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ABSTRAK

Usaha perikanan hiu yang menjanjikan di negara Indonesia ini menjadikan
nilai produksi hiu terus meningkat dari tahun ke tahun. Menurut catatan
FAO, Indonesia berada diposisi teratas yang banyak memproduksi hiu
setiap tahunnya. Tingginya aktivitas penangkapan hiu berpengaruh besar
terhadap populasi yang memengaruhi keseimbangan ekosistem laut,
khususnya di perairan Kepulauan Bangka Belitung. Tujuan penelitian ini
yaitu untuk mengidentifikasi sirip ikan hiu secara molekuler dengan
menggunakan gen mitokondria cytochrome ¢ oxydase subunit | (COI) yang
didaratkan di pesisir Kabupaten Bangka Selatan. Metode penelitian terdiri
dari empat tahap: pengumpulan sampel sirip ikan hiu, identifikasi molekuler
(mtDNA gen Cytochrome Oxidase Subunit 1/COIl), analisis filogenetik dan
status konservasi ikan hiu. Hasil pencocokan karakter nukleotida gen COI
dilakukan dengan menggunakan program BLAST yang terintegrasi pada
laman GenBank dan menunjukkan bahwa kode sampel MSPUBB_HC 01
memiliki tingkat kemiripan 100% dengan spesies Chiloscyllium punctatum,
MSPUBB_HK 02 dan MSPUBB_HS 03 masing-masing memiliki tingkat
kemiripan 99.80% dan 99.69% dengan spesies Carcharhinus sealei. Jika
ditinjau dari data IUCN Red List, spesies Chiloscyllium punctatum dan
Carcharhinus sealei masuk dalam kategori Near threatened (Hampir
Terancam).

Kata Kunci: Bangka Selatan, COl, Identifikasi Molekuler, Ikan Hiu
ABSTRACT

This valuable shark fishery business in Indonesia means the value of shark
production continues to increase from year to year. According to FAO
records, Indonesia is in the top position which produces a lot of sharks every
year. The high activity of sharks has a major effect on the population which
affects the balance of the sea, especially in the waters of the Bangka
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Belitung Islands. The purpose of this study was to molecularly identify shark
fins using the mitochondrial cytochrome ¢ oxydase subunit | (COI) gene
landed on the coast of South Bangka Regency. The research method
consisted of four stages: shark fin samples, molecular channels (MtDNA
gene Cytochrome Oxidase Subunit 1 / COI), phylogenetic analysis and
conservation status of sharks. The results of the COIl gene nucleotide
character codes were carried out using the integrated BLAST program on
the GenBank page and showed that the MSPUBB_HC_01 sample code had
a 100% similarity level with the Chiloscyllium punctatum, MSPUBB_HK_02
and MSPUBB_HS 03 species each having a 99.80% and 99.69% similarity
level to the Carcharhinus species. When viewed from the IUCN Red List
data, the species Chiloscyllium punctatum and Carcharhinus sealei are in
the Near Threatened category.

Keywords: South Bangka, COI, Molecular Identification, Shark
PENDAHULUAN

Ikan hiu sebagai salah satu jenis ikan bertulang rawan
(Elasmobranchii), telah menjadi salah satu isu yang sedang hangat
dibicarakan di dunia internasional. Kelompok ikan ini merupakan makhluk
hidup yang unik, karena termasuk dalam salah satu jenis hewan purba yang
masih hidup dan juga memiliki karakteristik yang berbeda dengan ikan-ikan
bertulang sejati (Stevens et al.,, 2000). Usaha perikanan hiu yang
menjanjikan di negara Indonesia ini menjadikan nilai produksi hiu terus
meningkat dari tahun ke tahun. Menurut catatan FAO, Indonesia berada
diposisi teratas yang banyak memproduksi hiu setiap tahunnya (Stevens et
al., 2000; Traffic, 2002). Tingginya aktivitas penangkapan hiu berpengaruh
besar terhadap populasi secara lokal maupun nasional, yang memengarubhi
keseimbangan ekosistem laut. Hal tersebut didukung dengan siklus hidup
hiu yang panjang serta kemampuan reproduksi hiu yang rendah
mengakibatkan over eksploitasi sumberdaya ikan hiu dan rawan terhadap
ancaman kepunahan (Fahmi dan Dharmadi, 2005). Saat ini, jumlah
populasi hiu di Indonesia tengah mengalami penurunan. Menurut data
Kementerian Kelautan dan Perikanan tahun 2016, Indonesia merupakan
negara produsen hiu terbesar di dunia, dengan kontribusi sebesar 16,8%
dari total tangkapan dunia. Selain itu, penurunan populasi hiu juga terjadi
akibat eksploitasi berlebihan yang didorong oleh tingginya permintaan akan
produk-produk satwa tersebut seperti sirip dan daging yang diolah menjadi
menu makanan. Pada tahun 2014-2016, WWEF-Indonesia menemukan
fakta bahwa beberapa restoran dan hotel di Jakarta dapat menghidangkan
sekitar 12.622 kg sirip hiu dalam kurun waktu satu tahun (WWF, 2018).

