial DNA (mt-DNA) merupakan jenis molekulNA yang
berbentuk sirkuler untai ganda, dengan panjang9@p. Mitokondrial
DNA mengkode 13 sub unit sistem fosforilasi oksfdat ribosomal
RNAs (rRNASs), dan 22 transfer RNAs (tRNAs) (Anderss al,, 1981).
mtDNA memiliki kemampuan untuk menggandakan ditagn bahkan
ribuan kali pada tiap selnya (Brown, 1980). Varis$DNA umumnya
digunakan untuk studi evolusi manusia, migrasi, dejarah populasi
(Tambetset al, 2004).

DNA mitokondria terletak pada organel mitokondriaanyg
bertanggung jawab dalam proses oksidasi aerobila padanisme
eukariotik. mt-DNA lengkap lebih pendek daripad&laar DNA, tetapi
cukup luas analisis statistiknya untuk multiseltiewan tingkat tinggi.
Metode analisis mt-DNA lebih mudah digunakan unseékuen DNA
sepanjang 20.000 bp daripada nuklear DNA dengajapguberjuta-juta
bp. mt-DNA memiliki gen yang relatif sedikit, yatgjah diidentifikasi,
dan jalur biokimia mitokondria menghasilkan protedgari gen
mitokondria yang diketahui. mt-DNA merupakan kamdidsebagai
model biologi yang digunakan untuk mengembangkamap@man
tentang hubungan kekerabatan antara gen dan liggkagya. Serta
diharapkan  juga untuk mengembangkan teknik untulalisis
filogenetik (Nestoet al, 2002).

Posisi yang berbeda-beda dari masing-masing genkomtria
memiliki laju evolusi dengan kecepatan yang berpbgdédu ada yang
bersifat relatif konserve (laju perubahan kecilpesé 16S rRNA dan
12S rRNA, laju sedangcytochrome B dan yang memiliki laju cepat
(CO1 dan d-Loop) (Browet al, 1979). Gen 12S rRNAdan 16S rRNA
pada mitokondrial DNA merupakan gen yang menyamgnlpentukan
sekuen 12S rRNA dan 16S rRNA yang nantinya akagrjdihahkan
dalam rangkaian urutan asam amino untuk pembentukesomal
RNA dalam proses sintesis protein. Menurut Cawthetrral (2012),
sekuen gen 12S rRNA dan 16S rRNA mampu untuk mentjfikasi
pengujian spesimen ikan dalam jumlah besar sanmggigt genus.
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BAB I11
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian yang berjudul “Identifikasi Kesamaan €&tdn Antara
Ikan Lempuk Gobiopterusspp. di Ranu Grati denga@obiopterus
brachypterusBerdasarkan Sekuen Gen 12S rRNAi dilakukan pada
bulan Oktober 2011 sampai April 2012. Pengambgampel ikan
lempuk Gobiopterusspp.) dilakukan di Danau Ranu Grati, Desa Ranu
Klindungan, Kecamatan Ranu Grati, Kabupaten Pasydsava Timur.
Sedangkan analisis molekuler dilakukan di Laborator Biologi
Molekuler dan Seluler, Jurusan Biologi, Universit®rawijaya,
Malang.

3.2 Prosedur Kerja Pendlitian
3.2.1 Isolasi DNA

Sampel ikan lempukQobiopterusspp.) diambil dari Danau Ranu
Grati, Pasuruan, Jawa Timur, sebanyak 30 individasing-masing 15
individu dengan 2 perbedaan morfologi yang berbegitu tipe B dan
tipe C (lampiran 1). Sampel dibawa ke laboratoridatam keadaan
hidup. Keseluruhan organ dari ikan lempuk digeresigan mortal
dingin kemudian ditambahkan buffer lysis sebanyal0 5uL.
Homogenat yang terbentuk dimasukkan ke dalam talmpmendorf
steril dan dimix gentle, lalu diinkubasi semalantadawaterbath pada
suhu 50 °C. Setelah proses inkubasi selesai, horatgelisentrifugasi
pada kecepatan 10.000 rpm dengan suhu 25 °C sel@maenit.
Supernatan yang terbentuk kemudian dipindahkamdalde 1,5 mL,
kemudian ditambahkan 1x volume CI lalu dibolaktaebanyak 20
kali, kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10/@00 dengan suhu
25 °C selama 10 menit. Supernatan yang terbentoiudi@n diambil
dan dimasukkan ke dalam tube 1,5 mL. Proses satgmajuyaitu
ditambahkan 1x volume CI lalu dibolak-balik sebdnya0 kali,
kemudian disentrifugasi kembali pada kecepatan0D0ipm dengan
suhu 25°C selama 10 menit. Supernatan yang dihasikemudian
dipindahkan ke dalam tube 1.5 mL, dan ditambahkd&x @olume
ammonium asetat dan 2x volume EtOH 100%, kemudiianix gentle.
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Setelah itu diinkubasi pada suhu -20°C selama 3 #etelah proses
inkubasi selesai, supernatant disentrifugasi patzpatan 10.000rpm
dengan suhu 4 °C selama 10 menit. Supernatan yaagjlkdan dibuang

sehingga hanya tersisa pelet DNA yang mengendagasar tabung.
Endapan pelet DNA ini diberi ethanol 70 % sebary@® pL kemudian

disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm dengam 48€ selama 10
menit. Setelah itu supernatan dibuang, dan endpphat dikeringkan

sampai bau ethanol hilang kemudian ditambah TEcbaféngan pH 7.6
sebanyak 50 pL dan disimpan dalam suhu -20 °C (#elst al, 2002).

3.22 Uji Kuantitatif Has| Isolasi DNA

Uji Kuantitatif dengan menggunakan spektrofotomelitakukan
untuk menentukan konsentrasi DNA hasil isolasi. dkatn pertama
yang dilakukan yaitu kuvet diisi dengan buffer T&banyak 100Qul
sebagai blanko. Kemudian blanko diganti dengan tdaruDNA
sebanyak qul, dimasukan ke dalam kuvet yang berisi $9buffer TE.
Campuran dihomogenkan, dan diukur absorbansinya pashjang
gelombang 260 nm, dan 280 nm. Konsentrasi DNA uwlilgitdengan
menentukan rasio Ay/A.s Berikut merupakan rumus yang digunakan
untuk menghitung konsentrasi DNA.

Konsentrasi DNA (ug/ml) = 4o x faktor pengencer x 50y/ml
Ket: A260= nilai absorbansi pada panjang mggang 260 nm pada

larutan DNA yang diukur
FP = fator pengenceran
50 = OD260 sama dengan 1 makaasdtrgan 50 pug/ml
Kemurnian DNA diketahui dengan membandingkiasoebansi pada
panjang gelombang 260 nm dengan 280 nm.

