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Abstract

The PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism)
technique is a species identification method that can facilitate food inspection agencies to
overcome mislabelling. In addition, this technique is simple, fast, powerful, and cheap compared to
DNA barcodes. This study aimed to accommodate the problem in determining restriction
endonuclease enzymes for the digestion of PCR end products through the design of snapper
species authentication using the CYB gene in silico. Differentiation of CYB gene sequences with
DNA barcoding showed that all species could be differentiated with the highest similarity level in
Red Fish (Sebastes) species by 98.9% and snapper species between L. malabaricus and L.
erythropterus by 99.8%. Enzyme tracing based on sequences variation of snapper species with
substitution species found three potential enzymes from the CYB gene sequence, namely, Accl,
Fnu4HI, and Tsp45l. Where all these enzymes can discriminate red snapper species among other.
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Abstrak

Teknik PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism)
merupakan metode identifikasi spesies yang dapat memfasilitasi lembaga inspeksi makanan untuk
mengatasi mislabelling. Selain itu, teknik ini sederhana, cepat, kuat, dan murah dibandingkan
dengan barcode DNA. Penelitian ini bertujuan untuk mengakomodasi masalah dalam menentukan
enzim restriksi endonuklease untuk digesti produk akhir PCR lewat perancangan autentikasi
spesies ikan kakap menggunakan gen CYB secara in silico. Diferensiasi sekuens gen CYB dengan
DNA barcoding menunjukkan semua spesies dapat dibedakan dengan tingkat kesamaan tertinggi
pada spesies Red Fish (Sebastes) sebesar 98,9% dan spesies kakap antara L. malabaricus dan
L. erythropterus sebesar 99,8%. Penelusuran enzim berdasarkan variasi sekuens spesies kakap
dengan spesies substitusi ditemukan sebanyak tiga enzim yang berpotensi yaitu, Accl, Fnu4HI,
dan Tsp45Il. Semua enzim tersebut dapat memdiskriminasikan spesies kakap merah dari spesies
lainnya.

Kata kunci: PCR-RFLP; gen CYB; ikan kakap merah

PENDAHULUAN menjadikannya  salah  satu  target
Menurut Menteri Kelautan dan pemalsuan ikan.
Perikanan (KKP), saat ini Indonesia Sering kali produk ikan kakap merah

merupakan produsen perikanan kedua
terbesar di dunia (Yadika, 2019). Produksi
ikan kakap berhasil mencapai 25.051 ton
pada tahun 2017. Angka ini meningkat
drastis dari produksi ikan kakap tahun 2016
yang sebanyak 5.544,68 ton (Winarto,
2018). Harga kakap merah mencapai Rp70
ribu per kilogram meskipun dalam masa
pandemi covid-19 (Heryadie, 2020).
Tingginya harga komoditas ikan ini

http://ejournal.unsrat.ac.id/index.php/platax

29

dipalsukan dengan tilefish, rockfish, sea
bream, mahi-mahi dan ikan kakap lainnya
(Isaacs dan Hellberg, 2020). Akademisi di
Liverpool John Mores University (LIJMU),

Inggris, memaparkan mislabelling pada
ikan kakap disubsitusi dengan jenis
Sebates spp atau  sejenis  nila.
Penyebabnya karena kompleksitas

taksonomi ikan jenis ini (Julaika, 2020).
Menurut investigasi Oceana (2013), kakap
merah merupakan ikan yang paling banyak
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disubtitusi. Berdasarkan tes DNA, hanya 7
dari 120 sampel yang dilabeli dengan benar
untuk spesies kakap merah, sisanya
merupakan ikan jenis lain (Warner et al.,
2013). Olmsted (2016) mengatakan bahwa
ikan kakap merah yang diganti dengan
tilefish sering dipalsukan di Amerika Serikat.
Dalam daftar FDA, tilefish tidak disarankan
untuk dikonsumsi wanita hamil karena
mengandung kadar merkuri yang tinggi
(Mustinda, 2016). Dibandingkan spesies
kakap, ikan nila juga memiliki kandungan
gizi yang lebih rendah di beberapa kategori,
antara lain protein, kalsium, magnesium,
fosfor, kalium, dan vitamin B-12 (USDA,
2019). Mislabeling secara tidak langsung
dapat berdampak pada upaya konservasi
dengan salah menggambarkan kelimpahan
spesies berlabel yang berpotensi semakin
berkurang, dan memungkinkan pemanenan
berlebihan  spesies substitusi  ketika
disamarkan dengan nama yang berbeda
(Pitcher et al., 2002).

