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Abstract

The Cethol fish was used as a dietary raw material of chips
fish by local people in Magelang. The population of the fish
was decreased and impacted to fish chips production. The
Cethol fish farming could be the one of solution to maintain
the stock of this fish as dietary raw material. Nevertheless, the
taxonomic status of Cethol fish as the primary information of
in Magelang still unclear. Taxonomic status is of organisms is
useful to inform biology, reproduction and traits of candidate
species will be farmed. The aim of research is revealing the
taxonomic status of Cethol fish in Magelang using common
barcoding marker Cytochrome Oxidase [ (COI) from
mitochondrial DNA. The COI gene sequences of Cethol fish
from Magelang and other sequence samples from NCBI were
used to construct the phylogenetic tree and haplotype network
approach to reveal the similarity and clustered of the fish
sequence samples. The maximum likelihood and minimum
evolution were considered as construction tree method by
Kimura 2 parameter statistic model and 1000 bootstrap value.
The Median joining statistic model was generated to reveal
grouping form and substitution rate of each samples. The
phylogenetic tree was constructed from COI gene of Cethol
fishes from Magelang are grouped in the same clade and
monophyletic with the Poecilia reticulata COI gene from
South America as the origin of the fish species. Meanwhile, the
P.reticulata from Bengkulu, Sumatera and Java were clearly
separated with the samples from Magelang but still in
haplogroup with the South America sequence samples. Those
result are strengthen the previously notion that the Cethol fish
in Magelang is a group species of P.reticulata from South
America.

Keywords: Extremophile, Cethol, Magelang Chips, Poecilia
reticulata.
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Abstrak

Ikan Cethol yang menjadi bahan baku peyek Petho mengalami
penurunan  populasi, sehingga berpengaruh terhadap
keberlangsungan produksi makanan tersebut di Magelang.
Upaya budidaya ikan tersebut menjadi salah satu solusi untuk
menjaga ketersediaan stok ikan di alam, namun status
taksonomi ikan Cethol di Magelang belum sepenuhnya
terungkap sehingga hal tersebut akan menjadi kendala dalam
melakukan budidaya. Penelitian ini dilakukan untuk
mengungkap status taksonomi ikan tersebut menggunakan
penanda genetik berupa gen COI dari DNA mitokondria.
Metode yang dilakukan dengan pendekatan hubungan
kekerabatan ikan P. reticulata populasi Magelang dengan
populasi lainnya di Indonesia, Asia, Amerika, dan Eropa yang
diuji melalui konstruksi pohon filogenetik dengan maximum
likelihood dan minimum evolution dengan model statistik
Kimura-2-parameter dengan nilai 1000 bootstrap. Analisis
haplotype network menggunakan model statistika median
joining untuk melihat model pengelompokan dan jarak
substitusi basa dari masing-masing sampel. Hasil analisis
filogenetik dan haplotype network menunjukkan adanya
pemisahan percabangan yang signifikan antara P. reticulata
populasi Magelang dengan Populasi lain di Jawa dan
Bengkulu, namun berada dalam kelompok percabangan dan
haplogruop yang sama dengan populasi asal yaitu Amerika
Latin. Hal tersebut memperkuat dugaan bahwa ikan Cethol
populasi Magelang termasuk dalam spesies P.reticulata yang
berasal dari Amerika Latin.

Kata Kunci: Ekstremofil, Cethol, Magelang, Peyek, Poecilia
reticulata.