3.2.3 Elektroforess DNA Hasil Isolasi

Gel agarosel % dibuat dengan memanaskan buladarose
sebanyak 0,3 gram dengan 30ml TBE hingga mendidimuklian
didinginkan hingga temperatur 60 °C selama 1-2 tneaiu
ditambahkan 0,5 pL EtBr dan digoyang-goyang. Sktiélacampuran
agarosedan EtBr dituangkan pada cetakan yang telah digasasir.
Bila telah mengeras, gel dan cetakannya dimasuk&atalam chamber
dan dituang TBE buffer sampai gel terendam, kenmuddNA dan
loading dye dimasukkan pada masing-masing sumurangath
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perbandingan (2:1) yaitu DNA sebanyak 2 pL daniligddye sebanyak
1 pL. Langkah selanjutnya yaitu menghubungkan eddit dengan
power supplydan nyalakan selama £30 menit. Setelah seleskiretia

dimatikan dan gel diambil kemudian dipindahkan keV-U
transiluminator lalu diamati hasilnya. Hasil tengebkemudian

didokumentasikan dengan kamera polaroid khusus.

3.24 Desain Primer

Desain primer dilakukan sebelum proses PCR. Pridiéesain
dengan mengacu padalatabase NCBI (National Center for
Biotechnology Information Pertama-tama, dilakukan pencarian sekuen
gen 12S rRNA dari spesigSobiopterus brachypteruampiran 2).
Kemudian langkah selanjutnya yaitu mencari spegssy memiliki
kesamaan gen dengan sekuen 12S rR3\rachypterusmenggunakan
program BLAST pada NCBI. Hasil yang didapatkan kdian dipilih
yang memiliki persentase kesamaan yang palingitselgtar 99 % - 80
%, sehingga didapatkan 56 spesies dari sekuen 2®8rRNA. Hasil
dari sekuen tersebut kemudiaral@tinment dengan software MEGA
5.03, lalu dicari daerah yamgnservedDaerah yangonservedersebut
nantinya akan didesain sebagai primer forward dammer reverse
(Lampiran 3). Panjang amplikon dari pembuatan degdimer sebesar
432 bp.

3.25 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Primer yang digunakan dalam proses PCR ini yatlABA CCC
AAA GGA CTT GGC -3' sebagdiorward primerdan 5- TCC GGT
ACA CTT ACC ATG -3' sebagaireverse primemdari sekuen gen 12S
rRNA G.brachypterussepanjang 432 bp. Komposisi PCR terdiri dari 2
pl ddH20, 5 pl PCR mix, 1 pl primer forward, 1 pinper reverse, dan
1 pul sampel DNA. Denaturasi awal dilakukan padaistkh°C selama 5
menit, kemudian 33 siklus dengan proses denatpeda suhu 95°C
selama 30 detik, annealing pada suhu 52,7 °C seBiindetik, dan
ekstensi pada suhu 72 °C selama 30 detik. Sedanuystnekstensi
dilakukan pada suhu 72 °C selama 10 menit. (Datwal 2010).
Verifikasi hasil PCR dilakukan dengan elektrofosesnenggunakan
agarosa 1,5 % yang mengandung 5 mg/ml Enidium bromidg
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Hasil elektroforesis dipapar di atas WMnsiluminator dan difoto
dengan kamerRolaroid.

3.2.6 Elektroforess DNA Hasil PCR

Gel agarosa yang digunakan adalah agarosa 1,5 %oy 0,45
gram ditambah dengan 30 finlis borateEDTA (TBE) 1x. Agarosa dan
TBE 1x dipanaskan di dalamicrowaveselama 2 menit. Setelah agak
dingin, tetapi belum mengeras, ditambahkan dengarl EtBr. Gel
dituang ke dalanplate yang telah dipasang sisiPlate diletakan pada
bidang datar dan diusahakan permukaan gel ratadi@amkan hingga
mengeras, dan setelah mengeras sisir dilepas, iggiddhkan ke
electrophoresis chambatan ditambahkan dengan TBE 1x hingga gel
terendam. DNA sebanyak3 dicampur dengan fil loading dye dan
dimasukan ke dalam sumur dengan hati-hati menggunmaicropippet
Running DNA dilakukan dengan menghubungkan katoda dan anod
pada sumber tegangan 50 V selama 1 jam. PengapitdedNA yang
terbentuk dilakukan dengan menggunakan UV transilator.

3.2.7 Purifikas DNA Hasl PCR

Sebelum dilakukan sekuensing. Hasil PCR harus ifiigasi
terlebih dahulu untuk menghilangkan protein, dant&minan lainnya.
Pertama-tama sampel hasil PCR spiindown kemudian ditambah
sodium asetat 1/1@olume dan EtOH absolute 2wolume , lalu
diinkubasi selama 45 menit pada suhu -20°C. Setalabes inkubasi
selesai, sampel PCR disentrifus dua kali dengaagetan 10.000 rpm
selama 10 menit pada suhu 4 °C dan kecepatan 1400@elama 5
menit pada suhu 4 °C. Supernatan yang terbentwianipsetengahnya
dan disisakan sedikit, lalu ditambahkan alkohof&@ebanyak 200 uL.
Setelah itu disentrifus dengan kecepatan 14.000 spilaima 10 menit
pada suhu 4°C. Supernatan yang terbentuk dibuamgadepipet , lalu
pellet dikeringkan dalam oven dengan suhu 55°Cel&etproses
pengeringan selesai, pellet dilarutkan dengan aguaebanyak 10 pL.
Hasil dari purifikasi DNA PCR ini diuji secara Kkitatif dengan
elektroforesis gel agarose 1,5% dalam 15 puL TBEapad
perbandingan antara loading dye dan sampel yangsdikkan yaitu
2:3.
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3.2.8 Running PCR Sekuensing

Running PCR sekuensing dilakukan untuk mengetalbuiien
DNA ikan lempuk khususnya gen 12S rRNA. Sekuensiiigkukan
dengan menggunakan sampel DNA ikan lempuk daril Ha6R.
Pertama-tama sebanyak 2 pL sampel DNA dimasukkardatam
thinwall kemudian ditambahkan dengan 7 ptOH4 pL primer, 4 pL
buffer sekuensing, dan 3 pRig dye Setelah itu thinwall dimasukkan
kedalam thermal cycle dan dirunning dengan prossmtdrasi pada
suhu 96 °C selama 10 detik, annealing pada sulRC S@lama 5 detik,
dan ekstensi pada suhu 60 °C selama 4 menit. FArosdikakukan 124
kali. Setelah itu dilakukan pendinginan pada sulC 4elama 10 menit
(Vosshall, 2001).

3.29 Purifikas DNA Hasil PCR Sekuensing & Running
Sekuensing

Purifikasi DNA hasil PCR sekuensing ini dilakukamtuk
membersihkan sekuen DNA yang tidak terlabel olehwvgoea
sekuensingRig dyg. Pertama-tama Sanpel DNA ditambahkan dengan
EDTA 0,126 M sebanyak 5 pL dan EtOH Absolute sebk§0 L,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 15 nteeielah proses
inkubasi selesai, sampel disentrifus dengan kearp&b00 rpm pada
suhu ruang selama 20 menit. Supernatan yang tebdmmudian
dibuang (sisakan sedikit), lalu ditambahkan AlkoF01% sebanyak 60
puL dan didinginkan selama 10 menit pada suhu -7(5&felah proses
pendinginan selesai, sampel disentrifus denganpi¢ge 7000 rpm
pada suhu ruang selama 10 menit. Supernatan yementek dibuang
dan keringkan pada suhu ruang selama 5 menit. Kiemuitambahkan
20 pL buffer Hi-Di™ Formamidé dan divortex selama 1 menit, lalu
dispindown Setelah itu sampel dipanaskan pada suhu 95 #haeb
menit, lalu dimasukkamefrigerator selama 5 menit. Setelah proses
pendinginan selesai, sampel DNA dimasukkan ke dalaie
sekuensing dan siap untuk dilakukan running seaongngang kedua
untuk mengurutkan basa nukleotida yang telah terldengan mesin
instrument ABI Prism 310Genetic Analyzedi Laboratorium Genetika,
Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Islam Negeriy Malang.
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3.2.10 AnalissData

