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Abstract — Tekolok Estuary has high diversity of fishes including barred mudskipper (Periophthalmus argentilineatus).
However, research on the genetic characterization of barred mudskipper from Tekolok Estuary based on 16S
mitochondrial gene has never been conducted. Therefore, the aims of this study were to analyze genetic characterization
and genetic variation of 9 samples of barred mudskipper (Periophthalmus argentilineatus Valenciennes, 1837) collected
from Tekolok Estuary based on 16S mitochondrial gene. The method used was a PCR method using a thermal cycler
and universal primers 16Sar and 16Sbr. The data obtained was then analyzed using GeneStudio, DNASTAR, BLAST,
Mesquite, MEGAX, DnaSP, and NETWORK. Analysis of intrapopulation genetic variations detected 3 haplotypes
with 2 variable sites without parsimony informative site. The results revealed low values of haplotype diversity and
nucleotide diversity which were 0.417+0.191 and 0.00079+0.00039, respectively. In addition, genetic distance of the
barred mudskipper investigated in this study was 0-0.355% (average 0.079%). This result showed that there were
polymorphisms and genetic variations ar the intrapopulation level in barred mudskippers from Tekolok Estuary.

Keywords: Barred Mudskipper, Periophthalmus argentilineatus, Tekolok Estuary, polymorphism, 168 mtDNA.

Abstrak —Muara Tekolok, Lombok Timur, Nusa Tenggara Barat merupakan salah satu muara dengan biodiversitas
ikan tinggi dan salah satu jenis ikan yang banyak ditemukan adalah ikan glodok (Periophthalmus argentilineatus).
Namun demikian, penelitian mengenai karakterisasi genetik ikan glodok dari Muara Tekolok menggunakan gen
mitokondria 16S sebagai penanda molekuler belum pernah dilakukan. Oleb karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis karakterisasi genetik dan variasi genetik 9 sampel ikan glodok (Periophthalmus argentilineatus
Valenciennes, 1837) dari Muara Tekolok berdasarkan gen mitokondria 16S. Metode yang digunakan pada penelitian
adalah metode PCR menggunakan thermal cycler dan primer universal 16Sar dan 16Sbr. Data yang diperoleh
selanjutnya dianalisis menggunakan program GeneStudio, DNASTAR, BLAST, Mesquite, MEGAX, DNAsp, dan
NETWORK. Hasil analisis variasi genetik intrapopulasi menunjukkan babwa dari 9 sampel ikan glodok yang diteliti
terdeteksi 3 haplotype dengan 2 situs polimorfik tanpa parsimony informative site. Hasil penelitian juga menunjukkan
nilai keragaman haplotipe yaitu 0,417 + 0,191 dan nilai keragaman nukleotida adalah 0,00079+ 0,00039 serta
jarak genetik intrapopulasi antara 0%-0,355% dengan rata-rata 0,079%. Hasil penelitian menunjukkan adanya
polimorfisme pada level intrapopulasi dan mengindikasikan adanya variasi genetik pada ikan glodok dari Muara
Tekolok.

Kata kunci: lkan glodok, Periophthalmus argentilineatus, Muara Tekolok, polimorfisme, gen mitokondria 16S.

PENDAHULUAN

Muara Tekolok merupakan salah satu

dari banyak muara yang berada di Lombok
Timur, Nusa Tenggara Barat. Terdapat
banyak variasi ikan yang dapat ditemukan di
Muara Tekolok, seperti ikan lontok dan ikan
glodok. Ikan glodok merupakan salah satu
ikan banyak dikonsumsi masyarakat pesisir
untuk memenuhi kebutuhan protein hewani.

Pada daerah Cilacap dan Karawang, ikan ini
biasa dikonsumsi sebagai ikan kering atau
ikan asap. Ikan glodok memiliki kandungan
gizi yang tinggi antara lain protein, asam
lemak omega-6 dan omega-3 (Purwaningsih
dkk., 2014). Tkan glodok dapat ditemukan
pada habitat yang berlumpur seperti hutan
mangrove dan mampu beradaptasi dengan
dengan  cara

lingkungan  berlumpur
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menyimpan air dan udara pada gill chambers-
nya yang membesar dan mampu melompat
di atas lumpur untuk menghindari predator
pada waktu surut (Arief, 2003). Penelitian
mengenai keanckaragaman genetik ikan
glodok telah banyak dilakukan di seluruh
dunia, yaitu antara lain Afrika Timur,
Malaysia, Sulawesi (Polgar ez al., 2014) dan
Guangdong, China (Qiu ez 4l., 2015).

