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Abstract

We used the Nansen Bottle Sampler to collect water samples in the deepsea area, ranging from
150 meters to 175 meters in six water points around Manado Bay, to test the quality of e-DNA
water samples to detect target species in the fishing area. Therefore, the basis of the case study
method with a sampling technique was carried out on July 29 2023 using Power Water Sterivex
Kits, water samples were then stored at -25°C and were then taken to TBRC, University of the
Ryukyus for further laboratory works, such as; eDNA extract, eDNA quality testing, 1st and 2nd
PCR and Electrophoresis eDNA analysis processes using MiFish-U primers with a target of 163—
185bp and 375 bp, following the MiFish protocol. Based on the results of the eDNA extract
solution, it is known that the quality of eDNA from the 6 sampling sites locations ranged between
2.8 pg/mL — 4.4 p g/mL, which means a good quality of eDNA. Moreover, it showed that the
presence of DNA fragments at Kappa 60-C Gelelectrophoresis 1st-PCR, 12S rRNA gene product
(163-185bp), and Kappa 60-C and 65-C Geklelectrophoresis 2nd-PCR Products according to the
target amplicon 375 bp. This means we can conduct the next step, the PCR sequence
analysis. Then, eDNA quality testing, 1st and 2nd PCR, and Electrophoresis of e-DNA analysis
process were using MiFish-U F/R primers with a target of 375 bp, it is known that the concentration
of Nanodrop from the 6 sampling locations ranges between 2.8 ug/mL — 4.4 pg/mL while the core
or quality eDNA ranged from 1.56 pg/mL — 2.50 pg/mL. Based on identification results, five types
of species were detected; Myctophum lychnobium, Selar crumenophthalmus, Photonectes sp.,
Oreochromis sp. Thunnus obesus and Homo sapiens were generated using eDNA
metabarcoding on the mitochondria genome database MitoFish.

Keywords: e-DNA, eDNA quality, species target, fishing area, Manado Bay

Abstrak

Kami menggunakan Nansen Bottle Sampler untuk mengambil sampel air pada laut dalam
berkisar 150meter sampai 175 meter di enam titik perairan Sekitar Teluk Manado, untuk menguji
Kualitas e-DNA sample air yang digunakan untuk mendeteksi target spesies pada daerah
penangkapan.

Selanjutnya dasar metode studi kasus dengan teknik pengambilan sampel secara sampling
dilakukan pada tanggal 29 Juli 2023 menggunakan Power Water Sterivex Kits, sapel air disimpan
pada -25°C yang selanjutnya dibawa ke TBRC, University of the Ryukyus untuk pnelitian
laboratorium lanjutan seperti ekstrak eDNA, Pengujian kualitas eDNA, 1st and 2" PCR dan
Elektrophoresis proses analisis eDNA menggunakan primer MiFish-U dengan target 375 bp,
mengikuti MiFish protokol.

Berdasarkan hasil pengujian larutan ekstrak eDNA diketahui bahwa kualitas eDNA dari 6 titik
lokasi sampling berkisar antara 2.8 ng/mL — 4.4 ng/mL dan menunjukkan adanya fragment DNA
pada Kappa 60-C Geklelectrophoresis 15-PCR Produk 12S rRNA gene (163-185bp, dan Kappa
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60-C dan 65°C Geklelectrophoresis 2nd-PCR Produk sesuai amplikon target 375 bp. Hal ini
berarti dapat dilanjutkan pada tahap analisis sekuens PCR.

Pengujian kualitas eDNA, 1st and 2" PCR dan Elektrophoresis proses analisis eDNA
menggunakan primer MiFish-U F/R dengan target 375 bp, diketahui bahwa konsentrasi Nanodrop
dari 6 titik lokasi sampling berkisar antara 2.8 pg/mL — 4.4 pg/mL sedangkan kemurnian atau
kualitas eDNA berkisar antara 1.56 pg/mL — 2.50 ug/mL. Hasil identifikasi menyatakan lima jenis

spesies terdeteksi; Myctophum

lychnobium, Selar crumenophthalmus,

Photonectes sp.,

Oreochromis sp. Thunnus obesus, Homo sapiens dihasilkan dengan menggunakan eDNA
metabarcoding pada MitoFish database genom mitokondria.
Kata kunci : e- DNA, kualitas eDNA, target spesies, daerah penangkapan, Teluk Manado.