Hasil urutan basa DNA ikan lempuk tipe dan tipe C yang
diperoleh dari sekuensing, dianalisis menggunakaitware MEGA
5.03. Hasil sekuensing tersebut kemudiaaligihmentdengan sekuen
gen 12S rRNA dari spesi€zobiopterus brachypterudan 11 spesies
dari subfamiliGobionellinaeyang diperoleh dargene bank(NCBI).
Setelah itu dilakukan perhitungan jarak genetik dekonstruksi pohon
filogenetik. Perhitungan jarak genetik digunakatuinmengetahui nilai
similaritas, sedangkan rekonstruksi pohon filog&gnetgunakan untuk
mengetahui hubungan kekerabatan antara spesiesdaatuspesies
lainnya. Berikut merupakan rumus untuk menghittinglaritas:

Persentase Similaritas = (1-Jarak Genetik) x100%

Hasil persentase yang didapatkan nantinya digunakantuk
mengetahui kesamaan genetik antara ikan lempukBigan tipe C,
ikan lempuk Ranu Grati dengaB.brachypterus, serta ikan lempuk
dengan 11 spesies dari subfar@bbionellinaeyang diambil dari Wang
et al (2001).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasdl Isolas DNA Ikan Lempuk Gobiopterus spp.

Total DNA lkan lempuk yang didapatkan sebanyak 86lat
(Lampiran 4), masing-masing 15 individu dari tiapehya, yaitu Bl
sampai B15 dan C1 sampai C15. Dari hasil isolasetat, hanya 4
isolat yang digunakan dalam penelitian ini, masimgsing dua isolat
pada setiap tipenya, yaitu isolat B4, B5, C11, @48. Pemilihan ini
berdasarkan ketersediaan sampel volume isolat DNA.

B4 B5 M Cl1 C13
B

10.000 bp

Gambar 4.1 Hasil uji kualitatif isolasi DNA lkan iguk
Keterangan :

B4, B5 : Ikan Lempuk tipe B
C11, C13 :lkan Lempuk tipe C
M : DNA Ladder

Berdasarkan hasil uji kualitatif dari isolasi DNAan lempuk
diatas dapat diketahui bahwa hasil isolasi DNA bkuciakup baik, hal
ini dibuktikan dengan munculnya satu pita tebalgpathsing-masing
isolat. Selain itu dapat diketahui juga panjang Dihole genomelari
Ikan lempuk tipe B maupun tipe C yaitu sebesarQ®iip.

18



Tabel 4.1 Hasil uji kuantitatif DNA ikan lempuk

No. | Sampel | A260 | A280 | Kemurnian DNA | Konsentrasi
1. B4 5.048 | 2.672 1.89 252,41
2. B5 2.752 | 1.439 1.91 137,62
3. |Cl1 5.091 | 2.662 1.91 254.57
4, | C13 4.293 | 2.293 1.87 214.65

Berdasarkan hasil perhitungan uji kuantitatif DNgan lempuk

dapat diketahui bahwa keempat sampel yang dipdiht memenuhi
syarat DNA murni.

4.2. Hasil Amplifikasi DNA I kan Lempuk Gobiopterus spp.

DNA ikan lempuk diamplifikasi dengan menggunakanrkaa

mitokondrial DNA vyaitu dari gen 12S rRNA. Penggumanitokondrial

DNA dalam penelitian ini didasarkan oleh keefektifgen-gen dalam
mitokondrial DNA untuk menyelidiki struktur populagan hubungan
kekerabatan antar spesies.

M B4

B5 C11 C13

500 bp 432 bp

Gambar 4.2 Hasil amplifikasi gen 12S rRNA ikan |empada gel

agarose 1,5 %.

Keterangan :

B4, B5 : Ikan Lempuk tipe B
C11,C13 :lkan Lempuk tipe C
M : DNA Ladder
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Berdasarkan hasil amplifikasi gen 12S rRNA ikan gdekn pada
gel agarose 1,5 % menunjukkan bahwa primer yangndipn dapat
mengamplifikasi gen 12S rRNA DNA ikan lempuk dengsenjang
amplikon yang telah sesuai yaitu sebesar + 43Z2Pbmilihan gen 12S
rRNA dari mitokondrial DNA dalam penelitian ini dsabkan karena
gen ini dapat digunakan untuk menyelidiki hubungekerabatan dari
suatu spesies. Menurut Morigz al (1987), Analisis mitokondria telah
digunakan secara luas untuk mempelajari evolusiktsir populasi,
aliran gen, hibridisasi, biogeografi, dan filogexiatu spesies hewan.
Sedangkan. Menurut Hilis dan Dix¢h991) dalam Wangt al (2001),
Sekuen dari gen ribosomal RNA yang terdapat dalaokondria dapat
digunakan untuk menduga filogeni diseluruh spektgang luas, dari
penelitian-penelitian yang mempelajari tentangsgketurunan diantara
hubungan kekerabatan dari suatu populasi maupusiespeyang
berkerabat dekat. Selain itu, Solihin (1994) mengledn bahwa gen
12S rRNA merupakan gen yang terkonservasi deng#n (beemiliki
kecepatan evolusi lambat) pada mitokondrial DNAhisgga dapat
digunakan untuk menyelidiki kesamaan asal muasaliént taxa

Hasil PCR vyang didapatkan kemudian dipurifikasi ulnt
menghilangkan primer dan reagen PCR mix (dNTRscléotide}
buffer PCR, Tag DNAPolymerase), sehingga nantinya didapatkan
DNA murni yang siap untuk disekuensing.

4.3. Hasll Sekuensing DNA lkan Lempuk

Hasil sekuensing DNA ikan lempuk berupa hasil pdeigram
yang diterjemahkan ke dalam urutan basa nuklesgganjang +432 bp
(Lampiran 5), Sekuensing DNA dilakukan dengan meanggan mesin
instrument ABI Prism 31Genetic Analyzer
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Gambar 4.3 Contoh Elektroferogram haS|I sekuensmigt BS

Keterangan : blok merah : Low base
blok kuning : Medium base
blok biru  : High base



Hasil sekuensing yang didapatkan berupa urutarentida, pada
hasil sekuensing didapatkan urutan nukeotida yaigkddengan tiga
macam warna yang berbeda, yaitu warna merah, Hewn, kuning.
Warna merah menunjukkan keakuratan pembacaan nialdegang
rendah, warna kuning menunjukkan pembacaan nuiteqtada level
medium, sedangkan warna biru menunjukkan pembanakteotida
yang paling tinggi, atau dengan kata lain, nuktsotyang dibaca oleh
mesin sekuenser sudah benar.

Berdasarkan hasil sekuensing dapat diketahui bahasil
pembacaan sekuensing sudah cukup baik, hal init ahigeat dengan
perolehan basa nukleotida dengan akurasi yangi tyagfy yang diblok
dengan warna biru.