Di Indonesia, penelitian
keanekaragaman  genetik ikan  glodok
sebelumnya dilakukan oleh Dahruddin ez a/.
(2016) di Jawa dan Bali menggunakan DNA
barcode memperlihatkan adanya tiga spesies
ikan glodok yaitu P.argentilineatus, P.kalolo,
dan P.novemradiatus. Selanjutnya Arisuryanti
et al. (2018) menemukan dua spesies yaitu
P.argentilineatus dan P.kalolo di Laguna
Bogowonto, Yogyakarta. Penelitian
sebelumnya yang dilakukan oleh Rha’ifa ez al.
(2021) menunjukkan bahwa ikan glodok
yang dikoleksi dari Muara Tekolok
menggunakan gen COI dengan metode
DNA barcoding teridentifikasi sebagai spesies
Periophthalmus  argentilineatus. ~ Namun
demikian belum ada informasi variasi genetik
intrapopulasi ikan glodok di Muara Tekolok.

Data variasi genetik intrapopulasi
merupakan data yang penting dalam usaha-
usaha konservasi broodstock ikan glodok di
habitatnya. Salah satu gen yang dapat
digunakan untuk mendeteksi variasi genetik
intrapopulasi adalah gen mitokondria 768S.

Gen mitokondria 76S bersifat lestari
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(conserved), schingga jika ada perbedaan
nukleotida antar sampel didalam populasi
dapat diindikasikan adanya variasi genetik
intrapopulasi  (Cawthorn ez al., 2012).
Berdasarkan hal tersebut, maka penelitian ini
bertujuan untuk mendeteksi variasi genetik
intrapopulasi  ikan glodok dari Muara
Tekolok, Lombok Timur, Nusa Tenggara
Timur menggunakan gen mitokondria 768
sebagai penanda molekuler. Penggunaan gen
mitokondria 16S untuk deteksi variasi
genetik pada ikan air tawar pernah dilakukan
antara lain pada ikan tembakang (Arisuryanti
et al., 2019) dan ikan anggota famili
Serranidae (Saad, 2019). Data penelitian
yang didapatkan nantinya dapat digunakan
untuk penyusunan 16S mitochondrial gene
library dan dapat diimplementasikan untuk
pemanfaatan yang berkelanjutan (sustainable

use).

METODE PENELITIAN

Pengambilan Sampel

Sepuluh sampel ikan glodok diambil dari
Muara Tekolok, Lombok Timur, Nusa
Tenggara Barat dengan titik koordinat
8°20'30.0"S 116°42'31.0"E (Gambar 1).
Sampel ikan glodok yang diperoleh
didokumentasi (Gambar 2) dan selanjutnya
dipreservasi dengan etanol absolut 99%.
Kesepuluh sampel tersebut diberi kode MST-
01, MST-02, MST-03, MST-04, MST-05,
MST-06, MST-07, MST-08, MST-09, dan
MST-10.
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Gambar 1. Lokasi pengambilan ikan glodok di Muara Tekolok. Titik sampling 1 menunjukkan area

pengambilan sampel.

Gambar 2. Sampel ikan glodok (Periophthalmus argentilineatus) yang disampling dari Muara tekolok.

Gambar bagian kiri merupakan sisi drsal dan bagian kanan merupakan sisi ventral.

Ekstraksi DNA,  Amplifikasi, dan
sekuensing gen mitokondria 16S

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan 50
mg sampel ikan glodok dengan QIAGEN
Blood and Tissue DNA Extraction kit
(QIAGEN, USA). Amplifikasi DNA
dilakukan menggunakan MyTaq HS Red
Mix PCR Kit serta primer 16Sar dan 16Sbr
(Palumbi,  1996).  Amplifikasi PCR
menggunakan 25pl reaksi yang terdiri dari
12,5 pl PCR mix; 0,6 pM untuk masing-
masing primer; 1 mM MgCly; dan 5,5 ul

ddH20, dan 3 pl sampel DNA template.
Hasil amplifikasi PCR  kemudian di
clektroforesis menggunakan gel agarosa
dengan konsentrasi 1%, dan divisualisasikan
menggunakan UV  Transilluminator dan
gambar disimpan menggunakan Geldoc.
Hasil amplifikasi (amplicon) kemudian
dikirim ke layanan jasa First Base (Malaysia)
melalui P.T. Genetika Science (Jakarta)
untuk dilakukan purifikasi dan sekuensing
secara bi-direction dengan menggunakan

primer 16Sar dan 16Sbr. Adapun alat yang
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digunakan untuk sekuensing adalah ABI
3730xl (Applied Biosystem).