Terbatasnya informasi basis data yang berhubungan dengan ikan hiu
menurunkan pengawasan ataupun peraturan yang mengatur jumlah
tangkapan produksi dan ukuran layak tangkap. Sehingga kondisi ini
dikhawatirkan berdampak terhadap kelangsungan hidup hiu di Indonesia
khususnya di Perairan Kabupaten Bangka Selatan. Salah satu basis data
penting yang harus dilakukan yaitu identifikasi akurat untuk spesies ikan hiu
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yang didaratkan di Kabupaten Bangka Selatan sebagai acuan dalam
penentuan status konservasi dan hal tersebut menjadi langkah dasar yang
dapat diambil untuk meningkatkan efektivitas manajemen strategi
konservasi dan pengelolaan hiu di Kepulauan Bangka Belitung.

Identifikasi konvensional umumnya sulit dilakukan pada sampel sirip
ikan hiu karena tidak dapat diamati secara utuh pada morfologinya,
sehingga metode identifikasi molekuler dapat membantu proses identifikasi
karena hanya membutuhkan sedikit jaringan tubuh dari ikan hiu tersebut.
Gen pengkode protein yang digunakan untuk identifikasi spesies adalah
gen Cytochrome c oxidase subunit | (COIl). COl merupakan sekuen gen
pendek yang dipilih diantara banyaknya gen yang digunakan sebagai gen
standar identifikasi khusus untuk spesies hewan berbasis DNA barcode
(Zein, 2007). Penelitian ini bertujuan mengidentifikasi sirip ikan hiu secara
molekuler dengan menggunakan gen mitokondria COIl dan penentuan
status konservasinya untuk keberlanjutan pengelolaan hiu terutama di
Kepulauan Bangka Belitung.

MATERI DAN METODE
Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Juli — November 2020.
Pengambilan sampel sirip ikan hiu diambil dari sumber pendaratan yang
potensial di pesisir Kabupaten Bangka Selatan. Pengambilan sampel
dilakukan dengan mengambil sebagian kecil potongan organ tubuh sirip hiu
tersebut untuk selanjutnya dilakukan proses identifikasi dan analisis
molekuler di laboratorium.

Identifikasi Molekuler

Identifikasi molekuler dimulai pada proses destruksi jaringan dan
purifikasi DNA sirip hiu. Ekstraksi dan purifikasi DNA menggunakan kolom
silika yang terdiri dari 4 tahap, diantaranya lysis, binding, washing dan
elution dengan mengikuti prosedur DNeasy Blood and Tissue Kit. Bagian
dari tubuh ikan yang akan diekstraksi, yaitu potongan daging dengan berat
5-10 mg. Amplifikasi gen COI (Cytochrome c¢ Oxidase Subunit 1)
menggunakan primer forward FishF2_t1 dan primer reverse FishR2_tl
(Ward et al., 2005). DNA amplifikasi melalui perlakuan temperatur
denaturasi awal pada suhu 95°C selama 1 menit, denaturasi pada 95°C
selama 15 detik, annealing pada 48-54°C selama 15 detik, dan extension
pada 72°C selama 10 detik (35 siklus), dan final extension pada 72°C
selama 10 menit (Eugene et al., 2009).