4.4. Kesamaan Genetik Ikan Lempuk Tipe B dan Tipe C

Hasil sekuensing DNA ikan lempuk yang didapatkeemudian
dialignment untuk mengetahui homologi diantara sekdan dipotong
untuk menyamakan panjang sekuen. Setelah itu dipifarak genetik
keempat sampel tersebut.

Tabel 4.2 Hasil perhitungan jarak genetik ikanpektipe B & tipe C
dengan menggunakan model estimasi jarak Tamura-Nei

B4 BS Cl C13

B4 0.000 | 0.000 | 0.000
B5 | *0.000 0.000 | 0.000
C11 | *0.000 | *0.000 0.000

C13 | *0.000 | *0.000 | *0.000
Keterangan : *Histance/ jarak genetik
..)standart error

Berdasarkan hasil dari perhitungan jarak genetitaranikan
lempuk tipe B dan tipe C berdasarkan sekuen genrRAB\ dapat
diketahui bahwa ikan lempuk tipe B dan tipe C m#mihilai jarak
genetik sebesar 0 % dengan ngtndart errorsebesar 0 %, sehingga
dapat dikatakan bahwa ikan lempuk tipe B dan tipem€miliki
kesamaan sebesar 100 %, dan merupakan satu spasi@ssama
walaupun terdapat perbedaan morfologi diantara&eyhy berdasarkan
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hal ini dapat dikatakan bahwa terdapat sifat seékdumorfisme pada
perbedaan morfologi antara ikan lempuk tipe B maufije C, yaitu
perbedaan morfologi yang dapat dilihat dalam satesies yang
membedakan antara jantan dan betina. Hal ini selsugan pernyataan
Imam (2011) bahwa perbedaan bentuk sirip dorsalikeahtara ikan
lempuk tipe B dan tipe C adalah salah satu bes#ixkial dimorphism
Sehingga dalam hal ini terbukti bahwa ikan lemppk 8 dan Tipe C
merupakan spesies yang sama berdasarkan seku@2geRNA.

Seksual dimorfisme merupakan tanda-tanda luar ydapat
dipakai untuk membedakan ikan jantan dan ikan &etthka suatu
spesies ikan memiliki sifat morfologi yang jelastukn membedakan
ikan jantan betina maka spesies tersebut bersfgusl dimorfisme
(Rahardjo, 1980). Tjakrawidjaja (2006) menyebuthkahwa panjang
pangkal sirip anal jantan lebih panjang daripadién&ge panjang sirip
ekor jantan lebih panjang daripada betina, sertggti kepala jantan
lebih pendek daripada betina. Berdasarkan karalitetiersebut dapat
disimpulkan bahwa ikan lempuk tipe B merupakan ikanpuk betina
dan ikan lempuk tipe C merupakan ikan lempuk jantaal ini
dibuktikan dengan panjang sirip anal dan panjamgdstr §tandart
length (SL)) ikan lempuk tipe C lebih panjang daripadanidempuk
tipe B (Gb. 2.1 & Lampiran 1), serta pengamatamgsang pada ikan
lempuk yang telah memproduksi sel telur dan tidaknproduksi telur

Menurut Imam (2011), Panjang standar rata-rata Bpgaitu
sebesar 22 mm sedangkan tipe C sebesar 24 mm.ng§ehdapat
dikatakan bahwa diduga ikan lempuk tipe C merupakan lempuk
jantan dan ikan lempuk tipe B merupakan ikan lempakina. Ikan
lempuk tipe C memiliki tubuh yang lebih panjangl inasesuai dengan
acuan yang menyatakan bahwa perawakan ikan jaekan langsing
daripada betina (Yamazaki, 1996).
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Gambar 4.4 Perbedaan bentuk mulut pada ikan lertipekB & tipe C
yang mencirikan sifat sexual dimorphism Gambar
sebenarnya (1), gambar edit (I1).

Keterangan:

B : ikan lempuk tipe B (betina)

C :ikan lempuk tipe C (jantan)

Berdasarkan gambar diatas dapat diketahui bahwdapatr
perbedaan yang khas pada bentuk mulut ikan lempakg y
memproduksi sel telur dan tidak. Ikan lempuk yargmproduksi sel
telur memiliki bentuk mulut inferior, sedangkanriki@mpuk yang tidak
memproduksi sel telur memiliki bentuk mulut superidenurut Imam
(2011), lkan lempuk yang memiliki bentuk mulut menypai
G.brachypterugkearah inferior) yaitu ikan lempuk tipe B, sediay
yang memiliki bentuk mulut menyerup&.chuno (kearah superior)
merupakan ikan lempuk tipe C. Sehingga dalam hauki bahwa ikan
lempuk tipe B merupakan ikan lempuk betina sedamgkan lempuk
tipe C merupakan ikan lempuk jantan.

45. Kesamaan Genetik Antara lkan Lempuk Gobiopterus spp.
dengan Gobiopterus brachypterus

Dari keempat sekuen, dipilih masing-masing satweekuntuk
setiap tipenya, pemilihan ini diambil dari sekuemg paling bagus atau
yang memiliki jumlah basa nukleotida terbanyak dengembacaan
sekuensing yang paling tinggi nilainya, yaitu sekB& dan C11. Kedua
sekuen ini kemudian dialignment dengan spesibrachypterus
Setelah itu dilakukan pemotongan untuk menyamalkanapg seluruh
sekuen, lalu direkonstruksi pohon filogenetik daihitdng jarak
genetiknya. Total sekuen yang dianalisis sebesabp6
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Gambar 4.5 Pohon filogeNeighbour joiningdanMaximum likelihood
dengan model estimasi jarak Tamura-Nei antara sejee
12S rRNA ikan lempuk tipe B, C, &Gobiopterus
brachypterus

Tabel 4.3 Hasil perhitungan jarak genetik ant&aa lempuk tipe B, C,
& Gobiopterus brachypterusengan menggunakan model
estimasi jarak Tamura-Ndbgotsrap 100

Spesies 1 Spesies 2 Dist | Std. Err| Similaritas
G. brachypterus Ikan Lempuk Tipe B | 8,2% | 1,6% | 91,812 %
G. brachypterus Ikan Lempuk Tipe C | 8,2% | 1,6% | 91,812 %
Ikan Lempuk Tipe B | lkan Lempuk Tipe C | 0,0 %| 0,0 % | 100,000 %

Keterangan : Dist) Distance / jarak genetik
: Std. Err)Standart Error/ nilai kemungkinan kesalahan

Berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogeni (&%) dan hasil
perhitungan jarak antara ikan lempuk tipe B, C,gdexG.brachypterus
(Th. 4.3)dapat diketahui bahwa ikan lempuk tipe B dan tip@eniliki
nilai similaritas sebesar 100 % dengan rskaindart errorsebesar 0 %.
Sedangkan nilai similaritas antara ikan lempuk fenaupun tipe C
denganG.brachypterusyaitu sebesar 91,8 % dengan ni@ndart
error sebesar 1,6 %.
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Tabel 4.4 Hasil perhitungan jarak genetik antkaa lempuk tipe B, C,
dan G.brachypterusdengan menggunakan model estimasi
jarak Kimura 2-Parametebgotsrap 1001