Analisis Data
Data sckuen yang didapatkan kemudian
diedit menggunakan SeqMan dan EditSeq
pada program DNASTAR. Data kemudian
dianalisis menggunakan Nucleotide BLAST
pada laman NCBI untuk verifikasi spesies.
Sekuen kemudian dikonversi ke format
FASTA dan disejajarkan menggunakan
menu opal pada program MESQUITE
v.3.51 (Maddison and Maddison, 2018) dan
Clustal W pada program MEGAX (Kumar et
al., 2018). Selanjutnya jarak genetik
dianalisis menggunakan model Kimura 2
Parameter pada program MEGAX (Kumar et
al., 2018). Haplotype Networking ikan
glodok dianalisis menggunakan program
NETWORK

engineering.com) dan variasi genetik sampel

(heeps:/ [www.fluxus-

ikan glodok dianalisis menggunakan DnaSP
v.5.10.01 (Librado and Rozas, 2009).

2000 bp

1000 bp
500 bp

250 bp
100 bp

Bioeksperimen, Volume 8 No. 2 (September 2022)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa

hasil amplifikasi gen mitokondria /6S ikan
glodok menghasilkan panjang fragmen 566
bp (Gambar 3). Namun demikian dari 10
sampel yang disckuensing, hanya 9 sampel
yang memberikan hasil sekuen yang baik dan
satu sckuen menghasilkan chromatogram
yang tumpeng tindih, sehingga tidak dapat
disusun hasil urutan nukleotidanya dengan
baik. Selanjutnya hasil dari 9 sekuen gen
mitokondria /6§ dianalisis menggunakan
nucleotide  BLAST dan seluruh sampel
memiliki nilai similaritas 99,82 %-100%
dengan Periophthalmus argentilineatus yang
terdata di GenBank. Berdasarkan hal tersebut
maka sembilan ikan glodok dari Muara
Tekolok tersebut terverifikasi sebagai spesies
Periophthalmus — argentilineatus. ~ Verifikasi

spesies tersebut sesuai dengan hasil penelitian
yang dilakukan Rha’ifa ez 2/ (2021) bahwa
ikan glodok yang ditemukan di Muara
Tekolok adalah

argentilineatus.

Periophthalmus

Gambar 3. Hasil amplifikasi PCR ikan glodok yang diteliti menggunakan gen mitokondria 16§ (Keterangan
kode sampel: 1=MST-01, 2=MST-02, 3=MST-03, 4=MST-4, 5=MST-05, 6=MST-06, 7=MST, 8=MST-08,
9=MST-09, 10=MST-10).

Persentase  komposisi  nukleotida
intrapopulasi P. argentilineatus disajikan pada

Tabel 1. Pada Tabel 1 tampak bahwa tidak

ada perbedaan persentase timin (T) atau
urasil (U) dan sitosin (C) pada sembilan
sampel ikan glodok yang diteliti. Pada
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penelitian ini terdapat perbedaan komposisi
nukleotida adenin (A) dan guanin (G) pada
sampel, yaitu sebesar 0,18% untuk adenin
dan 0,18% untuk guanin. Sampel MST-02,
MST-03, MST-04, MST-05, MST-06,
MST-08, dan MST-10 memiliki komposisi
adenin tertinggi sebesar 30,04%, sedangkan
sampel MST-01 dan MST-07 memiliki
komposisi adenin terendah sebesar 29,86%.
Sebaliknya, sampel MST-01 dan MST-07
memiliki jumlah komposisi guanin tertinggi
yaitu 22,97% sementara sampel MST-02,
MST-03, MST-04, MST-05, MST-00,
MST-08, dan MST-10 memiliki komposisi
guanin sebesar 22,79%. Selisih persentase
komponen nukleotida pada sembilan sampel
ikan glodok mengindikasikan terdapat variasi
genetik pada level intrapopulasi.
Hasil

intrapopulasi

analisis variasi genetik

bahwa  dari

sembilan seckuen gen mitokondria 768

didapatkan

sampel ikan glodok yang diteliti terbagi
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menjadi 3 haplotipe dengan 2 situs
polimorfik (situs ke 266 dan ke 369) dan
keduanya memiliki perbedaan nukleotida
transisi (Tabel 2).