PENDAHULUAN

Indonesia  memiliki sumberdaya
perikanan kelautan yang sangat melimpah,
namun sumberdaya laut terancam oleh
penangkapan ikan berlebihan dan
pembangunan pesisir, pengelolaan spasial
ekosistem pesisir yang terbatas, dan
tekanan lainnya.  Meskipun beberapa
donatur dari seluruh dunia memberikan
perhatian untuk melindungi keragaman
biologis karena mata pencaharian
masyarakat pesisir yang bergantung pada
laut yang  mengakibatkan  proses
tergerusnya potensi perikanan tetap
menjadi ancaman. 2011 (Masengi et al.,
2018). Indonesia akan menjadi negara
dengan identitas maritim yang kuat jika
pemberdayaan seluruh masyarakat pesisir
dalam sektor poros maritim dapat menjadi
faktor pemerataan ekonomi Indonesia
(Prayuda et al., 2019). Mengutip data
Badan Pusat Statistik (BPS), pada tahun
2018 hingga 2020, jumlah produksi
perikanan tangkap Sulawesi Utara
mencapai angka 330.225,00 ton pada
tahun 2020. Hal ini berakaitan erat dengan
penentuan daerah penangkapan ikan.

Daerah penangkapan ikan
merupakan suatu daerah perairan tempat
ikan berkumpul dan penangkapan ikan
dapat dilakukan dengan baik dengan ciri-
ciri tempat tersebut sebagai akitifitas
penangkapan dan terdapat gerombolan
ikan yang bernilai ekonomis tinggi (Pratiwi
et al. 2015). Oleh karena itu penentuan
daerah penangkapan ikan (DPI) akan
sangat baik jika dilihat dari beberapa
kriteria  yang mengindikasikan perairan
tersebut layak untuk di eksploitasi. Kriteria
yang dapat dijadikan sebagai indikator DPI
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antara lain adalah aspek biologi dan aspek
ekologi. (Simbolon, 2011). Salah satu
faktor yang dapat menentukan berhasil
atau tidaknya suatu operasi penangkapan,
maka alat tangkap dan daerah
penangkapan tersebut haruslah baik dan
dapat menguntungkan (Laevestu et al.,
1981; dalam Umar et al., 2016). Dalam
penentuan daerah penangkapan ikan
(fishing ground), nelayan cenderung
menggunakan intuisi atau naluri alamiah
yang pada umumnya masih bersifat
tradisional dan memanfaatan teknologi
akustik untuk penangkapan ikan yang
menjadi salah satu metode yang efekiif
untuk mendeteksi keberadaan ikan secara
langsung, cepat, dan akurat (Simmond et
al., 2005 dalam Muhammad et al., 2016).
Dari cara yang di pakai nelayan selama ini
dalam menentukan daerah penangkapan
ikan belum bisa di ketahui secara pasti
karena nelayan hanya menduga adanya
ikan tetapi jenis ikan apa saja yang ada di
perairan tersebut nelayan tidak
mengetahuinya, sehingga ini membuat
biaya operasional semakin tinggi dan ini
merugikan nelayan.

Sekarang ini ada teknologi terbaru
yang bisa mengetahui keberadaan sumber
ikan pada suatu perairan. Yang jika
sebelumnya dalam penangkapan ikan
nelayan umumnya dapat mengetahui
keberadan ikan dengan menggunakan
pancing dan trap untuk menangkap ikan
dan mengetahui jenis ikan apa saja yang
ada di lokasi tersebut. Untuk saat ini sudah
ada teknologi baru di bidang perikanan
tangkap, di mana teknologi ini dapat
memonitor, mendeteksi keberadaan ikan
dan jenis ikan apa saja yang ada di suatu
perairan yakni dengan metode
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environmental DNA (e-DNA) (Stoeckle et.
al.,, 2016). Semenjak didemonstrasikan
pertama kali oleh untuk mendeteksi
spesies vertebrata air yakni katak Amerika
invasive. (Ficetola et al., 2008; dalam
Masengi et al., 2019), studi penggunaan e-
DNA terus menjadi perhatian para peneliti
sampai saat ini untuk mengetahui
keanekaragaman hayati. Bahkan diketahui
bahwa sebagian besar studi e-DNA
berfokus pada pendeteksian spesies
invasive dan terancam, karena dipercaya
sangat penting untuk mengembangkan
strategi konservasi yang tujuannya untuk
mengetahui keberadaan populasi dan
melindungi keanekaragaman spesies asli
(Stewart, 2019). Meskipun merupakan
metode survei yang relatif baru, eDNA
telah terbukti memiliki potensi besar dalam