1. Pendahuluan

Topografi wilayah Magelang dikelilingi oleh pegunungan dengan aliran anak sungai
yang bermuara di sungai Progo. Aliran sungai tersebut menjadi habitat yang sesuai bagi ikan
air tawar. Anak sungai di wilayah Magelang memiliki variasi ketinggian dan tipe vegetasi
riparian merupakan habitat ikan untuk pengasuhan larva, memijah dan mencari makan
termasuk ikan Cethol P. reticulata yang merupakan ikan Ekstremofil yaitu organisme yang
dapat hidup pada kondisi habitat perairan yang ekstrim, dimanfaatkan sebagai bahan baku
peyek Cethol yang merupakan makanan khas di Magelang (Darma dan Putra, 2020; Pambuko
et al, 2020; Kurniawan dan Mustikasari, 2021). Berdasarkan laporan masyarakat sekitar,
keberadaan ikan P. reticulata di wilayah Magelang saat ini sudah mulai sulit sehingga
berpotensi mengganggu keberlangsungan produksi peyek Cethol ini. Berdasarkan hal tersebut,
ikan P. reticulata memiliki nilai penting bagi masyarakat sehingga upaya budidaya ikan
menjadi alternatif solusi bagi masalah tersebut. Langkah awal yang dapat dilakukan sebelum
budidaya adalah mengetahui status taksonomi ikan P. reticulata di alam. Populasi ikan P.
reticulata berdasarkan laman International Union for Conservation of Nature (IUCN) redlist
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saat ini adalah kategori Less Concern (Lyons, 2021), yaitu status populasi ikan tersebut kurang
diperhatikan. Hal tersebut disebabkan oleh minimnya kajian status taksonomi spesies dan
populasi ikan P. reticulata di dunia, termasuk di wilayah Magelang, sehingga kepastian dari
status taksonomi yang menjadi informasi dasar untuk menduga populasinya belum
terkonfirmasi. Dugaan keberadaan spesies P. reticulata di wilayah Magelang mengacu pada
penelitian Rahayu ef al, (2019), berdasarkan indeks kesamaan sekuens gen Cytochrome
Oxydase I (COI) pada DNA mitokondria yang merupakan gen penanda dalam barcoding
hewan dan tumbuhan ini memiliki nilai 90-100% untuk spesies P. reticulata dan P. mexicana.

Gen COI merupakan bagian dari DNA mitokondria yang berperan dalam proses respirasi
tingkat seluler. Gen-gen mitokondria seperti UCP2 (mitochondrial uncoupling protein 2),
(cytochrome ¢ oxidase subunit 4 isoform 2 [COX412], HIG] domain family member 14
[HIGDIA] dan cytochrome-b5 reductase [CYB5R]) diketahui berperan dalam menurunkan
jumlah reseptor pada proses fosforilasi oksidatif dan metabolisme energi saat pemberian
suplementasi asam lemak (Tian et al., 2015; Du et al., 2018). Selain berperan dalam
metabolisme energi, gen COI bersifat maternal yaitu diturunkan langsung dari induk betina
tanpa melalui proses rekombinansi, sehingga gen ini memiliki sifat yang konservatif dan
dianggap sesuai untuk mengungkap kekerabatan suatu spesies.

Introduksi kelompok ikan Poeciliid di wilayah Indonesia berdasarkan catatan jejak
introduksi spesies P. reticulata terjadi pada tahun 1920an. Introduksi tersebut pada mulanya
bertujuan untuk mengendalikan populasi larva nyamuk malaria, namun relung habitat larva
nyamuk malaria lebih luas dari ikan P. reticulata, menjadi salah satu faktor yang menghambat
ikan ini untuk berperan maksimal dalam mengendalikan larva nyamuk dan populasi ikan P.
reticulata masih banyak ditemukan di luar habitat aslinya hingga saat ini termasuk di Indonesia
(Eidman, 1989). lkan P. reticulata yang ada di wilayah Magelang hingga saat ini masih
dianggap spesies yang sama dengan P. reticulata yang diintroduksi pada masa lampau di
wilayah Asia, Eropa, dan Amerika, meskipun pada masing-masing habitat introduksi tersebut
memiliki perbedaan kondisi lingkungan dan pola predasi yang berhubungan pada mekanisme
adaptasi dan spesiesi. Untuk memperkuat dugaan tersebut, peneliti melakukan konstruksi
pohon filogenetik dan pengelompokan ikan P. reticulata populasi Magelang menggunakan gen
COI dan data sekunder dari gen bank NCBI sebagai pembanding.

