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Abstrak

Cytochrome b (cyt b) adalah salah satu gen pada DNA mitokondria yang sering digunakan
sebagai marka molekuler untuk mengidentifikasi spesies melalui metode DNA barcoding. Penelitian
ini bertujuan untuk menentukan karakteristik bioinformatika gen penyandi cyt b yang diisolasi dari
ikan tenggiri (tenggiri papan dan tenggiri totol). Hasil amplifikasi PCR menunjukkan bahwa panjang
DNA cyt b yang diisolasi dari ikan tenggiri papan 803 pasangan basa dengan komposisi purin 312
pasangan basa dan pirimidin 491 pasangan basa, sedangkan ikan tenggiri totol 791 pasangan basa
dengan komposisi purin 316 pasangan basa dan pirimidin 475 pasangan basa. Analisis filogenetik
menunjukkan bahwa kedua sampel termasuk kedalam kelompok Scomberomorus commerson dan
Scomberomorus koreanus yang merupakan jenis ikan tenggiri. Titik isoelektrik cyt b ikan tenggiri
papan 6,38 dan berat molekul 29826,23; ikan tenggiri totol 8,67 dan berat molekul 29372,77. Cyt b ikan
tenggiri papan dan tenggiri totol memiliki kecenderungan hidrofobik. Dugaan pemodelan 3D cyt b
pada kedua jenis ikan terdapat delapan bagian berbeda berdasarkan perbedaan warna yang ditampilkan.

Kata kunci: karakteristik molekuler, cytochrome b, ikan tenggiri

Abstract

Cytochrome b (cyt b) is one of the genes in mitochondrial DNA that is often used as a molecular
marker to identify species through DNA Barcoding. The aim of the present study was to investigate the
bioinformatic of cyt b that isolated from mackerel fish. PCR amplification showed the length of DNA cyt
b from king mackerel was 803 bp within purine 312 bp and pyrimidine 491 bp while Korean mackerel 791
bp within purine 316 bp and pyrimidine 475 bp. Phylogenetic analysis showed all sample join in mackerel
groups (Scomberomorus commerson and Scomberomorus koreanus). The Isoelectric point value of cyt b from
king mackerel is 6.38 and molecular weight is 29826.23; Korean mackerel are 8.67 and molecular weight is
29372.77. Hydrophaty plot showed cyt b of mackerel more hydrophobic. Based on 3D modelling both of
them have eight different sections showing by different colors.

Keywords: characteristic molecular, cytochrome b, Mackerel

PENDAHULUAN untuk mengidentifikasi spesies bahan baku

Cytochrome b (cyt b) adalah salah pada produk perikanan (Sotelo et al. 2001).
satu gen yang ada pada DNA mitokondria Identifikasi spesies menggunakan DNA
dan sering digunakan dalam analisis DNA mitokondria memiliki keuntungan karena
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ukurannya lebih kecil, jumlah salinannya
banyak, informasi urutan DNA tersedia
lengkap untuk organisme akuatik, dan tidak
ada rentang non-coding (Mackie et al. 1999).
DNA barcoding merupakan metode yang
sering digunakan dalam forensik taksonomi
efektif ~dalam  mengidentifikasi
dalam berbagai kondisi sampel uji dan tidak
menghasilkan data yang ambigu (Dawnay et
al. 2007; Wong et al. 2011). Huang et al. (2014)
menggunakan cyt b untuk mengidentifikasi
pemalsuan fillet pufferfish. Penggunaan gen
penyandi cyt b untuk identifikasi spesies telah
dilakukan oleh Wulansari et al. (2015) untuk
mengidentifikasi kepalsuan produk yang
menggunakan ikan tuna sebagai bahan baku.

DNA mitokondria pada penelitian ini
diisolasi dari ikan tenggiri. Ikan tenggiri
merupakan salah satu jenis ikan yang sering
digunakan sebagai bahan baku produk
perikanan yaitu bakso, pempek, otak-
otak, dan kerupuk. Penelitian ini bertujuan
untuk menentukan karakteristik molekuler

karena

cyt b yang meliputi urutan DNA, pohon
filogenetik, titik isoelektrik, Hydrophaty plot,
dan pendugaan model 3 dimensi.

BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian
ini adalah ikan tenggiri segar (tenggiri
papan dan tenggiri totol), kit isolasi DNA
dneasy blood and tissue kit (Qiagen Vaenlow-
Netherland), DNA dneasy mericoon food kit
(Qiagen Vaenlow-Netherland), larutan mix
Kapa Taq Extra Hotstart Ready Mix (kappa
biosystem,Massachusetts-USA), etanol 96%,
kloroform, agarose (Vivantis invitrogen,
Massachussetts-USA), Etidium Bromida, gel
loading buffer (Invitrogen, Massachussetts-
USA), dan DNA ladder (Invitrogen,
Massachussetts-US).

Alat yang digunakan dalam penelitian ini
adalah freezer, pipet tips (Axygen Scientific,

California-USA), mikro pipet (Thermo
scientific, vantaa-finland), tabung mikro
(Qiagen,  Venlow-Netherland),  sentrifuse
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perfectspin 24 plus (peglab biotechnologie
GMvH, Erlanger-Jerman), mesin PCR
Termocycler Biometra T1 (Biometra GMbH,
Gottingen-Jerman), Inkubator Digital Block
Heater HX-1 (Peglab Biotechnologie GmbH,
Erlangen-Jerman), elektroforesis Mupid-Exu,
(Advance, Tokyo-Japan), timbangan digital
Adam vw 254 (Adam equipment co. Milton
Keynes-England), spindown perfectspin mini
(Peglab  Biotechnologie GmbH, Erlangen-
Jerman), vortex peqTwist vortex mixer (Peqlab
Biotechnologie GmbH,  Erlangen-Jerman),
microwave Panasonic NN-SM320M, alat
sinar Ultraviolet Viewer (UV-1) (Extragene
Inc, Taichung City-Taiwan), dan nanodrop
nanofotometer  p360  (implant ~ GmbH
eschtzbogeen-Germany).

METODE PENELITIAN
Koleksi Sampel

Ikan tenggiri terdiri dari tenggiri papan
dan tenggiri totol diperoleh dari Muara Baru,
Jakarta. Bagian ikan yang diambil adalah
jaringan otot (muscle) dimasukkan ke dalam
tabung mikro 1,5 mL dan direndam dalam
larutan etanol 96%, kemudian disimpan pada
suhu -70°C.

Isolasi DNA (CTAB dengan
Modifikasi)

Isolasi DNA berdasarkan metode CTAB
(Sambrook dan Russel, 2001) yang telah
dimodifikasi mengikuti protokol Dneasy Blood
and Tissue Kit (Qiagen). Prinsip pemurnian
DNA menggunakan protokol giagen terdiri
dari tiga tahap yaitu, penghancuran membran
sel, pemisahan DNA dengan molekul lain, dan
pemurnian DNA.

Amplifikasi PCR

Sampel yang telah isolasi kemudian
diperbanyak dengan menggunakan mesin
PCR (Polymerase Chain Reaction). Tahapan
PCR terdiri dari predenaturasi 94°C selama
5 menit, denaturasi 94°C selama 5 menit,
annealing 56°C selama 1 menit, extention 72°C
selama 1 menit, post extention 72°C selama 7

10



Karakteristik Marka Molekuler Cytochrome B, Maulid et al.

JPHPI 2016, Volume 19 Nomor 1

menit dan preservasi 8°C selama 5 menit.

Reaksi PCR sebanyak 50 pL yang terdiri
dari: akuades (ddH,0O) sebanyak 21,5 pL
ditambahkan “kappa mastermix PCR” 25
uL, ditambahkan primer forward dan reverse
(Maulid dan Nurilmala 2015) masing masing
1,25 pL, terakhir cetakan DNA sebanyak 1 puL
yang dicampur didalam mikrotube.

Amplifikasi dilakukan sebanyak 40 siklus
di dalam mesin PCR. Produk PCR kemudian
dielektroforesis menggunakan gel agarose 1%
dan selanjutnya divisualisasi menggunakan
sinar UV. Produk PCR diamati menggunakan
sinar UV dilanjutkan dengan sekuensing
yaitu penerjemahan untai DNA menjadi
(ACGT). Pengiriman
sampel dilakukan oleh perusahaan Firstbase
(Malaysia). Hasil sekuensing kemudian
disejajarkan menggunakan software Mega
5.2 (Molecular Evalutionary Genetic Analysis)
(Tamura et al. 2011).