pemantauan biologis. eDNA dapat
melengkapi metode ini dengan
menargetkan spesies yang berbeda,

mengambil sampel keanekaragaman yang
lebih besar, dan meningkatkan resolusi
taksonomi ( Deiner et al., 2017)
Environmental DNA (e-DNA) adalah
DNA vyang dikumpulkan dari berbagai
sampel lingkungan seperti tanah, air laut,
salju atau udara, bukan sampel langsung
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dari organisme individu. Saat berbagai
organisme berinteraksi dengan
lingkungan, DNA dikeluarkan dan
terakumulasi di lingkungan mereka dari
berbagai sumber (Qu, 2019). Maka
penelitian ini bertujuan untuk Tujuan dari
penelitan ini adalah: Menguji Kualitas e-
DNA Pada Daerah Penangkapan lkan di
Sekitar Teluk Manado Provinsi Sulawesi
Utara. Karena mengingat pentingnya
mengetahui informasi keberadaan
sumberdaya perikanan dalam penentuan
daerah penangkapan ikan, maka penelitian
ini diharapan bisa membantu para
pemangku kepentingan terlebih khusus
para nelayan dan pemerintah dalam upaya
meningkatkan pendapatan masyarakat
nelayan.

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini telah dilakukan di
perairan Sekitar Teluk Manado Provinsi
Sulawesi Utara, dan penelitian di lakukan
dari bulan Juni sampai Desember tahun
2023 di enam titik lokasi pengambilan
sampel dengan kedalaman perairan 150-
175 meter (Gambar 1).

PETALOKAS: PENELTIN

Perairan Teluk Manado
Provinsi Sulawesi Utara

Wit Zotves 230820080012

124°4930°E

Gambar 1. Peta Lokasi Penelitian.

Teknik Pengambilan Sampel e-DNA
Dasar Metode Penelitian ini adalah

studi kasus dengan teknik pengambilan

sampel secara sampling pada posisi titik
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tertentu (Tabel 1) dengan kedalaman 150-
175 meter di perairan Teluk Manado. Air
sampel diperoleh dengan menggunakan
Nansen Bottle Sampler dengan volume air
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1500 CC, dilakukan dengan penuh
ketelitian agar tidak terkontaminasi, dan
selanjutnya sampel air dimasukkan ke
dalam saringan SVGPL10RC Filter Unit
sebanyak 15 kali masing-masing 90 CC,
dilanjutkan dengan penambahan cairan
pengaman DNA cairan DNA Iso Reagent
berukuran kurang dari 5 CC kemudian
disimpan ke dalam cool box yang
dilengkapi dengan es setelah kedua ujung
filter  ditutup  dengan penutupnya.

Tabel 1. Titik Koordinat Lokasi Penelitian
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Selanjutnya disimpan pada freezer -25° C
di Fakultas Perikanan dan llmu Kelautan
Universitas Sam  Ratulangi, hingga
diangkut ke Pusat Proyek Penelitian
Strategi, Universitas Ryukyus, Okinawa,
Jepang untuk dilakukan analisa
labratorium lanjutan mengikuti protokol
MiFish (Miya et al., 2018).

Adapun alat dan bahan yang akan
digunakan pada saat kegiatan penelitian ini
disajikan pada Tabel 2.

Koordinat Kedalaman
Stasiun  Lintang Utara Bujur (Meter) Lokasi
Timur
1 1028°08” 124°49°33” 175 Di depan Godbless Park
2 102810” 124°49'20” 150 Di belakang Mantos
3 1027°54” 124049°22” 150 Di belakang Lagoon Bahu Mall
4 1027°40” 124048’26” 150 Di belakang RS. Prof. Kandouw
5 1027°51” 124048'03” 150 Pantai Malalayang
6 1027°15” 124°77°92” 150 Pantai Kalasey

Tabel 2. Alat dan bahan penelitian

No. Alat dan Bahan Kegunaan
1. Armada perahu Alat transportasi menuju lokasi pengambilan sampel
2. Power water sterivex DNA  Untuk menyimpan e-DNA

isolation kits
3. DNAIiso Reagen
4. SVGPL10RC Filter Unit

Untuk mengawetkan e-DNA
Untuk menyedot sampel air dari Nansen Bottle Water Samper

ke Power water Sterivex DNA Isolatiaon Kits

5. Nansen Bottle  water
sampler (1500 cc)

6. Tali Nilon

Menjaga untuk tetap steril

7 Camera
8. Alat tulis menulis
9. GPS
10.  Cool box
11. Kaos tangan Katun
water sampler
12.  Handskun
terkontamimasi
13.  Masker
14. Esbatu
15. Labtop mengolah data

Mengambil sampel e-DNA pada ke dalaman tertentu.