Teknik PCR-RFLP (polymerase chain
reaction-restriction fragment length
polymorphism) adalah metode yang paling
cocok untuk autentikasi berbagai seafood
yang dapat memfasilitasi lembaga inspeksi
makanan untuk menegakkan peraturan
pelabelan dan meminimalkan penipuan
seafood (Sivaraman et al, 2018).
Keunggulan utama PCR-RFLP adalah
tekniknya sederhana, cepat, kuat, dan
murah dibandingkan dengan barcode DNA
menggunakan sekuensing mtDNA (Anjalia
et al, 2019). Selain itu, hanya
membutuhkan thermocycler PCR dan
peralatan elektroforesis, di mana sebagian
besar laboratorium dapat menanggung
biayanya, hal itu juga merupakan faktor

realistis di sebagian besar negara
berkembang (Yao et al., 2020).

PCR-RFLP  untuk  membedakan
spesies kakap merah pernah

dikembangkan dalam autentikasi produk
ikan asin komersial dengan menggunakan
metode semi-nested PCR-RFLP target gen
12S rRNA menunjukkan reaksi tiga enzim
restriksi sekaligus antara lain Haelll, Scal
dan SnaBl, dapat membedakan Lutjanus
sanguineus dan L. erythopterus dari L.
argentimaculatus dan L. malabaricus. Di
lain sisi, spesies L. sanguineus dan L.
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erythopterus dibedakan dengan enzim
restriksi endonuklease Maell, karena profil
RFLP dari dua spesies ini tidak bisa
dibedakan dengan Haelll, Scal dan SnaBl
(Zhang et al., 2006). Berdasarkan penelitian
Sivaraman et al. (2018), PCR-RFLP dengan
menargetkan gen D-loop pada sembilan
spesies kakap memberikan pola yang
serupa pada spesies L. fulvus dan L.
fulvifamma karena kesamaan identitas
yang tinggi (94%), sedangkan tujuh spesies
lainnya termasuk spesies kakap merah (L.
argentimaculatus dan L. gibbus) dapat
diferensiasi dengan jelas menggunakan
enzim Tsp5091 yang dipilih berdasarkan
analisis in silico (WATCUT) dan laporan
beberapa penelitian sebelumnya yang
terbukti mampu membedakan spesies.
Studi terbaru oleh Sivaraman et al. (2019)
menunjukkan  hasil  penelitian  untuk
autentikasi enam spesies kakap yaitu, L.
fulvus, L. rivulatus, L. quinquelineatus, L.
fulviflamma, L. madras dan L. decussatus
menggunakan metode PCR-RFLP dengan
menargetkan gen mitokondria gen 12S
rRNA. Keenam spesies tersebut dapat
dibedakan secara jelas oleh enzim BseDl,
sementara Mnll dan MspAl hanya dapat
membedakan empat spesies. Dari
penelitian-penelitian ini, disimpulkan bahwa
pemilihan enzim restriksi yang tepat
menjadi masalah utama dalam analisis
akhir PCR-RFLP, sehingga banyak enzim
yang digunakan masih kurang diandalkan.
Untuk itu, penelitian ini  berusaha
mengakomodasi masalah dalam
menentukan enzim restriksi endonuklease
yang relevan lewat perancangan
autentikasi spesies ikan kakap

MATERI DAN METODE

Koleksi Spesimen untuk Analisis
Peralatan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah satu unit komputer
berbasis windows 10 dengan koneksi
internet. Perangkat lunak yang digunakan
untuk analisis DNA adalah Geneious v5.6
(Kearse et al., 2012), NEBcutter v2.0
(Vincze et al, 2003), dan Genbank

(www.ncbi.nlm.nih.gov). = Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini dipilih
berdasarkan  spesies  yang umum

disubstitusi dari beberapa penelitian dan
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database genom lengkap mitokondria.
Segmen DNA yang relatif lebih panjang
menyediakan kemungkinan situs restriksi
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lebih banyak (Zhang et al., 2006). Tabel 1
merupakan daftar beberapa spesies yang
dipilih dari GenBank untuk dianalisis.

Tabel 1. Spesimen lkan Kakap yang diambil dari GenBank.