2. Metode Penelitian

Sampel ikan P. reticulata diambil dari saluran irigasi persawahan di wilayah Srumbung,
Kabupaten Magelang dengan koordinat -8° 25' 23.6' LS dan 110° 19' 21"BT. DNA ikan P.
reticulata populasi Magelang diekstraksi menggunakan GeneJet™ Genomic DNA Purification
Kit. Amplifikasi DNA pada suhu 90°C selama 30 detik, 54°C selama 30 detik, 72°C selama 1
menit, dan post extension pada suhu 72°C selama 5 menit. Primer COI yang digunakan adalah
Universal Primer dengan urutan Forward 5>’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3’ dan
Reverse 5S’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’. Selanjutnya dilakukan
elektroforesis menggunakan agarosa 1% dan dilanjutkan dengan sekuensing di 1% BASE,
Singapura dan analisis genetik. DNA hasil sekuensing selanjutnya diverifikasi menggunakan
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BLAST di gen bank NCBI kemiripan diatas 90%. Sekuens DNA P. reticulata populasi
Magelang selanjutnya disejajarkan dengan program Clustal W dalam software Mega 6.
Pensejajaran tersebut juga melibatkan data sekunder dari genbank NCBI (Tabel 1). Pohon
filogenetik dikonstruksi dengan pendekatan minimum evolution, dan maximum likelihood
menggunakan model statistik Kimura-2-P dengan nilai bootstrap 1000 (Kimura, 1980). Nilai
bootstrap merepresentasikan banyaknya ulangan pohon filogenetik yang dikonstruksi dengan

pendekatan minimum evolution dan maximum likelihood untuk menghasilkan pohon yang valid.

Analisis haplotype network antar sampel P. reticulata dilakukan dengan menggunakan
program komputer DnaSP v.5.0, serta membuat haplogroup berdasarkan analisis median
joining network antar populasi dengan kerabatnya berdasarkan haplotype menggunakan
program komputer Network 4.1.0.8 (Bandelts et al., 1999)

Tabel 1. Sekuens Pembanding dari Bank Data Gen NCBI

No Nomor Akses Asal Sekuens Negara Referensi

1. JX968696 Pedernales river Republik Dominica Aldaet al, 2013

2. MK860778 Hyderabad India Laskar et al., 2019

3. MNO083133 Dhaka Bangladesh Ahmed et al., 2019

4. MTO012659 Bangladesh Bangladesh Ahmed et al., 2020

5. MK464043 Cerrado river Brazil Bagley et al., 2019.

6. MK628405 Ing River Thailand Panprommin et al., 2019
7. KJ554388 Mediterania Mediterania Geiger ef al., 2014

8. KT599873 Santa Monica Lake Panama Martinez et al., 2016

9, MK440717 Nira India Verma et al., 2019

10. JQ734533 Cape Verde Cape Verde Luce and Lemoine. 2012
11. KM287034 Rhine river Germany Knebelsberger et al., 2015
12. KU568971 South Africa Market South Africa Van Der Walt et al., 2017
13. MF591705 Kerala India Prasannan and Pillai, 2017
14. GU702171 Paraiba do Sul River Brazil Pereira et al., 2011

15. JN989142 Parana river Brazil Pereira et al., 2013

16. JQ667563 Indian market India Khedkaret al., 2012

17. JN028266 Canada Canada April et al., 2011

18. KP700521 Central america Bagley et al., 2015

19. JX968694 Central America Alda et al., 2013

20. KR871635 Cochin backwater India Deepak et al., 2015

21. MK355289 Columbia Columbia Papamija et al., 2018

22. KU692776 Jawa Indonesia Dahruddin et al., 2017
23. JQ665833 Manna river Bengkulu Indonesia Wibowo et al., 2013

3. Hasil dan Pembahasan

Penelitian ini menggunakan sampel gen COI ikan P. reticulata yang diambil dari saluran
irigasi di Wilayah Srumbung Kabupaten Magelang dan sekuens gen COI dari sampel P.
reticulata yang diambil dari gen bank NCBI (Tabel 1). Hasil analisis polimorfirsme gen COI
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menggunakan program Mega 6 pada gen COI dari sampel P. reticulata dengan label 219 dan
220 menunjukkan adanya polimorfisme (perubahan sekuens) yang didominasi dengan variasi
subtitusi (Gambar 1). Sampel 220 teridentifikasi menunjukkan polimorfisme pada gen COI
berupa subtitusi basa pada urutan 520 dari C ke A. Selain itu, kedua sampel 219 dan 220 juga
memiliki pola polimorfisme yang sama, diantaranya substitusi basa pada urutan 673 dari G ke
A, urutan 685 dari A ke C, urutan 687 dari T ke A, urutan 689 dari C ke T, dan urutan 690 dari