Mengukur kedalaman perairan dan mengikat Nansen Bottle
Water Sampler.

Mendokumentasikan saat pengambilan sampel

Mencatat data yang di ambil

Menentukan lokasi pengambilan sampel

Menyimpan Power Water strives DNA isolation kits
Melindungi tangan saat penarikan tali nilon dan nansen bottle

dan sampel e-DNA tidak

Menjaga agar sampel e-DNA tidak terkontaminasi
Menjaga sampel tetap baik dari lokasi ke frezer

Analisis Data

Tahap selanjutnya adalah
mengekstrak  cairan yang  memiliki
kandungan DNA untuk diuji keberadaan
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Deoxyribo Nucleic Acid (DNA) yang
dilakukan pada laboratorium Tropical
Biosphere Research Center (TBRC)
Universitas Ryukyus Okinawa Jepang
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yang merupakan mitra dalam kerjasama
penelitian dengan Fakultas Perikanan dan
llImu Kelautan UNSRAT. Produk larutan
ekstrak eDNA selanjutnya dilakukan
pengujian dengan menggunakan metode

Thermo Scientific Nanodrop
Spectrophotometers. DNA yang diperoleh
kemudian diperbanyak menggunakan

teknologi PCR dan primer yang sesuai
dengan organisme target. Fragmen dari
primer yang digunakan lalu disekuensing
menggunakan teknologi next-generation
sequencing yang menunjukkan urutan
basa pada untai DNA. High-throughput
sequencing atau dikenal dengan next-
generation sequencing (NGS) merupakan
teknologi terbaru dalam pembacaan
sekuen DNA diantaranya whole genome
sequencing, targeted sequencing, dan de
novo sequencing (Roslin, et. al; 2019).
Hasil sekuensing berupa data-data
sekuens dicocokan dengan database
kemudian dianalisis secara bioinformatika.
Hasil analisis ini berupa taksa-taksa dari
suatu sampel, mulai dari tingkatan filum
sampai spesies (Schallenberg, et. al;
2020).

Untuk menganalisa data untuk
pendugaan keberadaan ikan dengan
teknik DNA Lingkungan vyakni jika
kandungan DNA pada sampel air sudah
mencukupi standar mengikuti Protokol
MiFish, dengan menggunakan Primer
MiFish-U F/R (MiFish-Universal
Forward/Reverse) (Miya, et. al; 2015).
Hasil ekstraksi e-DNA akan dilanjutkan
dengan penguijian kualitas e-DNA dengan
menggunakan spektrofotometer NanoDrop
Lite (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA) dengan melakukan uji kualitas
nanodrop dan elektroforesis dari semua
bagian PCR-1 dan PCR-2 dengan
menggunakan control positif sampel ikan
air laut yang sudah terdaftar dan
menggunakan air sebagai control negatif.
Selanjutnya, analisis lebih detail tentang
eDNA yang pada akhirnya akan diperoleh
informasi genetik tentang sebaran, jenis
dan jumlah spesies ikan yang terdapat
dilokasi pengambilan sampel air laut di
beberapa kedalaman yang terambil sesuai
dengan tujuan penelitian.
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PCR pertama dilakukan dengan 35
siklus volume reaksi 12 pul vyang
mengandung 6,0 pl 2 x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (termasuk DNA polimerase,
buffer reaksi, dNTPs dan MgCI2 (pada
konsentrasi  akhir  2,5mM)) (KAPA
Biosystems, Wilmington , MA, USA), 0,74l
setiap primer (5uM), 2,6l H20 suling steril
dan 2,0ul templat. Ketika PCR pertama
dimultipleks  (penggunaan beberapa
pasangan primer secara bersamaan),
konsentrasi akhir setiap primer adalah
0,3uM dan H20O sulingan steril
ditambahkan hingga total volume reaksi
12,0 pul. Profil siklus termal setelah
denaturasi awal 3 menit pada suhu 95°C
adalah sebagai berikut: denaturasi pada
suhu 98°C selama 20 detik; anil pada suhu
65° C selama 15 detik; dan ekstensi pada
suhu 72° C selama 15 detik dengan
ekstensi akhir pada suhu yang sama
selama 5 menit. Dilakukan hal yang sama
untuk aniling temperatur pada 60°C, 50°C
dan 55°C.