No Nama latin Kode Aksesi Keterangan
1 Lutjanus malabaricus (Malabar Blood £3824741 1 Wang et al. (2016)
Snapper)
2 Lutjanus erythropterus (Crimson snapper) GQ265897.1 Li et al. (2016)
3 Lutjanus argentimaculatus (Mangrove red IN182927 1 Liao et al. (2012)
shapper)
4 Oreochromis niloticus (Nile Tilapia) GU238433.1 Yang et al. (2016)
5 Oreochromis sp. 'red tilapia' HM067614.1 Jiang et al. (2016)
Musika dan
6 Coryphaena hippurus (Dolphinfish) KF814117.1 Phinchongsakuldit
(2014)
7 Pagrus major (Red seabream) AP002949.1 Miya et al. (2016)
Gadus morhua (Atlantic cod) NC_002081.1 .(Jzogfg)sen dan Bakke
Lates niloticus (Nile Perch) KY213963.1 Gan et al. (2017)
10  Pagellus erythrinus (Pandora fish) MG653592.1 Ceruso et al. (2018)
: . . Parent dan
11  Sebastes fasciatus (Arcadian Redfish) KX897946.1 Normandeau (2017)
12 Sebastes mentella (Beaked Redfish) LC493910.1 Poulsen et al. (2020)

Ekstraksi Gen CYB dari Genom DNA
Mitokondria

Panjang DNA mitokondria spesimen-
spesimen yang diperoleh dari GenBank
berkisar antara 16,4-17,0 kbp. Gen target
dapat ditemukan dari keterangan nama
gen, region gen tersebut (berupa nomor),
beserta CDS (Coding Sequence) urutan
asam amino yang dikode oleh gen tersebut
(Kolondam, 2020). DNA gen target dari
setiap spesies ikan di konversi dalam
bentuk format FASTA.

Penjajaran Sekuens

Sekuens yang telah diperoleh
disunting menggunakan software
Geneious v5.6 (Kearse et al., 2012) dengan
dipadukan berdasarkan algoritma

MUSCLE (Multiple Sequence Comparison
by Log-Expectation) berdasarkan Edgar
(2004). Variasi nukleotida pada titik di

mana terdapat perbedaan ditampilkan
menggunakan notasi nukleotida.
Persentase kesamaan dihitung

berdasarkan penjajaran sekuens sebagai
bagian dari piranti lunak Geneious.

Penentuan Titik Potong Enzim Restriksi
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Perangkat lunak daring Nebcutter
v2.0 (Vincze et al., 2003) digunakan untuk
mengambil data enzim restriksi, dengan
memilih opsi “All commercially available
specificities” dan pertimbangan jumlah
pemotongan enzim maksimal tiga Kkali,
sehingga pola restriksi menghasilkan
fragmen maksimal empat memudahkan

pengenalan dalam elektroforesis gel.
Enzim yang dapat memotong situs
pengenalan yang mengapit titik-titik
perbedaan (SNP) dicari dengan

menggunakan opsi “flanking enzyme” yang
disediakan nebcutter. Pemilihan enzim
dilihat dari jumlah pemotongan maksimal
tiga kali. Situs-situs pemotongan enzim
restriksi dideskripsikan dalam bentuk tabel.

Simulasi Pemotongan Enzim Restriksi
Berdasarkan enzim restriksi yang
telah diseleksi sebelumnya. Diuji enzim
digestion  seluruh  spesies tersebut
menggunakan fitur yang terintegrasi
dengan perangkat lunak Geneious Vv5.6.
Diperoleh hasil yang berupa kromatogram
fragmen RFLP divisualisasi dengan virtual
gel. Enzim yang didapatkan dari masing-
masing gen, dibandingkan dan dipilih yang
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terbaik dalam menunjukkan variasi pola
restriksi seluruh spesies.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Database Genom dan Gen Kakap Merah

Dari pencarian database di GenBank,
diperoleh 11 genom utuh dan satu genom
partial yang digunakan dalam penelitian ini.
Semua sekuens yang dikoleksi berasal dari
tahun 2010 - 2020. Dari 12 genom
tersebut, tiga di antaranya termasuk dalam
anggota spesies kakap merah di Indonesia
(Badrudin dan Aisyah, 2009), dan sembilan
spesies lainnya adalah spesies yang umum

disubstitusi  sebagai  kakap  merah
berdasarkan beberapa penelitian
sebelumnya.