T ke C.
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Gambear 1. Profil Sekuens Gen CO1 pada Beberapa Sampel P. reticulata
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Substitusi basa sampel P. reticulata yang terjadi pada beberapa 6 titik sekuens gen COI
mengindikasikan bahwa populasi ikan P. reticulata di Magelang lebih bervariasi secara genetik
dari populasi lainnya. Fenomena polimorfisme tunggal nukleotida mitokondria menjadi dasar
pengelompokan organisme dalam suatu populasi karena sifat DNA mitokondria yang lebih
konservatif dibanding DNA nukleus (Susmiarsih, 2012). Subtitusi basa DNA tersebut diketahui
tidak merubah karakter asam aminonya. Substitusi sinonim juga terjadi pada ikan Chitala lopis
sebanyak 13 titik dan bersifat sinonimus dan Kriptopterus limpok (Persada et al, 2021;
Singkam et al., 2011). Polimorfisme DNA disebabkan karena adanya mutasi yang terjadi secara
acak. Dalam penelitian ini, polimorfisme sampel 219 dan 220 populasi Magelang berbeda
dengan pola polimorfisme sekuens dari NCBI. Perbedaan pola polimerfisme tersebut
mengindikasikan bahwa mutasi DNA antar populasi tersebut terjadi secara acak dan merupakan
bagian dari mekanisme mutasi. Berdasarkan penelitian Gilbey et al., (1999) pada juvenile ikan
Salmon Atlantik menunjukkan bahwa polimorfisme DNA mitokondria berkaitan dengan faktor
temperatur, pertumbuhan, umur serta konsumsi oksigen. Pohon filogenetik menunjukkan
bahwa sampel 219 dan 220 menunjukkan keduanya dalam satu sub kelompok baik dengan
maximum likelihood dan minimum evolution (Gambar 2).
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Gambar 2. Pohon Filogenetik Gen CO1 Berdasarkan Maximum Likelihood (Kanan) dan Pohon
Filogenetik Gen CO1 Berdasarkan Minimum Evolution (Kiri)

Hasil konstruksi pohon dua pohon filogenetik menggunakan maximum parsimony dan
minimum evolution menunjukkan kedua sampel P. reticulata dari Kabupaten Magelang berada
dalam satu klade dengan sekuens P. reticulata dari India, Afrika Selatan, dan Amerika Tengah
baik pada pohon filogenetik maximum parsimony dan minimum evolution. Sementara itu,
terdapat 1 sekuens P. reticulata populasi Bengkulu (JQ665833) yang terpisah percabangan
(klade) dengan populasi Magelang namun berada dalam satu klade dengan populasi Jawa
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(KU692776), Central America (JX968694) dan Hyderabad, India (MK860778). Sekuens P.
reticulata populasi Magelang yang terpisah Klade dengan populasi ikan di Jawa dan Bengkulu
dimana hal tersebut juga terjadi pada penelitian Hariyanto et al., (2019) yang menunjukkan
bahwa P. reticulata populasi Jawa Timur terpisah klade dengan P. reticulata populasi
Sukabumi. Polimorfisme gen COI yang tinggi di menjadi salah satu sebab P. reticulata populasi
Jawa terpisah satu sama lain. Hal ini mengindikasikan bahwa ikan P. reticulata populasi
Magelang berada dalam kelompok spesies tersebut.

Berdasarkan analisis haplotype network dari gen COI ikan P. reticulata terbentuk 8
haplogorup dimana haplogroup 2 adalah spesies Upeneus sulphureus yang merupakan
outgroup dan tidak ditampilkan pada gambar haplotype network. P. reticulata populasi
Magelang terpisah dalam dua haplogroup, sampel 219 terkelompok dalam halpogroup 1 (Hap
1) yang terdiri dari 13 sampel dan sampel 220 berada pada haplogroup 3 (Hap 3) dengan arah
percabangan dari Hap 1. Haplogroup 5 terdiri dari 5 sampel, 3 sampel terkelompok dalam
haplogroup 4 dan haplogroup 7 sebanyak 2 sampel dari lokasi yang berbeda. Pola
pengelompokan P. reticulata berdasarkan analisis haplotype network mengindikasikan bahwa
sampel dari populasi Magelang dan Populasi lain tidak mengindikasikan adanya cluster
pengelompokan berdasarkan asal sampel. Keterangan sampel dari masing-masing haplogroup
disajikan pada Tabel 2.