PCR putaran kedua (PCR kedua;
gambar 2) menggunakan produk PCR
pertama sebagai templat dan memperkuat
wilayah tersebut menggunakan primer
5'AATGATACGGCGACCACCGAGATCT
ACAXXXXXXXACACTCTTTCCC
TACACGACGCTCTTCCGATCT-3' (maju)
dan 5'-
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATXX
XXXXXXGTGACTGGAGGTTCAGACGT
GTGCTCTTCCGAT  CT-3' (terbalik).
Segmen octo-X mewakili urutan indeks
ganda (total 40 indeks unik; A501-508,
A701-712 dan D501-508, D701-D712;
urutan ujung %' adalah adaptor yang
memungkinkan produk akhir mengikat atau
hibridisasi menjadi oligo pendek pada
permukaan sel aliran Illumina; dan
sekuens ujung 3' adalah situs utama untuk
sekuensing MiSeq.

Produk PCR selanjutnya digunakan
untuk sekuensing proses, hasil dari
tahapan ini akan digunakan untuk analisis
lebih detail yang pada akhirnya akan
diperoleh informasi genetik tentang
keanekaragaman spesies yang terdeksi
dengan menggunakan FASTA file format.
Proses pembacaan sekuens fasta file,
menjadi sasaran pencarian BLASTN lokal
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(Comocho et al., 2015) pada database dan fungsinya akan tersedia untuk umum
yang dibuat khusus. Yang terakhir ini di  MitoFish  (http://mitofish  .aori.u-
dihasilkan dengan mengunduh seluruh tokyo.ac.jp).
rangkaian mitogenom ikan utuh dan HASIL DAN PEMBAHASAN
sebagian yang disimpan di MitoFish
(lwasaki et al., 2013) dan seluruh Pengujian Kualitas e-DNA
rangkaian mitogenom dari tetrapoda yang Berdasarkan hasil pengujian kualitas
disimpan di NCBI Organelle Genome eDNA dan kosentrasi Nanodrop yang
Resources dilakukan pada Laboratorium Pusat
(//imww.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Organel Penelitian Proyek-proyek Strategis di
leResource. cgi taxid=32523) untuk Universitas Ryukyus Okinawa Jepang,
mencakup tetrapoda yang hidup di diketahui bahwa waktu pengambilan ke
lingkungan perairan. enam sampel e-DNA di lakukan pada 29
Hasil dari pencarian BLAST secara Juli 2023 dan waktu ekstraksi keseluruhan
otomatis ditabulasikan, dengan nama sampel pada 10 Oktober 2023 (Tabel 4.1)
ilmiah, nama umum, jumlah total bacaan (Gambar 4.1). Sampel pertama dengan ID
dan urutan representatif dicatat dalam IC013 yang di ambil di depan God Bless
format HTML. Selain itu, informasi biologis Park memiliki konsentrasi e-DNA 3,1
untuk setiap spesies yang terdeteksi pHg/mL dengan kualitas 1.76 pg/mL, sampel
tersedia dari hyperlink dalam tabel, seperti yang kedua dengan ID 1C014 yang di ambil
FishBase (http://fishbase.sinica.edu.tw), di belakang Mantos memiliki konsentrasi e-
Barcode of Life DNA 3,6 pg/mL dengan kualitas 1.69
(http://www.boldsystems.org) , GBIF pg/mL, Sampel ke tiga dengan ID IC015
(http://data.gbif.org), MitoFish yang di ambil di belakang Lagoon Bahu
(http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp) dan Mall memiliki konsentrasi e-DNA 3,7 pg/mL
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) untuk dengan kualitas 1.57 pg/mL, sampelyang
evaluasi cepat dan kredibilitas identifikasi ke empat dengan ID IC016 yang di ambil di
bioinformatik. Jalur bioinformatik di atas belakang RSUD. Prof. Kandow memiliki
dari pemrosesan data hingga penugasan konsentrasi e-DNA 4,4 pg/mL dengan
taksonomi (termasuk skrip Perl) tersedia kualitas 1.67 pg/mL, Sampel yang ke lima
dari http://dx.doi.org/10.5061/dryad.n245j dengan ID 1C017 yang di ambil di Pantai.