Spesies 1 Spesies 2 Dist Std. Err | Similaritas
G. brachypterus Ikan Lempuk TipeB | 8,1% | 1,6% | 91,886 %
G. brachypterus Ikan Lempuk Tipe C | 8.1% | 1,6 % | 91,886 %
Ikan Lempuk Tipe B| Ikan Lempuk Tipe C| 0,0% | 0,0% | 100,000 %

Berdasarkan hasil perhitungan jarak genetik dengasel estimasi
jarak Kimura 2-Parameter dapat diketahui bahwarantean lempuk
tipe B dan tipe C memiliki nilai jarak genetik seshe 0 % dengan nilai
standarderror 0 %. Sedangkan antara ikan lempuk tipe B dan Gipe
denganG.brachypterusmenghasilkan nilai jarak genetik dan standart
error yang sama yaitu berturut-turut 8,1 % dan 1&8hingga dapat
dihitung nilai similaritasnya sebesar 91,8 %. Dhaaisil perhitungan
jarak genetik antara model estimasi jarak Tamuradé® Kimura 2-
parameter diketahui bahwa nilai hasil yang didagatkidak jauh
berbeda, hal ini menandakan bahwa perhitungan dadaging-masing
model sudah cukup baik, kedua model tersebut miemilodel rumus
perhitungan/algoritma yang berbeda namun keduargmasama
mengestimasi kemungkinan nilai jarak kekerabatamgyaaling dekat
diantara spesies. Cawthoghal (2012) menyatakan bahwa berdasarkan
sekuen gen 12S rRNA sebesar +490 bp, dua indivahg ymemiliki
nilai jarak genetik maksimal dengan model estinjasak Kimura 2-
Parameter sebesar 0.50 %, 2.30 %, dan 15.20 % d#makan
berturut-turut sebagai satu spesies, satu genasada famili. Sehingga
dapat dikatakan bahwa ikan lempuk diduga memildsdmaan famili
denganG.brachypterusnamun tidak satu genus maupun satu spesies
dengan G.brachypterus Walaupun demikian, dalam hal ini masih
diperlukan penelitian lebih lanjut dengan menggamakanjang basa
yang lebih dari 363 bp.

Sekuen gen 12S rRNA dari mitokondrial DNA dapatudigkan
untuk mengetahui hubungan kekerabatan dari sualividn pada
tingkat famili maupun genus. Menurut Alves$ al (1995), Gen 12S
rRNA pada mitokondrial DNA dapat digunakan untuk nmpelajari
hubungan kekerabatan filogenetik diantara taksaa pagel famili,
sedangkan Cawthoret al (2012) menyebutkan bahwa sekuen gen ini
mampu mengidentifikasi spesimen ikan sampai tingkaus.
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4.6. Kesamaan Genetik Antara lkan Lempuk dengan Ikan
Gobioidei Sub Family Gobionellinae Berdasarkan Sekuen Gen
12SrRNA.

Ikan lempuk di danau Ranu Grati diduga memiliki d@aan
family denganG.brachypterusyaitu famili Gobiidae Family Gobiidae
ini memiliki 5 subfamili yaitu subfamili Gobiinae, Sicydiinae,
Oxurdecinae, Amblyopinaajan Gobionellinae Ikan G.brachypterus
termasuk dalam subfamiliGobionellinae Berdasarkan hal ini
diperlukan penyelidikan lebih lanjut apakah ikaempuk masih
termasuk dalam satu subfamili yang sama de@brachypterus
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Sicyopterus longifilis
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Gambar 4.6 Pohon filogeaximum Likelihooddengan model estimasi jarak Tamura-Neodtstrap 1000)
berdasarkan data sekuen gen 12S rRNA ikan lempekgj C, & 11 spesies subfam@iobionellinae
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Tabel 4.5 Perhitungan jarak genetik antara ikample tipe B, C, & 11 spesies
menggunakan model estimasi jarak Tamura-Nei (bapt$000).

subfant@bbionellinaedengan

1 2 3 4 3 =] 7 =] 9 10 11 12 13
Ikan Lempuk Tipe B 0.0000.016(0.031|0.030 |0.033 |0.029 |0.029 (0.030 (0.031(0.031 |0.031 (0.032
Ikan Lempuk Tipe C 0.000 0.016|0.031|0.030 |0.033 [0.029|0.025 |0.030 |0.031|0.031 |0.031|0.032
Gobiopterus brachypterus 0.079 |0.079 0.030(0.027 (0.032 |0.031|0.021 |0.028 |0.021|0.030 (0.030 |0.029
Boleophtalmus pectinirostris 0.233 |0.233|0.232 0.029 |0.020 |0.020)0.026 |0.028 (0.023 |0.021 |0.020 [0.022
Brachygobius xanthomelas 0.243 |0.243|0.208|0.214 0.028 (0.027|0.026 |0.027 |0.026|0.026 |0.026 |0.025
Oligolepis acutipennis 0.243 |0.243|0.237|0.123|0.218 0.023 (0.027 |0.028 |0.024)0.020 |0.018 (0.020
Periophtalmus modestus 0.211 |0.211|0.229(0.126|0.203 |0.148 0.025 |0.030 |0.021)|0.019 (0.022 |0.020
Pseudogobius oligactis 0.213 |0.213|0.233|0.183|0.190 |0.188 |0.160 0.024 |0.023|0.024 |0.022 10.023
Redigobius bikolanus 0.228 |0.228|0.210(0.206|0.198 |0.200 |0.221 |0.157 0.027 (0.026 (0.026 |10.025
Rhinogobius sp. 0.236 |0.236|0.239|0.151|0.195 |0.150 |0.137 |0.134 |0.186 0.021 (0.023 |0.022
Sicyopterus longifilis 0.218 |0.218|0.221|0.129|0.190 |0.120 |0.112 |0.153 (0.183 (0.130 0.015 (0.011
Stenogobius sp 0.225 |0.225|0.224(0.129|0.183 |0.105 (0.142 (0.134 (0.191 |0.142|0.081 0.017
Stiphodon ornatus 0.235 |0.235|0.224|0.140|0.186 |0.119 |0.130|0.149 (0.176 [0.137 |0.046 |0.092

Keterangan : nilai jarak genetik ditulis denganmeahitam
: nilai standart errorditulis dengan warna biru
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Berdasarkan hasil rekonstruksi pohon filogenetikaximum
likelihood dan perhitungan jarak genetik dapat diketahui l@ahw
diantara 11 spesies ikan dari subfan@bbionellinae ikan lempuk
memiliki kekerabatan yang paling dekat dengabrachypterusyaitu
dengan nilai jarak genetik sebesar 7,9 % sehinggatddihitung nilai
similaritasnya sebesar 92.1 %, dengan nilai stkiffensi sebesar 100,
hal ini menandakan bahwa perhitungan jarak genstilah sangat
akurat. Sehingga dapat dikatakan bahwa, ikan l&mmemiliki
subfamili  yang sama dengarG.brachypterus yaitu subfamili
Gobionellinae