Campuran bahan yang digunakan adalah GoTag®Green Master Mix
(25-50 pl), primer forward (0,5-5 pl), primer reverse (0,5-5 ul), ekstrak DNA
(1-5 ul), dan Nuclease-Free Water (50 pl). Bahan-bahan tersebut
dimasukkan ke dalam eppendorf kemudian di running sesuai dengan
perlakuan suhu di atas. Selanjutnya proses elektroforesis yang merupakan
proses bergeraknya molekul bermuatan pada suatu medan listrik yang
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digunakan untuk pemisahan makromolekul (seperti protein dan asam
nukleat) (Fatchiyah et al., 2011) menggunakan gel agarose 1 %. Proses
sekuensing DNA dilakukan untuk analisis sekuens DNA amplikon hasil PCR
dengan automated DNA sequencer setelah dilakukan purifikasi terlebih
dahulu dan dilakukan tahap cycle sequencing menggunakan kit Big Dye
Terminator® v3.1 (Applied Biosystem). Hasil dari sekuensing dilakukan
homologi BLAST dengan memasukkan kode genetik ke dalam GenBank.

Penyusunan DNA Consensus

Penyusunan DNA consensus menggunakan software MEGA X, yang
meliputi; proses trimming, reverse compliment dan alignment. Proses
alignment dilakukan dengan bantuan software MEGA X (Tamura et al.,
2013). Sekuens yang telah melalui proses alignment, selanjutnya
dicocokan ke database nukleotida yang terdapat pada situs database
nukleotida secara online, yaitu situs GenBank National Center for
Biotechnology Information. Sekuens DNA consensus dicocokkan ke
database genbank dengan menggunakan fasilitas nucleotida blast yang
terintegrasi di laman GenBank (Claveire dan Notredame, 2003).

Analisis Filogenetik

Filogenetik molekuler merupakan studi hubungan evolusioner antar
organisme dengan menggunakan data molekuler berupa urutan nukleotida
atau asam amino (Graur and Li, 2000). Studi filogenetik bertujuan untuk
rekonstruksi hubungan kekerabatan antara organisme (Aprilyanto dan
Sembiring, 2016). Berdasarkan analisis, sekuen yang mempunyai
kedekatan dapat diidentifikasi dengan menempati cabang yang
bertetangga pada pohon. Ketika keluarga gen ditemukan dalam organisme
atau kelompok organisme, hubungan filogenetika diantara gen dapat
memprediksikan kemungkinan yang satu mempunyai fungsi yang ekuivalen
(Mcdonald dan Kreitman, 1991; Nielsen dan Yang, 1998).

Penentuan Status Konservasi

Hasil yang diperoleh dari identifikasi molekuler dianalisis status
konservasinya dengan menggunakan IUCN (International Union for
Conservation of Nature and Natural Resources). Tujuan didirikannya IUCN
adalah untuk membantu komunitas di seluruh dunia dalam konservasi alam.
Kategori status IUCN Red List merupakan kategori yang digunakan oleh
IUCN dalam melakukan klasifikasi terhadap spesies-spesies berbagai
makhuk hidup yang terancam kepunahan. Penentuan status konservasi
ikan Pari Hiu yang didapatkan pada penelitian ini adalah mengacu pada
Pedoman Daftar Merah (Red List) IUCN.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel sirip hiu didapatkan dari sumber pendaratan ikan yang
potensial di pesisir Kabupaten Bangka Selatan. Sampel sirip ikan hiu yang
diambil hanya sebagian kecil potongan organ sirip hiu tersebut, kemudian
sampel yang diperoleh dibawa ke laboratorium untuk diidentifikasi secara
molekuler. Hasil PCR dan elektroforesis menunjukan adanya pita DNA
pada masing-masing lintasan sampel DNA ikan hiu yang teramati pada
posisi panjang amplikon sekitar 600-700 bp dengan menggunakan ukuran
1 kb DNA ladder sebagai pembanding (Gambar 1).