Tabel 3. Hasil Pengujian kualitas Sampel air eDNA, Setelah ektraksi dan amplifikasi pada enam
lokasi di Teluk Manado

Waktu . : : Konsentrasi  Kualitas e-
Sal\rlw?bel Penfambilan WaktLS Eztraka LokaS|Sl;?Tr]1S:|mb|lan Nanodrop DNA
Sampel (ng/mL) pg/mL)
IC013 29.06.2023 10.10.2023 Di depan Godbless Park 3.1 1.76
IC014 29.06.2023 10.10.2023 Di belakang Mantos 3.6 1.69
ICO15  29.06.2023 10.10.2023 D! belakang Lagoon 3.7 1.56
Bahu Mall
ICO16  29.06.2023 10.10.2023 D! belakang RSUD. Prof. 4.4 1.67
Kandouw
IC017 29.06.2023 10.10.2023 Pantai Malalayang 2.8 2.50
IC018 29.06.2023 10.10.2023 Pantai Kalasey 4.5 1.61
Malalayang memiliki konsentrasi e- berkisar antara 2,8-4,5 pg/mL sedangkan
DNA 2,8 ng/mL dengan kualitas 2.50 kualitas atau kemurnian eDNA berkisar
ng/mL, sampel terakhir yaitu ke enam antara 1.56-2.50 pg/mL. Jika mengikuti
dengan ID 1C018 yang di ambil di Pantai standart kemurnian DNA (1,7-2,0) maka ID
Kalasey memiliki konsentrasi e-DNA 4,5 IC013 memiliki nilai kemurnian yang
pHg/mL dengan kualitas 1.61 pg/mL. Hal ini berkualitas baik yakni 1,76 pg/mL.

menunjukkan bahwa konsentrasi e-DNA
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Adapun hasil dari reaksi PCR dapat
divisualisasi dengan menggunakan Gel
Electrophoresis. Seperti diketahui bahwa
prinsip dari gel electrophoresis yaitu
pemanfaatan kutub positif dan negatif
elektroda untuk menarik fragmen DNA
didalam matriks gel berarus listrik sehingga
fragmen DNA terpisah berdasarkan
ukurannya. Sebagai standar
digunakan 100 bp DNA ladder untuk
mengukur ukuran fragment DNA hasil PCR
Kappa 60° C, sesuai target amplikon 12S
rRNA gene (163-185bp) Gambar 4.1,
dimana fragmen DNA dengan panjang
yang sama membentuk ‘pita’ pada gel,

KAPPA 60°C, 65°C
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yang dapat dilihat dengan mata jika gel
diwarnai dengan pewarna pengikat DNA
sedangkan 1%t Gelelectrophoresis Kappa
65° C dan Takara 50° C dan 55°C tidak
menunjukkan adanya fragmen DNA.
Seperti diketahui bahwa prinsip dari gel
electrophoresis yaitu pemanfaatan kutub
positif dan negatif elektroda untuk menarik
fragmen DNA. Meskipun amplikon target
(375 bp) mungkin tampak tidak jelas pada
2nd Gelelectrophoresis PCR  Produk
Kappa 60° C dan Kappa 65° C, akan tetapi
menurut kami terdapat noda seperti pita
dan tidak ada masalah untuk melanjutkan
ke urutan DNA, lihat Gambar 2.

Gel electrophoresisof 1**-PCR products

TAKARA 50°C, 55°C

H1IM01 G1IM02
100 bp Ladder

H7IM01  G7IM02

H1IMO1 G1IMO2
100 bp Ladder

H7IMO1  G7IMO;

Gambar 2. Pembacaan Hasil Gelelectrophoresis 1t PCR Produk menggunakan Primer MiFish-

UF/R

Gel electrophoresis of 2" PCR Products

Kappa 60°

Kappa 65°

IC13 1C14 IC15 IC16 IC17 IC18

100 bp Ladder

IC13 1C14 IC15 IC16 IC17 IC18

Gambar 3. Pembacaan Hasil Gelelectrophoresis 2" PCR Produk menggunakan Primer MiFish-

Identifikasi Molekular (Taksonomi dan
e-DNA Metabarcoding)

Berdasarkan hasil pengujian kualitas
e-DNA yang menunjukkan kemurnian atau
berkualitas baik 1.76 pg/mL dari sampel air
yang diambil pada Stasiun 13 pada posisi
1°28'08”LU; 124°49'33"BT dengan
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kedalaman 175 meter, maka PCR Produk
dengan ID IC13 Kappa 60° dan ID IC13
Kappa 65° digunakan untuk sekuens
proses. Sehingga, sebanyak 10 MiFish-U

sekuens yang dihasilkan (Tabel 4.2)
digunakan wuntuk analisa lanjut untuk
identifikasi  secara  molekuler  baik