Dari hasil yang didapatkan menyatakan bahwa ikerplk masih
termasuk dalam satu famili deng@uobiopterus brachypterysiamun
masih terdapat keraguan apakah ikan lempuk berpegiasdenganG.
brachypterus. Sedangkan untuk hasil yang menyatakan bahwa ikan
lempuk merupakan spesies yang berbeda der@dmwachypterus
dimungkinkan benar. Menurut Nosil & Rundle (200A3lanyabarrier
geografis diantara satu populasi dan populasnjyarpada satu spesies
yang sama dalam jangka waktu yang lama dapat miragkin
spesiasi. Sehingga dari hal ini diduga bahwa spe&gesies dari
Gobiopterus spp. mengalami suatu spesiasi yang disebut spesiasi
alopatrik, karena walaupun jangkauan area tinggafi cpesies
Gobiopterusspp. ini luas, namun spesies ini hanya tinggahpkeckrah-
daerah tertentu. Imam (2011) menyatakan bahwaldmpuk memiliki
karakteristik yang khas yaitu memiliki satu bual ghada sirip dorsal
kedua, sedangkan pada.brachypterus yang dideskripsikan oleh
Kottelatet al (1993) tidak memiliki duri sirip. Sehingga dengataaya
perbedaan morfologi inilah yang diduga menjadilsaatu penyebab
ikan lempuk merupakan spesies yang berbeda déadpmahypterus

Menurut Leksono (2011), Spesiasi alopatrik adalaises spesiasi
yang terjadi pada area geografi yang berjauhanst@atu spesies yang
paling dekat hubungan kekerabatannya dan dipisalokaim barrier
geografis. Karena kedua daerah mempunyai perbedi@am banyak
hal, maka seleksi alam yang bekerja pada masingiqhagea akan
berbeda. Seiring dengan berjalannya waktu, kandungi@l dari
masing-masing populasi akan menjadi berbeda kames®s divergensi
genotip maupun fenotip. Berdasarkan hal ini dapgardbarkan bahwa
diduga dengan adanya perbedaan lingkungan tempggati ikan
lempuk denganG.brachypterus menyebabkan perbedaan adaptasi
diantara keduanya, dan dalam jangka waktu yang apat merubah
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kandungan alel diantara keduanya, sehingga teigpésiasi salah
satunya dengan modifikasi morfologi dari speséesetbut untuk dapat
bertahan hidup, salah satunya dengan pembentukanpdda sirip
seperti pada ikan lempuk. Namun dalam hal ini mams@gmerlukan
penelitian lebih lanjut, karena masih adanya kesagentang kesamaan
genus antara ikan lempuk d@rbrachypterus.

Gobiopterus brachypterusierupakan spesies ikan yang termasuk
dalam orddPerciformes subordoGobioidej famili Gobiidae subfamili
Gobionellinag genusGobiopterus Menurut Nelson (1994)Gobioidei
merupakan subordo terbesar dalam vertebrata, dirrexdapat 2000
spesies yang masih ada pada perairan air tawasrgst, dan perairan
air laut. Gobiodei atau yang sering disebut denigan gobioid ini
diklasifikasikan ke dalam 270 gen.brachypterusiikelompokkan ke
dalam famili Gobiidae karena memiliki limabranchiostegal rayyaitu
tulang yang menempel pada kulit untuk menutupirigspada ikan.
Famili Gobiidaememiliki 5 subfamili.G.brachypteruglikelompokkan
ke dalam subfamilgobionellinae karena memiliki ciri khas yaitu dua
epural, yang merupakan dua tulang tambahan diatasgt hipural
(tulang yang menempel pada tulang punggung teraétmrana tulang
punggung terakhir ini termodifikasi menjadiostylg.

4.7 Biogeografi Spesies |kan Gobioidei, Famili Gobiidae, Subfamili

Gobionellinae

Biogeografi merupakan suatu ilmu yang mempelajentang
makhluk hidup dan geografi, yaitu ilmu yang memjzlgoenyebaran
organisme (yang masih hidup maupun yang sudah purth bumi.
Faktor-faktor lingkungan seperti suhu, curah hujgenis tanah,
topografi dll dapat mempengaruhi pola penyebaratuswrganisme
makhluk hidup (Wanet al, 2003).

Larsonet al (2008) menyatakan bahwa subfan@pbionellinae
memiliki 36 spesies yang tersebar di kepulauan deda, Malaysia,
Singapore, Filipina, Papua Nugini, Thailand, Ciaa thdia.
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Tabel 4.6 Persebaran spesies itabioidej famili Gobiidae subfamili
Gobionellinag(Larsonet al, 2008).

No. | Nama Spesies Penemu Lokasi

1. Brachygobius doriae Gunther Sa, Si

2. Brachygobius kabiliensis Inger Si, Bo, M

3. Calamania illota Larson Si

4. Calamania polylepis Wu & Ni Shanghai

5. Calamania variegata Peters Si

6. Gnatholepis anjerensis Bleeker Si

7. Gnatholepis caurensis Bleeker Su, Si

8. Gobiopterus birtwistlei Herre Si, M

9. Gobiopterus brachypterus Bleeker Si,M,Ranu Grati
10. | Gobiopterus panayensis Herre Filipina

11. | Hemigobius hoevenii Lim & Larson Bo, Si, M

12. | Hemigobius mingi Herre Si, Ma

13. | Mugilogobius chulae Smith Thailand, Si
14. | Mugilobius fasciatus Larson Si

15. | Mugilogobius mertoni Weber Aus, Serangoon
16. | Mugilogobius platystomus Gunther Si, M

17. | Mugilogobius rambaiae Smith Thailand, Si
18. | Mugilogobius triginus Larson Si

19. | Oligolepis acutipennis Valenciennes India, Si

20. | Oxutrichthys auchenolepis Bleeker Si

21. | Oxutricthys microlepis Bleeker Madura, Si

22. | Oxyurichthys papuaensis Valenciennes Si, New Guinea
23. | Oxurichthys uronema Weber (Tl.Bi-ma), Si
24. | Pandakacf pygmaea Herre Filipina, Si

25. | Pseudogobiopsis oligactis Bleeker Amboina, Si
26. | Pseudogobiopsis siamensis Fowler Si, Thailand
27. | Pseudogobiopsis avicennia Herre Si

28. | Pseudogobiopsis Javanicus Bleeker Pacitan

29. | Pseudogobiopsis melanostictus Day India, Si

30. | Redigobius isoghnatus Bleeker Si

31. | Rhinogobius giurinus Rutter China, Si

32. | Stimatogobius borneensis Bleeker Bo, Si

33. | Stigmatogobius pleurostigma Bleeker Surabaya, M
34. | Stimatogobius sadanundio Hamilton Si, M

35. | Stigmatogobius sella Steindachner Bo, Si
Keterangan :

Daftar penyebaran yang diblok dengan warna abu-+aleuupakan

spesies yang tersebar di Indonesia.