Gambar 1. Hasil visualisasi amplifikasi gen COI sampel sirip hiu dengan gel
agarose 1%

Keterangan:

1 = Kode sampel MSPUBB_HC 01
2 = Kode sampel MSPUBB_HK_02
3 = Kode sampel MSPUBB_HS 03
Hasil Sekuensing DNA lkan Hiu

Hasil sekuensing tiga sampel sirip ikan hiu diperoleh susunan basa
649 - 681 (Tabel 1).

Tabel 1. Susunan Basa lkan Hiu

Kode sampel: MSPUBB_HC 01 = 681 susunan basa

CCTCATTATCTTTGGTGCATGAGCAGGAATAGTAGGTATAGCTCTTAGCCTT
TTAATCCGCGCTGAATTAAGTCAACCTGGATCCCTTCTAGGTGATGATCAGA
TTTATAATGTAATCGTAACAGCCCATGCTTTTGTAATAATTTTCTTTATAGTAA
TGCCTGTAATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTAGTACCCCTAATAATTGG
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TGCGCCTGATATAGCCTTTCCTCGAATAAATAATATAAGCTTTTGATTACTTC
CTCCTTCATTCCTATTACTTTTAGCCTCTGCAGGAGTTGAAGCCGGAGCAG
GAACAGGGTGAACTGTTTACCCACCTTTAGCAGGTAATTTAGCCCACGCAG
GAGCATCAGTTGATTTAACTATTTTCTCCTTACACTTAGCAGGAATTTCATCA
ATCCTAGCCTCTATCAATTTCATCACAACCATTATCAATATAAAACCACCAGC
CATTTCTCAATATCAAACACCCTTATTTGTATGATCAATTCTTGTAACTACCA
TCCTTCTACTTCTTTCATTACCAGTTCTAGCAGCAGGTATTACTATATTACTT
ACAGATCGAAACCTAAATACAACATTCTTTGATCCAGCAGGAGGAGGCGAT
CCTATTTTATATCAACACCTATTCTGATTCTTTGGCCACCAAGAAAGTCTAAA

Kode sampel: MSPUBB HK 02 = 649 susunan basa

CTCGTGAACGCACTCACCCTCTATATTCGAGCTGCCATTGACCCATCAGGA
TATCTGTTACGAGATGGTGAAAATTGTCAGGATCTTTGCAAGAACCATGCAT
TGATTCTTTGGCCACCCATAATTCTAACAATCATAATTGGTGGTTTCGGAAA
CTGATTAATTCCTTTAATAATTGGTGCACCAGATATAGCCTTCCCACGAATA
AATAACATAAGCTTCTGACTTCTCCCACCATCATTTCTTCTTCTCCTTGCCTC
TGCTGGAGTAGAAGCTGGAGCAGGTACTGGTTGAACAGTCTACCCTCCACT
AGCTAGCAATCTAGCACATGCCGGACCATCTGTTGATTTAGCTATTTTCTCC
CTTCATTTAGCCGGTGTTTCATCAATTTTAGCTTCAATTAATTTTATTACAAC
CATTATTAACATAAAACCACCAGCTATCTCCCAATACCAAACACCATTATTTG
TTTGATCTATTCTTGTAACCACTATTCTTCTTCTCCTCTCACTTCCAGTTCTT
GCAGCAGGGATTACAATATTACTTACAGATCGTAACCTTAATACTACATTCT
TTGATCCTGCAGGTGGAGGAGACCCAATCCTTTACCAACATTTATTTTGATT
CTTTGGCCACCCAGAAAGTCTAA