Gen CYB dapat langsung diekstraksi
dari sekuens utuh. Gen CYB dapat
diketahui dengan nama gen berupa “CYTB”
atau “Cyt b”. Data gen yang diambil sudah
dalam bentuk format FASTA yang
disediakan dari GenBank. Koleksi gen CYB
memiliki panjang nukleotida berkisar antara
1135 sampai 1142 bp. Spesies
Oreochromis sp. “red tilapia” memiliki
sekuens yang terpendek di gen CYB.

Variasi nukleotida melalui multiple
sequence alignment
Pada Gambar 1 teramati bahwa

perbedaan nukleotida gen CYB antara
spesimen-spesimen yang dibandingkan
berjumlah 536 titik. Sebanyak sembilan titik
unik dapat mengenali ketiga kakap
(Lutjanus) di antara spesies lainnya. Posisi-
posisi nukleotida tersebut berada pada
nomor 15, 178, 182, 591, 644, 666, 698,
810 dan 957. Pada posisi nukleotida yang
ke-15 menjadi unik karena di posisi ini
terdapat keseragaman dari kelompok
Lutjanus dengan jenis lain yang memiliki
nukleotida Sitosin (C) sedangkan yang
lainnya bervariasi antara Adenin (A) atau
Guanin (G). Pada posisi ke-178 terdapat
keseragaman dari kelompok Lutjanus
dengan jenis lain yang memiliki nukleotida
Adenin (A) sedangkan yang lain Guanin
(G). Pada posisi 182, 644, dan 698,
nukleotida kelompok Lutjanus adalah Timin
(T) sedangkan yang lainnya Sitosin (C).
Pada posisi ke-591, nukleotida kelompok
Lutjanus Guanin (G) sedangkan yang
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lainnya bervariasi antara Adenin (A), Timin
(T) dan Sitosin (C). Pada posisi 666 dan
810, nukleotida kelompok Lutjanus adalah
Timin (T) sedangkan yang lainnya
bervariasi antara Sitosin (C) dan Adenin
(A). Pada posisi ke-957, nukleotida
kelompok Lutjanus adalah Sitosin (C)
sedangkan yang lain Timin (T) dan Adenin
(A). Di lain sisi, tidak ditemukan titik khusus
yang dapat mendiferensiasikan ketiga
spesies kakap. Semua titik-titik perbedaan
ini menjadi pusat perhatian untuk tinjauan
variasi secara umum.

Sebagai instrumen identifikasi, gen
CYB harus bisa membedakan semua
spesies ikan. Dalam Tabel 3, digambarkan
tingkat kesamaan antara sesama kakap
merah yang berkisar antara 86,0% sampai
99,8%. Tingkat kesamaan untuk bukan
spesies kakap merah yaitu 72,1% sampai
98,9%. Tingkat kesamaan dari spesies
Sebastes sebesar 98,9%. Tingkat
kesamaan antara sesama  spesies
Oreochromis adalah 94,1%. Semua hasil di
atas menunjukkan bahwa gen CYB dapat
membedakan seluruh spesies yang diuji.

Diferensiasi spesies Red Fish
(Sebastes) dengan menggunakan gen
CYB dianggap kurang baik karena tingkat
kesamaan 98,9%. Hal ini dilihat dari nilai
2% vyang telah diajukan sebagai nilai
ambang tentatif tingkat perbedaan antara
spesies dan genus ikan (Ward, 2009).
Spesies S. mentella dan S. fasciatus ini
berbagi habitat yang sama dan menghuni
pada interval kedalaman yang berbeda di
laut Atlantik Utara (Atkinson, 1987). Dalam
studi Mccusker et al. (2012) mengatakan
tiga spesies Sebastes dari Atlantik Canada:
S. fasciatus, S. marinus dan S. mentella,
secara genetik tidak dapat dibedakan.
Jenis ikan Sebastes di Atlantik diketahui
memiliki sekuens mtDNA yang sangat mirip
(Sundt dan Johansen 1998). Diferensiasi
sekuens gen CYB untuk spesies kakap
merah juga kurang bagus karena tingkat
kesamaan antara spesies L. malabaricus
dan L. erythropterus sebesar 99,8%.
Penelitian sebelumnya Gold et al. (2011)
menyatakan bahwa tiga spesies Lutjanus
Indo-Pasifik (L. erythropterus, L.
malabaricus, dan L. sebae) berada dalam
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satu klaster sehingga memiliki hubungan
kekerabatan yang sangat dekat.
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Tabel 2. Tingkat Kesamaan Berdasarkan Gen CYB