Sa : Sarawak
Si : Singapura
Bo :Borneo

32

M  : Malaysia
Aus : Australia
Su : Sumatra



Dari hasil data penyebaran yang didokumentasikaim lohrsoret
al (2008) dapat diketahui bahwa terdapat 12 spesies stibfamili
Gobionellinaeyang tinggal di Kepulauan Indonesia, antara lartuy
Gnatholepis cauerensis, Brachygobius kabiliensi&obiopterus
brachypterus(spesies yang diduga sebagai ikan lemptidmigobius
hoevenii, Oxutrichthys microlepi®xurichthys papuaensis, Oxurichthys
uronema, Pseudogobiopsis oligactifPseudogobiopsis javanicus
Stimatogobius borneensis  Stigmatogobius pleurostigma
Stigmatogobius sella Berdasarkan hasil data penyebaran tersebut
diduga terdapat 4 kemungkinan kesamaan genus yauiigkidoleh ikan
lempuk, yaitu genus Gnatholepis Brachygobius, Gobiopterus
Hemigobius, Oxutricthy$seudogobiopsjslanStigmatogobius
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Gambar 4.7 Persebaran spesies {Babioidei,subfamiliGobionellinaedi Indonesia

Keterangan :

1. Sumatra@Gnatholepis cauerengis 6. Danau Ranu Grati, Pasuru@hlfrachypterus

2.Borneo Stigmatogobius borneenkis 7. Teluk Bima, Sumbawadikurichthys uronema
(Brachygobius kabiliensijgHemigobius hoevenii 8. Ambon Pseudogobius oligaclis
(Stigmatogobius selja 9. New GuineadOxutricthys papuaensis

3. PacitanPseudogobius javanicls
4. SurabayaStigmatogobius pleurostigrma
5. Madura QOxutricthys microlepis
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BAB V
PENUTUP

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukaapatl
disimpulkan bahwa berdasarkan sekuen gen 12S rRiKan lempuk
tipe B dan tipe C diduga merupakan satu spesieg gama, hal ini
dibuktikan dengan nilai jarak genetik sebesar 0d&h similaritas
sebesar 100 %. Kesamaan genetik antara ikan lengmrigan
G.brachypterussebesar 91.8 % dengan jarak genetik sebesar 8.2 %
Sedangkan dari hasil rekonstruksi pohon filogenetikaupun
perhitungan jarak genetik antara ikan lempuk dansp#&sies dari
subfamili gobionellinae menyatakan bahwa ikan lempuk memiliki
kekerabatan yang paling dekat dengan spésibeachypterus Setelah
dilakukan klarifikasi hasil dengan referensi yanglagatkan, ikan
lempuk diduga masih termasuk dalam satu famili sialofamili yang
sama dengafs.brachypterusnamun tidak termasuk dalam satu genus
yang sama dengda.brachypterus

5.2. Saran

Saran yang dapat diberikan pada penelitian setarguntara lain
yaitu:

1. Penggunaan basa sekuen gen 12S rRNA yang lebilangani
pada analisis identifikasi kesamaan genetik, yaitih dari 490
bp, agar hasil jarak genetik yang diperoleh dagzamndiingkan
dengan literatur yang didapat.

2. Diperlukannya penelitian yang berhubungan dengaalisis
fisiologi ikan lempuk untuk membuktikan kebenaramgaan
bahwa ikan lempuk tipe B berjenis kelamin betina dean
lempuk tipe C berjenis kelamin jantan.

3. Penggunaan sekuen gen mitokondrial DNA  yang tidak
conserved seperti cytochrome B, Cytochrome Oxidase 1,
maupun D-Loop, sehingga dapat diketahui nilai diitas
genetik dari ikan lempuk. Nilai diversitas geneiililah yang
nantinya digunakan sebagai informasi lanjutan dalssaha
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konservasi ikan lempuk, sehingga ikan lempuk tid&dan
punah dan tetap lestari demi menjaga keseimbangatair
makanan pada perairan Danau Ranu Grati, Pasuraag J
Timur.
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Lampiran 1. Karakter Morfologi I kan Lempuk tipe B, tipe C, G. Brachypterus, & G.chuno

Ciri-Ciri Tipe B Tipe C . brachypterus | (3.chuno

Jumlah dur sirip 4s/d 5 4s/d5 3 3

dorsal pertama

Jumlah duri dan [.7s/d 1.8 [.,7s/d1.9 g 8sd9

jari sirip dorsal

kedua

Jumlah duri dan [.L10s/d 113 [.11s/d1.15 11s/d 12 10s/d 11

jari sirip anal

Tinggi badan 4.5s/d 5kali lebih | 4s/d 4,5 kali lebih | 6 kali lebih 4. 5s/d 5kali

(BD) pendek dari pendek dari pendek dari lebih pendek dari
panjang standar panjang standar panjang standar | panjang standar
(5L) (5L) (SL) (SL)

Pigment pada pipi | Hitam vertikal Hitam vertikal Hitam vertikal Tidak ada tanda

dan batas pre-

operkulum

Warna pada Ada pigment Ada pigment Ada pigment Tidalk ada

dorsal midline hitam hitam hitam pigment

Panjang standar 22 mm (mean) 24 mm (mean) 18 mm 20 mm

(SL)
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Lampiran 2. Susunan Nukleotida Gen 12S rRNA Gobiopterus

LOCUS
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
source

TRNA

ORIGIN

—_

brachypteus dari Sumber NCBI

AF265404 979 bp DNA linear — VRT 20-SEP-2001

Gobiopterus brachypterus 12S ribosomal RNA gene, complete sequence;
mitochondrial gene for mitochondrial product.

AF265404

AF265404.1 GI:12658285

mitochondrion Gobiopterus brachypterus
Gobiopterus brachypterus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Actinopterygii; Neopterygii; Teleostei; Euteleostei; Neoteleostei;
Acanthomorpha; Acanthopterygii; Percomorpha; Perciformes;
Gobioidei; Gobiidae; Gobiinae; Gobiopterus.
1 (bases 1 to 979)
Wang, H. Y., Tsai,M.P., Dean, J. and Lee,S.C
Molecular phylogeny of gobioid fishes (Perciformes: Gobioidei)
based on mitochondrial 12S rRNA sequences
Mol. Phylogenet. Evol. 20 (3), 390-408 (2001)
11527466
2 (bases 1 to 979)
Wang, H. =Y. and Tsai, M. -P
Direct Submission
Submitted (10-MAY-2000) Institute of Zoology, Academia Sinica
Taipei 11529, Taiwan
Location/Qualifiers
1..979
/organism="Gobiopterus brachypterus”
/organelle="mitochondrion”
/mol_type="genomic DNA”
/db_xref="taxon:150303”
1..979
/product="12S ribosomal RNA”

caaaagcttg gtcctgactt tagtatcage tctggttaaa cttatacatg caagtatctg

61 caccccatgt gagaatgccec taccatactt ttcacctcca taagtttaag gagetggeat
121 caggcacgac ccactagtca gccaaaaaca ccttgtaata geccacaccee cacgggtect
181 cagcagtaat taatcttaag caataagtga aaacttgact tagttataca ccaaggagag
241 ccggtaaaac tcgtgccage caccgeggtt atacgagggg ctcaagttga tatattaacg
301 gcgtagaaag tggttactac atcgaattaa actaaageta aacaccctcet atgttgttat
361 acccacctga tggtaggaaa cattttccac gaaagt{ PrimerForwarc cactcca
421 ctaaagctag gaaacaaacc gggattagat accccgCrTrgrrragreet aaatagaagt
481 gtttatttac acccacctcc acttgccagg gaactacgag ccccagetta aaacccaaag
541 gacttggegg tgetttagac ccacctagag gagectgttc tagaaccgat aaccccegtt
601 taacctcacc cttcettgea tccecteege ctatataceg cegtegtcag cttaccectt
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661 gagggatcca caataagcat aattgctcag cccccaaaac gacaggtcga ggtgtagege
721 atgaaaggga aagaaatggg ctacattcaa acaat gaataacgga taatgttttg
781 aaatatacat tttaaggagg a agt aaagagaaa gcagagtgt tctcttgaaa
841 ctggecctga agegegeac accg aaa t attaaactat
901 aaataaaaca aag ag