Kode sampel: MSPUBB HS 03 = 680 susunan basa

CCTTTCTGATTTTGGTGCATGAGCAGGTATAGTCGGAACAGCCCTAAGTCT
CCTAATTCGAGCTGAACTTGGACAACCTGGATCACTGTTAGGAGATGATCA
GATTTATAATGTAATCGTAACCGCCCATGCTTTCGTAATAATCTTTTTCATGG
TCATACCAATCATAATTGGTGGTTTCGGAAACTGATTAATTCCTTTAATAATT
GGTGCACCAGATATAGCCTTCCCACGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTTC
TCCCACCATCATTTCTTCTTCTCCTTGCCTCTGCTGGAGTAGAAGCTGGAG
CAGGTACTGGTTGAACAGTCTACCCTCCACTAGCTAGCAATCTAGCACATG
CCGGACCATCTGTTGATTTAGCTATTTTCTCCCTTCATTTAGCCGGTGTTTC
ATCAATTTTAGCTTCAATTAATTTTATTACAACCATTATTAACATAAAACCACC
AGCTATCTCCCAATACCAAACACCATTATTTGTTTGATCTATTCTTGTAACCA
CTATTCTTCTTCTCCTCTCACTTCCAGTTCTTGCAGCAGGGATTACAATATTA
CTTACAGATCGTAACCTTAATACTACATTCTTTGATCCTGCAGGTGGAGGAG
ACCCAATCCTTTACCAACATTTATTTTGATTCTTTGGCCACCAGAAAGTCTAA
A

Hasil sekuensing berupa urutan basa dianalisis menggunakan
database GenBank yang berada di bawah NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Database tersebut merupakan database primer
yang menampung semua urutan DNA yang didepositkan oleh para peneliti
dari seluruh dunia. Teknik pencarian berdasarkan kekerabatan antar data
menggunakan program pencari yang terdapat dalam database tersebut.
Dua program yang banyak digunakan adalah Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) dan FASTA. Dari program tersebut diperoleh bahwa
sekuensing sampel sirip ikan hiu dengan kode sampel MSPUBB_HC 01
memiliki tingkat kemiripan 100% dengan spesies Chiloscyllium punctatum,
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MSPUBB_HK_ 02 dan MSPUBB_HS 03 masing-masing memiliki tingkat
kemiripan 99.80% dan 99.69% dengan spesies Carcharhinus sealei (Tabel
2).

Tabel 2. Nama Spesies dan Persentase similarity

Kode Sampel Spesies % Query % Per
Cover ldent
MSPUBB_HC 01 Chiloscyllium punctatum 94 100
MSPUBB_HK_ 02 Carcharhinus sealei 76 99.80
MSPUBB HS 03 Carcharhinus sealei 95 99.69

Analisis Filogenetik

Hasil analisis pohon filogenetik menggunakan metode Neighbour-
joining tree. Rekonstruksi tersebut menunjukkan bahwa hiu yang didaratkan
di Kepulauan Bangka Belitung terbagi ke dalam 2 famili yaitu Hemiscylliidae
dan Carcharhinidae sehingga membentuk 2 kelompok (Cluster) sesuai
dengan familinya. Pohon filogenetik memperlihatkan bahwa hasil analisis
BLAST sesuai dengan karakteristik cabang yang dibentuk oleh pohon
filogenetik. Semakin banyak urutan nukleotida (sekuen) yang sama maka
nilai similaritasnya akan semakin tinggi sehingga posisinya di dalam
percabangan pohon filogenetik akan semakin berdekatan (Rahmad, 2013).

19 |1 MK422106.1 Carcharhinus sealei (COI)
JN313265.1 Carcharhinus coatesi (COI)
- MT456076.1 Carcharhinus brevipinna (COI)
100 | MSPUBB SM Rhynchobatus springeri
’_{ MG792088.1 Rhynchobatus springeri (COI)
100 LI:DQ1DB‘|98.1 Rhynchobatus cf. laevis (COI)
66 GUB74342.1 Rhynchobatus cf. australiae {COI)
GU440214.1 Alopias superciliosus (COI)
100 [ MSPUBB HC Chiloscyllium punctatum
JN213263.1 Chiloscyllium punctatum (COI)
MG5E74425.1 Chiloscyllium plagiosum (COI)
KF899628.1 Chiloscyllium griseum (COI)
EU388651.1 Centrophorus atromarginatus (COI)