Jurnal limiah Platax Vol. 9:(1), Januari-Juni 2021

No. Spesimen 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 Lutjanus 100
malabaricus
2 Lutjanus 99,8 100
erythropterus
3 Lutjanus 86 86 100
argentimaculatus
4 Oreochromis 79,7 79,7 78,7 100
niloticus
5  Oreochromis sp. 796 79,6 785 941 100
'red tilapia’
6 Coryphaena 74,7 746 746 747 749 100
hippurus
7 Pagrus major 79,2 794 793 758 755 738 100
8 Gadus morhua 748 74,7 752 752 747 722 746 100
9 Lates niloticus 78,2 78,2 78 788 785 748 783 747 100
10 Pagellus erythrinus 786 786 788 756 758 724 86 73,9 76,2 100
11 Sebastes fasciatus 77,5 77,7 775 756 752 723 758 723 751 749 100
12  Sebastes mentella 774 776 779 755 754 721 761 722 756 755 989 100
Diferensiasi spesies Red Fish telah ditetapkan yaitu, pemotongan enzim

(Sebastes) dengan menggunakan gen
CYB dianggap kurang baik karena tingkat
kesamaan 98,9%. Hal ini dilihat dari nilai
2% vyang telah diajukan sebagai nilai
ambang tentatif tingkat perbedaan antara
spesies dan genus ikan (Ward, 2009).
Spesies S. mentella dan S. fasciatus ini
berbagi habitat **=»79 sama dan menghuni
pada interval | A 1iman yang berbeda di
laut Atlantik Utara (Atkinson, 1987). Dalam
studi Mccusker et al. (2012) mengatakan
tiga spesies Sebastes dari Atlantik Canada:
S. fasciatus, S. marinus dan S. mentella,
secara genetik tidak dapat dibedakan.
Jenis ikan Sebastes di Atlantik diketahui
memiliki sekuens mtDNA yang sangat mirip
(Sundt dan Johansen 1998). Diferensiasi
sekuens gen CYB untuk spesies kakap
merah juga kurang bagus karena tingkat
kesamaan antara spesies L. malabaricus
dan L. erythropterus sebesar 99,8%.
Penelitian sebelumnya Gold et al. (2011)
menyatakan bahwa tiga spesies Lutjanus
Indo-Pasifik (L. erythropterus, L.
malabaricus, dan L. sebae) berada dalam
satu klaster sehingga memiliki hubungan
kekerabatan yang sangat dekat.

Seleksi Enzim Restriksi Endonuklease
Berdasarkan hasil kajian variasi
nukleotida sebelumnya. Dipilih enzim yang
terbaik dalam menunjukkan variabilitas
seluruh spesies khususnya spesies kakap
dengan spesies lain mengikuti kriteria yang
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maksimal tiga kali dan situs pengenalan
enzim RE mengapit titik-titik perbedaan
(SNP). Seleksi enzim restriksi
endonuklease untuk gen CYB adalah
enzim Accl, Fnu4HI dan Tsp45l.

Accl

Dari hasil analisis pemilihan enzim
yang cocok, ditemukan enzim Accl yang
menunjukkan variabilitas antara spesies
kakap dengan spesies substitusi lainnya.
Enzim Accl dipilih berdasarkan acuan titik
perbedaan nomor ke-644 gen CYB yang
sesuai dengan kriteria. Peninjauan dari
posisi nukleotida nomor ke-644
menunjukkan bahwa nukleotida kelompok
Lutjanus adalah Timin (T) sedangkan yang
lainnya Sitosin (C) sehingga enzim Accl
dengan sekuens pengenalan GT"MKAC
yang memotong pada titik tersebut hanya
pada spesies kakap. Hal ini menyebabkan
profil RFLP yang dihasilkan
menggambarkan pita ketiga spesies kakap
cukup dikenali diantara spesies lainnya.
Posisi pita sepanjang 590 bp dari L.
malabaricus dan L. erythropterus sekilas
hampir sejajar dengan pita sepanjang 632
bp dari spesies lain, tetapi masih dapat
diidentifikasi. Spesies L. argentimaculatus

dapat dibedakan dengan mudah
dikarenakan pola restriksi sangat berbeda
dari semua spesies. Pada spesies

Oreochromis sp. ‘red tilapia’ dan Gadus
morhua tidak terdapat pemotongan dengan
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menggunakan enzim Accl. Akibatnya profil
RFLP menunjukkan satu pita saja.