Hasil penelitian juga memperlihatkan
nilai keragaman haplotipe (Hd) yaitu 0,417
+ 0,191 dan nilai keragaman nukleotida (n)
sebesar 0,00079+ 0,00039. Selanjutnya jarak
genetik .
Tekolok, Lombok Timur, Nusa Tenggara
Barat adalah antara 0%-0,355% dengan rata-
rata 0,079%. Hasil
mengindikasikan adanya variasi genetik level

argentilineatus dari  Muara

analisis ini

intrapopulasi. Nilai Hd dapat menentukan
apakah suatu sampel memiliki keragaman
yang tinggi atau tidak, yaitu apabila nilai Hd
> 0 < 0,5 maka keragaman haplotipe rendah,
sedangkan Hd > 0,5 <1 mengindikasikan
keragaman haplotype yang tinggi (Hobbs ez
al., 2013). Keragaman haplotipe pada sampel
Muara Tekolok

tergolong rendah, yaitu sebesar 0,417.

P.  argentilineatus  dari

Tabel 1. Persentase (%) komposisi nukleotida intrapopulasi P. argentilinearus (MST-01 sampai MST-08 dan
MST-10) dari Muara Tekolok. Lombok Timur, Nusa Tenggara Barat dengan panjang fragmen 566 bp

Sampel yan T(U A+T G+C
Gl ((E/o)) COBALE) GO0 gy ()
MST-01 2332 2385 2986 2297 5318  46.82
MST-02 2332 2385 30,04 2279 5336 46,64
MST-03 2332 2385 3004 2279 5336 46,64
MST-04 2332 2385 30,04 2279 5336 46,64
MST-05 2332 23,85 3004 2279 5336 46,64
MST-06 2332 2385 30,04 2279 5336 46,64
MST-07 2332 2385 2986 2297 5318 46,82
MST-08 2332 2385 3004 2279 5336 46,64
MST-10 2332 2385 30,04 2279 5336 46,64
RaaRata 23,32 2385 30,00 2283 5332 46,68

Deiandra Jasmine Audrea dan Tuty Arisuryant - 69



ISSN 2460-1365

Bioeksperimen, Volume 8 No. 2 (September 2022)

Tabel 2. Situs polimorfik sampel ikan glodok (P. argentilineatus) dari Muara

Tekolok, Lombok, Nusa Tenggara Barat dengan panjang fragmen sampel 566 bp.

Polymorphic Sites

. 2 3

Sampel Haplotipe 6 6
6 9

MST-01 Hap_1 A G
MST-02 Hap_2 A
MST-03 Hap_2 A
MST-04 Hap_2 A
MST-05 Hap_2 A
MST-06 Hap_2 . A
MST-07 Hap_3 G A
MST-08 Hap_2 A
MST-10 Hap_2 A

Polimorfisme dari sekuens mitokondrial 768 yang diteliti didukung dengan hasil Median Joining
Network yang dikonstruksi menggunakan program NETWORK, dapat dilihat pada Gambar 4.
Sampel terbagi menjadi 3 haplotipe, dengan jumlah muzation points sebanyak 1 antar haplotipe.

Mutation points mengindikasikan adanya variasi genetik pada level intrapopulasi dari ikan glodok

dari Muara Tekolok.

H 3@

I»H_Z. FH 1@

Kode Total Sampel
narna per Skala
haplotipe Haplotipe
@ H! Hap1:1
@ 12 Hap2:7
O H 3 Hap3:1 71

Gambar 4. Hasil konstruksi Median Joining Haplotype Network sampel P. argentilineatus dari Muara Tekolok.

mitokondria /65  yang

penelitian  ini dapat

Sekuen  gen
didapatkan pada
digunakan  untuk mendeteksi  adanya
polimorfisme yang mengindikasikan adanya
variasi genetik P. argentilineatus dalam level
intrapopulasi dari Muara Tekolok. Data
sckuen yang diperoleh selanjutnya dapat
digunakan  untuk  penyusunan 16§
mitochondrial gene library dan untuk referensi

penelitian selanjutnya.

SIMPULAN
Gen mitokondria 768 dapat digunakan

untuk mendeteksi adanya polimorfisme
dalam populasi P. argentilineatus di Muara
Tekolok.  Hasil

menunjukkan dari 9 sampel yang diteliti

analisis  intrapopulasi
terbagi menjadi 3 haplotipe dengan 2 situs
polimorfik. Nilai keragaman haplotipe yaitu
0,417 =+ 0,191

dan nilai keragaman
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nukleotida adalah  0,00079+ 0,00039.
Perbedaan pada sekuen gen mitokondria 16S
antar sampel ikan glodok (P. argentilineatus)
yang diteliti dapat mengindikasikan adanya
variasi genetik pada level intrapopulasi.
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