961 gaaggtgcac




Lampiran 3. Desain Primer

Conserved region

.| M5: Ahgnment Explorer (new alignment 125 rRMNA mas)

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D W% =@5 WY ol

| DMA Seguences ]Translated Protein Sequences ]

| [zoecies fabhre

1. gi|lZ658285 |gb|AF2Z65404.1 |AF265404 Gobiopterus brachypterus 125

- gi|lZ658255 |gb |AFZEE402. 1 |AFE6540Z Pseudogobiopsis oligactis 12

- gi|1EELE2E77 | gb |AFZEE396.1 |AFEEE30E Bicyopterus longifilis 128 »

- gi|1Ze58F6]1 |gb [AFZEE5380. 1 [AFZEE380 Oxyelectris urophthalmoides

- gi|lZ658279 |gb |AFZEE325. 1 |AFE65398 Stenogobius sp. HYW-2001 128

- gi|l1Z26E2E7E | gb |AFZEE32E6. 1 |AFEEEIRE Periophthalmas modestus 123

&
2
4
(18, gi|lZe58259 |gb [AFZE537E. 1 |AFZE53YE Bostrychus sinensis 125 ribo
&
7
=]

- oil|1Z658260 | gh |AFZ65379. 1 |AFZ65373 Ophiocara porocephala 125 ri.

IER gi|1lZ6582Z81 |gb |AFZ65400. 1 |AFZ265400 Bhinogobius sp. HYW-Z001 125

||Lo. oi| 2655255 |gb |AFZ65372. 1 |AFZ65372 Eleotris melanosoma 128 rib

||LL. gill2eE8282 |gh|AF266401. 1|AF26E401 Redigobius bikolanus 122 i

(L2, gil|l2658252 |gh|AFZE5371. 11AFZ6E371 Eleotris fusca 128 ribosona.

(|13, gi|lZe55244 |gh|AFZE5563. 1 |AFZE5565 Boleophthalmus pectinirosty

|[14. gil|lZ558254|gh|AFZ65373. 1|AF265373 Electris acanthopoma 125 ri

[|LE. wi|lZeE828d |gh|AFZEE402. 1|AFZEE403 Brachygobius xanthonel 1z

16. owi|lZ658264 |gh|AFZ65383. 1|AF265383 Butis koilomatodon 128 riho

il?. oi| 146330251 |gb |EFZ15625.1| Buenia affinis 125 ribosomal BNA g

18. gi|l2658247 |gh|AF265366. 1 |AFZ6E365 Mogurnda mogirnda 128 ribos

|18 oil 12658245 |oh |AF266364 1|AF?6E364 Ophieleotris aporos 128 rih

|20, gi|12658278 |gh|AFZE5337. 1|AFZ65337 Stiphodon ornatus 125 ribos

([2l. gi|lz655248 |gb|AFZEE567. 1|AFZE5367 Mogurnda adspersa 128 ribos

|[BE2. wi|lZeE82E2|gh|AFZEE377.1| Bortrichthys marmoratus 128 ribosom

|23, gi|lZ6E8255 |gh|AFZEE374 1 |AFZEE374 Eleotris oxycephals 128 rib

||z4. @i|izesezas|gh|AFzE5365.1|AFZE5365 Uphieleotris =p.

125 riboso:

25. gi|lZ655265 |gb|AFZ65564. 1 |AFEE65354 Butis melanostigma 123 riboe

Z6. gi|lZEE82E] |ghb|AFZEE270. 1|AFEEE370 CGobiomorphus australis 128

|27 ol 12658280 |oh | AF266399 1 |AF26E399 Oligolepis acutipennis 128

“Site# 569 E]‘ & with © wio Gans

M =) Yahool Messen,.. | 1z prirner

= ™ |
|4 Microsoft O = U untitled - Paink

| R mesa 505
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Keterangan: Daerah conserved merupakan daerahdylargkari garis
berwarna merah muda. Daerah conserved tersebut -
nantinya akan dibuat sebagai primer forward.

Adapun rincian perolehan hasil desain primer ysetoagai berikut:

5'- AAACCCAAAGGACTTGGC -3' (Primer Forward) Sekuéf1-548

5'- TCCGGTACACTTACCATG -3' (Primer Reverse) Seki$b-962

e Jumlah %GC = 9/18x100%
=50%
e Tm = (E(A+T)x2)+((Z(G+C))x 4)
= ((9%x2)+(9x4))
= (18+36)
= 54°C
e Ta = 54°C-5°C
= 49°C

» Panjang amplikon sebesar 432 bp
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Lampiran 4. Hasil Uji Kualitatif I solasi DNA Ikan L empuk

Bl B2 B3 B4 B5 M B6 B7 B8 B9 B10 M

B11l B12 B13B14B15 M Cl C2C3 C4C5 M

C6 C7 C8 C9 Ci10 M Cli C12C13C14 C15 M

[ B - 3
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Lampiran 5. Diagram Hasil Sekuensing I solat B4, B5, C11, & C13

N Applied
Biggystems

Signal: G:617 A:358 T:340 C:374 AvgSig: 422

Sekeun Gen 12S rRNA Ikan Lempuk B4 ab1
b4
C#:1 WA1 Plate Name:Unassigned

KB1.40 KB.becp
KB_310_POP6_BDTv3_50Std.mob
TS:29 CRL:235 QV20+:237

E G? A
5 10 15

50 100 150 200

80 85 20

1050 1100 1150 1200

IAAAG GG CC CA GG

[cAGT GOCGGGC BGTGTGT

N LT - e e —m Em mmem o~ m o weomm Bm om---
C C CG TCAAA CT CCAT TTTT AGT GAGGCGTTTTATTTA GTTT GTTA GGTGTTT GCCC

20 25 30 35 40 45

1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600

50 55 80 85 70

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
aeus w8000 wnnnlafannfanl s sugaf o. __wsBsBBBBamn B0l ofaaninRiNRal
GCGC GCTTCAGGGCCAGTTTCAAG AG AACACTCTGTTTTCTCTTTACT GCT AAATCCTCCT T AA
95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950

AT GCTTGBTTTCAAAACATTGOGTCCGOGTTGTACAT TGATTCATT GAAT GT AGCCCATTTCTTTCCCTTTCATGC GCTACACCTCGA

160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
6000
4000
2000
LN FAv-N
B L B B T o B e e 2 o e e e e
2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950
InnBasian iR Roennnlonninnnionullac. - __ __ . 0B0BuNan- sanswoBodfablaae . s OB annm - _m- .
CCTGTCGTTTTGGGGGTGGGCCAATTATGCTTATTAT GAGACCCTCACGGGGT AAGCT GACGACGGCGCGT ATATAGGCG G CAGG
‘ 245 250 255 265 270 275 280 285 290 205 300 308 310 318 320 325
6000
4000
2000
B 0 e e e e
3050 3100 3150 3200 3250 3300 a3s0 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 arse 3800 3850 3900 3950
Inst Model/Name:310 /ABI PRISM 310 Duis Base Qe -"—'"_ Printed on: May 23,2012 15:59.07 GMT
Sequence Scanner v1.0 i it W_ Electropherogram Data Page 1 of 2
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