Tabel 3. Lokasi Pemotongan Enzim Accl

Jurnal limiah Platax Vol. 9:(1), Januari-Juni 2021

No Spesies Jumlah Lokasi Pemotongan
pemotongan (blunt - 5' ext. - 3' ext.)

1  Lutjanus malabaricus 2 56/58, *644/646

2  Lutjanus erythropterus 2 56/58, *644/646

3 Lutjanus argentimaculatus 2 509/511, *644/646

4 Oreochromis niloticus 1 *509/511

5 Oreochromis sp. 'red tilapia' - -

6  Coryphaena hippurus 1 *509/511

7  Pagrus major 1 509/511

8 Gadus morhua - -

9 Lates niloticus 2 *56/58, 509/511

10 Pagellus erythrinus 1 509/511

11 Sebastes fasciatus 2 *9/11, 509/511

12 Sebastes mentella 2 *9/11, 509/511

*: pemotongan dipengaruhi oleh metilasi CpG (https://nc2.neb.com/NEBcutter2/).
1. Lutjanus_malabaticus Acd(ST) ‘ Acd (645) )
2. Lutianus._e Acd (5T) Acd (B45)
3. Lutianus_arg Accl{510) Acd (645)
4. Orsochromis_niloticus Acd 510)
5. Orzochromis_sp._Ted_tlapia’
§. Coryphazna_hippurus Acdl (10) Accl {282) Accl (510)
£ S,
& Latan. phoficcs Aed(57) cel (510)
10. Pagalius_engthrinus Acdl(510)
11, Sebastes_fastiatus A (i) Acd(510)
12, Sebastes_mentalla Acd(10) Acd{510)
Gambar 2. Peta pemotongan enzim Accl
Gambar 3. Visualisasi eletroforesis gel enzim Accl

Fnu4HI dan menghasilkan tiga pita yang berbeda

Penemuan enzim dengan sekuens
pengenalan GC*NGC ini berdasarkan titik
potong pada nukleotida nomor ke-698 di
spesies Pagrus major dan Lates niloticus,
yang kemudian ditemukan memotong pada
ketiga spesies kakap sebanyak dua kali
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dengan spesies lainnya. Perbedaan profil
restriksi dapat dilihat bahwa hanya spesies-
spesies kakap yang memiliki tiga pita,
spesies lainnya bervariasi antara satu-dua
pita, dan empat pita. Simulasi pemotongan
enzim restriksi pada kedua spesies
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Oreochromis menunjukkan adanya
overlapping sites atau situs restriksi yang
tumpang tindih. Ketika dua situs restriksi
hadir berdekatan atau tumpang tindih satu
sama lain dalam DNA atau gen yang akan
dikloning, pencernaan ganda bisa sangat
bermasalah (Makam et al., 2018). Selain
itu, enzim ini tidak dapat memotong

Tabel 4. Lokasi Pemotongan Enzim Fnu4HI

Jurnal limiah Platax Vol. 9:(1), Januari-Juni 2021

sekuens spesies Coryphaena hippurus
mengakibatkan munculnya hanya satu pita
dalam elektroforesis gel. Dari hasil diatas,
enzim Fnu4HIl menunjukkan bahwa enzim
ini dapat membedakan spesies kakap
merah (Lutjanus) diantara spesies lainnya.

No Spesies Jumlah Lokasi Pemotongan
pemotongan (blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 Lutjanus malabaricus 2 *569/570, *1017/1018
2 Lutjanus erythropterus 2 *569/570, *1017/1018
3 Lutjanus argentimaculatus 2 *498/499, 569/570
4  Oreochromis niloticus 3 *125/126, 569/570, 572/573
5 Oreochromis sp. 'red tilapia’ 3 *125/126, 569/570, *572/573
6 Coryphaena hippurus - -
7  Pagrus major 3 569/570, 698/699, 1106/1107
8 Gadus morhua 1 569/570
9 Lates niloticus 3 *210/211, *498/499, 698/699
10 Pagellus erythrinus 1 569/570
11 Sebastes fasciatus 1 *297/298
12 Sebastes mentella 1 *297/298
1. Lutianus_malabaricus FrutH (S70) Frt 1,015)
2 Lujanus_g Foolt] (S70) Pt (1.016)
R P =
Gambar 4. Peta pemotongan enzim Fnu4H]I
Gambar 5. Visualisasi eletroforesis gel enzim Fnu4HI
Tsp45l dan Pagrus major. Enzim ini dapat
Enzim Tsp45l dengan sekuens membedakan spesies-spesies kakap di
pengenalan AGTSAC ditemukan antara spesies lainnya dengan jelas. Profil