10.35800/jip.v10i2.57404
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taksonomi dan eDNA Metabarcoding
dengan menggunakan software MitoFish,
dimana MitoFish adalah database genom
mitiokondria ikan yang komprehensif dan
terstandarisasi, dengan fokus pada
spesies atau taksonomi ikan dan untuk
menganalisis DNA lingkungan yang
diamplifikasi menggunakan Primer MiFish.
Hasilnya menunjukkan sampel e-DNA
dengan ID IC13_KP60 S13 L001 dapat
mendeteksi 5 spesies; Myctophum
lychnobium dari famili Myctophidae
dengan total reads 1083 bp, dan tingkat
kesamaan 98.84 %; Selar
crumenophthalmus dari famili Carangidae
dengan total reads 847 bp, dan tingkat
kesamaan 100%; Photonectes sp CBM ZF
14287. dari famili Stomiidae dengan total
reads 278 bp dan tingkat kesamaan 99.4%;
Homo sapiens dari famili Hominidae
dengan total reads 111 bp dan tingkat
kesamaan 100%; Oreochromis sp TW2
dari famili Cichlidae dengan total reads 90
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Kemudian hasil sampel e-DNA dengan ID
IC13-KP65-S45-L001 dapat mendeteksi 5
spesies; Myctophun lychnobium dari family
Myctophidae dengan total reads 7827 bp
dan tingkat kesamaan 98.84 %; Selar
crumenophthalmus dari famili Carangidae
dengan total reads 6639 bp dan tingkat
kesamaan 100%; Thunnus obesus dari
famili Scombridae dengan reads 2851 bp
dan tingka kesamaaan 99.4 %;
Photonectes sp. CMB ZF 14287 dari famili
Stomiidae dengan total reads 1292 bp dan
tingkat kesamaan 99.4 %; Homo sapiens
dari famili Hominidae total reads 9 bp
dengan tingkat kesamaan 100%. Bahkan
diperoleh informasi bahwa ada 2 spesies
yang terdeteksi Selar crumenophthalmus
dan Thunnus obesus, di sebutkan sebagai
spesies yang sangat komersial, informasi
ini sangat penting untuk disampaikan
kepada nelayan atau pengusaha ikan,
mengingat daerah ini merupakan daerah
penangkapan ikan para nelayan lokal.

bp dab tinggkat kesamaan 100 %.
Tabel 4. Hasil Identifikasi Spesies berdasarkan pendekatan molekuler dengan
menggunakan Primer MiFish-U di depan God Bless Park
Sampel name Spesies Name Family Total Identity Align Importance in
reads (%) Length Fisheries
IC13 KP60 S13 L00L  Myctophum lychnobium Myctophidae 1083  98.84 172
IC13_KP60_S13 L001_ Selar crumenophthalmus Carangidae 847 100 170  highly commercial
IC13_KP60_S13 LO01_  Photonectes Sp. CBM ZF 14287 Stomiidae 218 994 168
IC13_KP60_S13 L001_  Homo sapiens Hominidae 11 100 171
IC13_KP60_S13 1001 Oreochromis sp. TW2 Cichlidae 20 100 168
IC13_KP65 S45 001 Myctophum lychnobium Myctophidae 7827  98.84 172
IC13_KP65_S45 L001_  Selar crumenophthalmus Carangidae 6639 100 170
IC13_KP65_S45 L001_  Thunnus obesus Scombridae 2851  99.4 168  highly commercial
IC13_KP65 S45 L00L  Photonectes sp. CBM ZF 14287 Stomiidae 1292 994 168
IC13 KP65 S45 1001  Homo sapiens Hominidae 9 100 171
Sample: IC13_KP80_S13_L001_
Relative Abandance
>10%
5%~10%
[ ] 1%~5%
® <1%
—— @ Photonectes sp. CBM ZF 14287
Joo |72 Selar crumenophthalmus
k- .._'I:M.gochromis sp. TW2
_4—. Myctophum lychnobium

® Homo sapiens

Gambar 4. Rekonstruksi filogenetik haplotipe spesies yang terdeteksi menggunakan Sampel
IC13 _KP60_S13 L0O01 fasta file sekuens, dihasilkan oleh metabarcoding eDNA

Selanjutnya berdasarkan hasil
Rekonstruksi filogenetik haplotype spesies
yang terdeteksi menggunakan sampel
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Sampel IC13_KP60 S13 L001 fasta file
sekuens Gambar 4.3, yang dihasilkan oleh
metabarcoding eDNA menyatakan bahwa
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spesies Photonectes sp. CBM ZF 14287,
Selar crumenophthalmus dan Myctophum
lychnobium  kelimpahannya >10% dan
dibandingkan dengan Oreochromis
sp.TW2 1%-5%.