) H
Hap : ]g ap

~Hap

Gambar 3. Haplotype Network Gen COl dari P. reticulata

Keterangan: Sampel sekuens yang dianalisis diinterpretasikan dalam bentuk lingkaran yang
terpisah yang dihubungkan dengan garis. Ukuran lingkaran menginterpretasikan
banyanya sampel sekuens yang terkelompok pada suatu lingkaran, sedangkan
panjang garis penghubung menginterpretasikan jumlah subtitusi gen COI yang
terjadi antar kelompok sampel. Semakin panjang garis, maka jumlah subtitusi
gen COI semakin banyak.
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Tabel 2. Kelompok Sampel Berdasarkan Pengelompokan dari Analisis Haplotype Network

No Kelompok Haplotype Sampel ID Sekuens
1. Hapl Kerala India MF591705.1
South Africa Market KU568971.1
Magelang 1 219
Dominica JX968696
Bangladesh1 MNO083133
Bangladesh2 MTO012659
Cerrado rvr, Brazil MK464043
St. Monk Lake, Panama KT599873
Nira, India MK440717
Cape Verde JQ734533
PD Sul, Rvr, Brazil GU702171
Kanada IN028266
Cochin India KR871635
2. Hap3 Magelang 2 220
3. Hap4 Hyderabad, India MK860778
Jawa, Indonesia KU692776
Central America J1X968694
4. Hap5 Ing River, Thailand MK628405
Mediterania KJ554388
Rhine river, Germany KM287034
India Market JQ667563
5. Hapé6 Bengkulu, Indonesia JQ665833
6. Hap7 Parana river, Brazil JNO89142
Columbia MK355289
7. Hap8 Central America KP700521

Fenomena pengelompokan populasi spesies invasif dalam satu haplogroup juga terjadi
pada kelompok serangga H. axyridis, pengelompokan tersebut terjadi karena diversitas genetik
populasi serangga yang rendah (Blekhman et al., 2020).

Variasi gen yang terjadi pada DNA mitokondria dapat terjadi akibat adanya pengaruh
faktor lingkungan dan translokasi ke gen-gen nukleus (Sharma et al., 2019), dimana kondisi
tersebut dapat berbeda pada masing-masing organisme pada habitat yang berbeda serta
merupakan gejala mikroevolusi. Pengelompokan P. reticulata yang ditemukan di wilayah
Magelang dengan 13 sekuens CO1 dari populasi Kanada, Asia Selatan (India dan Bangladesh),
Afrika Selatan dan Amerika Latin (Brazil, Panama dan Dominika) merefleksikan perjalanan
sejarah introduksi P. reticulata dari Amerika Latin ke wilayah Asia Tenggara pada masa
kolonial Belanda, dimana hal tersebut juga dapat menggambarkan kebutuhan P. reticulata untuk
mengendalikan populasi larva Malaria di negara-negara tempat berlabuhnya kolonial Belanda
pada saat itu.
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4. Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat ditarik dari hasil konstruksi pohon filogenetik serta haplotype
network ikan P. reticulata populasi Magelang menggunakan gen COI yaitu dua sampel sekuens
ikan P. reticulata populasi Magelang berada lama klade yang sama dan berada pada kelompok
kluster yang sama dari populasi Amerika Latin, namun sampel sekuens dari populasi Magelang
memiliki substitusi basa yang relatif banyak. Hasil menggunakan gen COI tersebut memperkuat
dugaan bahwa ikan Cethol yang menjadi bahan dasar peyek Petho di Magelang termasuk dalam
spesies P. reticulata. Untuk memperkuat dugaan tersebut perlu dilakukan penelitian identifikasi
morfologi dan anatomi dari ikan tersebut.
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