memotong pada titik perbedaan nomor 957
untuk spesies Lutjanus argentimaculatus
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RFLP yang dihasilkan untuk spesies L.
malabaricus  dan L.  erythropterus
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menggambarkan dua pita yang saling
berdekatan karena pemotongan pada situs
restriksi menghasilkan fragmen 569 bp dan
578 bp. Pita L. argentimaculatus juga
cukup dibedakan khususnya dengan
spesies Pagrus Major. Di lain sisi, spesies
Coryphaena hippurus, Gadus morhua dan
Sebastes fasciatus tidak dapat dipotong
oleh enzim ini, sehingga hanya
menunjukkan satu fragmen saja. Dengan
melihat semua hasil di atas, variabilitas
spesies-spesies kakap dapat dibedakan

Tabel 5. Lokasi Pemotongan Enzim Tsp45I

Jurnal limiah Platax Vol. 9:(1), Januari-Juni 2021

dengan spesies
enzim Tsp45l.
Enzim ini juga tidak terdeteksi
kemungkinan terjadi metilasi oleh alat
restriksi online Nebcutter. Metilasi diketahui
dapat menahan pencernaan restriksi oleh
Enzim. Biasanya dengan metilasi di salah
satu basa di situs, DNA dilindungi dari
pemotongan karena situs pengenalan
spesifik  dimodifikasi, membuat situs
tersebut tidak lagi menjadi substrat untuk
pembelahan RE (Davis et al., 1986).

lainnya menggunakan

No Spesies Jumlah Lokasi Pemotongan
pemotongan (blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 Lutjanus malabaricus 1 573/578
2 Lutjanus erythropterus 1 573/578
3 Lutjanus argentimaculatus 2 751/756, 957/962
4 Oreochromis niloticus 1 1133/1138
5 Oreochromis sp. 'red tilapia’ 1 786/791
6 Coryphaena hippurus - -
7 Pagrus major 2 786/791, 957/962
8 Gadus morhua - -
9 Lates niloticus 2 786/791, 1133/1138
10 Pagellus erythrinus 1 751/756
11 Sebastes fasciatus - -
12 Sebastes mentella 1 786/791
1. Luianss_matabaricus ' uamsﬁ1
2. Lutjanus_s TspsQ (574)
3, Lujanus._ Tspd2 (752) Tepdd (958)
4. Oraochromis_niloticus LLLITRE )
§ o o ieg wap =
e e — —
9. Lates_niloticus Tspd S (787) TspdSi (1.134)
19 G2 s o

12 Sebastes_mentalla

Gambar 6. Peta pemotongan enzim Tsp45I

Gambar 7. Visualisasi eletroforesis gel enzim Tsp45l

http://ejournal.unsrat.ac.id/index.php/platax

37

DOI: https://doi.org/10.35800/jip.9.1.2021.33541



http://ejournal.unsrat.ac.id/index.php/platax
https://doi.org/10.35800/jip.9.1.2021.33541

Timbuleng

KESIMPULAN

Dari hasil penjajaran sekuens gen
CYB menunjukkan sebanyak sembilan titik
unik sebagai pembeda ketiga kakap
(Lutjanus) di antara spesies lainnya berada
pada nomor 15, 178, 182, 591, 644, 666,
698, 810 dan 957. Seleksi enzim restriksi
endonuklease dalam penelitian ini untuk
gen CYB adalah enzim Accl, Fnu4HI dan
Tsp45l di mana semua enzim ini dapat
membedakan spesies kakap merah
(Lutjanus) di antara spesies lainnya.
Penelitian ini dilakukan secara in silico
sehingga diperlukan pengujian secara
langsung untuk melihat hasil yang aktual.
Selain itu, perlu diperiksa konsistensi dari
situs pengenalan enzim RE di antara
variasi-variasi spesies yang sama untuk
menghindari adanya  situs  restriksi
tambahan yang dapat mempengaruhi
jumlah dan/atau panjang fragmen.
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