Lain halnya dengan hasil rekonstruksi
filogenetik  haplotype spesies yang
terdeteksi menggunakan Sampel
IC13_KP65_S13 L001 fasta file sekuens,
Gambar 4.4, vyang dihasilkan oleh
metabarcoding eDNA menyatakan bahwa
spesies Myctophum lychnobium dan Selar
crumenophthalmus kelimpahannya >10%
dan membentuk satu group dibandingkan
dengan Thunnus obesus (1) dan Thunnus
obesus (2) kelimpahannya 5-10% juga
berada dalam satu grup sedangkan
Photonectes sp. CBM ZF 14287, 1%-5%.

Sample: IC13_KP65_S45_L001_

a0

L
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Menariknya informasi tentang
Proporsi Kelimpahan Genus berdasarkan
identifikasi Metabarcoding eDNA Groupl-
IC13 KP60 S13 L001 menunjukkan
bahwa Selar 35.16%, Myctophum 44.96%,
Photonectes 11.54%, Homo 4.61% dan
Oreochromis 3.74%. Sedangkan
kelimpahan Genus berdasarkan identifikasi
Metabarcoding eDNA Groupl-
IC13 KP65 S13 L001 diperoleh Selar
35.66%, Myctophum 42.04%, Thunnus
15.31% dan Photonectes 6.94%. Dimana
spesies yang terdeteksi meskipun baru dua
spesies target yaitu Selar
crumenophthalmus dan Thunnus obesus
yang terdeteksi lewat sampel air eDNA
sudah sesuai dengan spesies target yang
ingin dicapai dalam penelitian ini.

Relative Abandance
>10%
5%~10%
1%~5%
<1%

. Myctophum lychnobium

_m+——{. Selar crumenophthalmus
q % Thunnus obesus(1]

Thunnus obesus[2]

Photonectes sp. CBM ZF 14287

® Homo sapiens

Gambar 5. Rekonstruksi filogenetik haplotipe spesies yang terdeteksi menggunakan Sampel
IC13_KP65_S13 L001 fasta file sekuens, dihasilkan oleh metabarcoding eDNA

Relative Abundance: Genus

4.61%

0.8

0.6

0.4 11,54%

Proportion of Genus (%)

0.2

Groupl-IC13_KP60_S13_L0OL

Homo
@ Selar

@ Myctophum
@ Thunnus

6.94%

Groupl-IC13_KP65_545_L001,

Oreochromis Photonectes

Gambar 6. Proporsi Kelimpahan Genus Groupl1-IC13_KP60_S13_L001 dan Groupl-
IC13_KP65_S13 L001 berdasarkan identifikasi Metabarcoding eDNA

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

133

10.35800/jip.v10i2.57404


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

Zebua et al.

KESIMPULAN dan SARAN

Kesimpulan

Berdasarkan data hasil DNA ekstraksi dan
pengujian kualitas eDNA dari 6 titik sampel
air yang diambil dan berlokasi di perairan
teluk Manado Provinsi Sulawesi Utara
berkisar antara 2.8 pg/mL — 4.4 pg/mL
sedangkan kemurnian atau kualitas eDNA
berkisar antara 1.56 pg/mL — 2.50pg/mL.
Sampel ID 1C013 IC013 memiliki nilai
kemurnian yang berkualitas baik yakni 1,76
pHg/mL, sehingga dapat terdeteksi lima jenis
spesies; Myctophum lychnobium, Selar
crumenophthalmus,  Photonectes  sp.,
Oreochromis sp. Thunnus obesus, Homo
sapiens yang dihasilkan dengan
menggunakan eDNA metabarcoding pada
MitoFish database genom mitiokondria.

Saran

Perlu adanya penambahan titik
pengambilan sampel agar semakin banyak
informasi spesies target dan distribusi
spesies yang mendiami daerah perairan
Teluk Manado yang akan digunakan oleh

nelayan dalam penentuan daerah
penangkapan ikan.

Perlu diinfokan kepada pemangku
kepentingan tentang betapa perlunya
teknik DNA lingkungan untuk

penerapannya di bidang perikanan dan
kelautan.
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