65 MSPUBB HK Carcharhinus sealei
95 |l MSPUBB HS Carcharhinus sealei
100

76

100

41

0.050

Gambar 2. Pohon filogenetik sampel ikan hiu yang didaratkan di Kabupaten
Bangka Selatan
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Konstruksi pohon filogenetik ikan hiu menunjukkan bahwa kelompok
pertama ditempati oleh famili Carcharhinidae dengan spesies Carcharhinus
sealei. Hiu jenis Carcharhinus sealei terletak pada satu cabang pohon
sehingga memiliki hubungan kekerabatan yang tinggi dengan nomor kode
akses pada GenBank MK422106.1 dan kelompok kedua yaitu family
Hemiscyllidae yaitu hiu dengan jenis Chiloscyllium punctatum. Hiu jenis
Chiloscyllium punctatum terletak pada satu cabang pohon karena memiliki
sekuen yang sama sehingga memiliki hubungan kekerabatan yang tinggi
dengan nomor kode akses pada GenBank JN313263.1.

The evolutionary relationships of taxa dianalisis dengan menggunakan
metode Neighbour-joining (Saitou dan Nei, 1987). Pohon optimal dengan
panjang cabang yang ditampilkan = 0.83346556. Persentase pohon
replikasi dimana setiap taksa yang terkait akan berkelompok (cluster) dalam
tes bootstrap 1000 ulangan yang ditampilkan di sebelah cabang
(Felsenstein, 1985). Jarak evolusi dihitung dengan menggunakan metode
Kimura 2-parameter (Kimura M. 1980) dan berada dalam unit jumlah
substitusi dasar per-site. Ada sekitar 635 posisi dalam dataset terakhir.
Analisis evolusi ini dilakukan dengan menggunakan MEGA X (Kumatr, et al.,
2018; Stecher, et al., 2020).

Status Konservasi

Berdasarkan status konservasinya, spesies Chiloscyllium punctatum
masuk dalam kategori Near threatened (Hampir Terancam) (Dudgeon et al.,
2016), begitu pula dengan spesies Carcharhinus sealei yang masuk dalam
kategori Near threatened (Hampir Terancam) (White, 2003). Status
konservasi tersebut ditentukan oleh badan internasional IUCN
(International Union for Conservation of Nature and Natural Resources)
yang fokus pada usaha konservasi hiu dan pari (Elasmobranchii). Kategori
Hampir Terancam (Near threatened) diberikan kepada jenis yang diyakini
akan terancam keberadaannya di masa mendatang, dan apabila tidak ada
usaha pengelolaan terhadap jenis tersebut.

Melihat peningkatan status konservasi untuk ikan hiu, maka perlu
dilakukannya konservasi dan pengelolaan yang spesifik. Pengelolaan
tersebut tidak dapat dilakukan oleh satu institusi saja melainkan kerjasama
dengan berbagai pihak menggunakan pendekatan co-management.
Pendekatan co-management mewajibkan pemerintah membuat regulasi
yang lebih ketat dalam teknis pengelolaannya. Disisi lain, perlu adanya
sosialisasi terhadap pihak swasta agar mengurangi tingkat permintaan
konsumsi sirip ikan hiu atau sosialisasi dengan melarang menjual sup sirip
ikan hiu. Sedangkan masyarakat perlu secara bertahap ditingkatkan
kesadarannya untuk tidak menangkap ikan hiu ataupun siripnya, tetapi
tetap didorong untuk meningkatkan konsumsi jenis ikan lainnya yang tetap
tergolong ekonomis penting. Semua upaya ini harapannya dapat
memberikan kontribusi dalam mempertahankan keberlangsungan populasi
Ikan hiu di perairan.
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KESIMPULAN

Hasil pencocokan karakter nukleotida gen COI dilakukan dengan
menggunakan program BLAST yang terintegrasi pada laman GenBank dan
menunjukkan bahwa sampel sirip ikan hiu dengan kode sampel
MSPUBB_HC 01 memiliki tingkat kemiripan 100% dengan spesies
Chiloscyllium punctatum, MSPUBB_HK_02 dan MSPUBB_HS_03 masing-
masing memiliki tingkat kemiripan 99.80% dan 99.69% dengan spesies
Carcharhinus sealei. Berdasarkan status konservasinya, spesies
Chiloscyllium punctatum dan Carcharhinus sealei masuk dalam kategori
Near threatened (Hampir Terancam).
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