Komposisi basa nukleotida dipisahkan
berdasarkan jenis basanya yaitu basa purin
dan pirimidin. Penandaan panjang untai
DNA secara otomatis terlihat berdasarkan

basa nukleotida

penomoran pada rantai DNA. Translasi untai
DNA menjadi untai asam amino dilakukan
dengan menggunakan standar kode genetik
untuk hewan bertulang belakang (vertebrata).

Basic Local Alignment Search  Tool
(BLAST) digunakan untuk mencari kemiripan
spesies berdasarkan urutan basa nukleotida

yang dihasilkan. Urutan basa nukleotida
sampel diperbandingkan dengan database
yang tersedia pada GenBank, kemiripan
spesies dilihat berdasarkan nilai homology
tertinggi.

Pohon Filogenetik

Pohon filogenetik  dibuat dengan
menggunakan metode Neighbour-Joining Tree
model Kimura 2-Parameter dan bootstrap
1.000. Pohon filogenetik digunakan untuk
melihat kelompok suatu spesies dengan
spesies lain sehingga sampel yang diuji bisa
ditentukan berdasarkan pengelompokkan
tersebut.

Titik Isoelektrik, Hydrophaty Plot, dan
Pendugaan Model 3 Dimensi

Titik isoelektrik adalah pH dimana
protein memiliki muatan negatif dan muatan
positif yang sama besar. Titik isoelektrik
dihitung berdasarkan jumlah asam amino
dengan menggunakan analisis tools expasy
server (Gasteiger et al. 2005). Hydrophaty plot
adalah analisis kuantitatif untuk mengukur
derajat hidrofobik maupun hidrofilik dari
suatu protein. Hydrophaty plot diukur dengan
menggunakan  Transporte  Classification

Database (TCDB) (Kyte dan Doolittle 1982).
Model tiga dimensi protein cyt b dianalisis
menggunakan swiss model expasy (Biasini et
al. 2014).

T30ty D —y

2= tenggiri totol

Keterangan: M=Marka; = tenggiri papan;

gen target
808 bp

Gambar 1 Elektroforegram hasil PCR ikan tenggiri papan dan tenggiri totol
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HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi DNA

DNA hewan terletak pada inti sel dan
mitokondria. Sel hewan dilapisi oleh membran
terdiri dari protein dan lipid. Prinsip isolasi
DNA adalah pelisisan sel, ekstraksi, dan
pengendapan.
membran sel oleh protease. Ekstraksi adalah

Pelisisan adalah perusakan

F*

penghancuran orgenel sel sehingga materi
yang berada
Pengendapan adalah pemisahan antara DNA

dalam organel sel keluar.
dengan materi lain melalui perbedaan berat
(Nishiguchi et al. 2002). Hasil isolasi DNA
tenggiri papan memiliki nilai konsentrasi 69,6
nmol/pL dengan kemurnian 1,7. Tenggiri totol
memiliki nilai konsentrasi 87 nmol/pL dengan

kemurnian 1,99.

CTTGGAAGGGAGCCTTTACTACGGCTCCTATCTCTATAAAGAGACCTGAAACATC

¥1. T Papan F

L T TeArgar T (1| PR O N [P P ) P [ ) P PO P P PO (S P [

¥2.T Totol F 1

1. T Papan F 1
2. T Totol F 1

“1.TPapan F 1
¥2. T Totol F 1

GCATCCGTCC'JICTACTTCTCCTGTTTCCCTCATC
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Gambar 2 Urutan DNA cyt b tenggiri papan dan tenggiri totol
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Amplifikasi PCR
DNA vyang telah diperbanyak melalui
proses amplifikasi dengan bantuan mesin
PCR selanjutnya divisualisasi di bawah sinar
UV seperti ditunjukkan oleh Gambar 1.
Gambar 1 menunjukkan panjang gen
target berkisar antara 750-1.000 pasangan
basa. Panjang tersebut sesuai dengan
panjang gen target yaitu 808 pasangan basa.
Laju perpindahan DNA dipengaruhi oleh
konsentrasi gel dan tegangan listrik. Semakin
rendah konsentrasi gel dan semakin besar
tegangan listrik maka laju perpindahan DNA
semakin cepat (Sambrook dan Russel 2001).
Produk PCR hasil amplifikasi kemudian
untuk diketahui urutan basa
Hasil urutan DNA

tenggiri papan berdasarkan marka molekuler

disekuens
nukleotidanya. ikan
terdiri dari 803 pasangan basa dengan
komposisi purin 312 pasangan basa (adenin
189 pasangan basa; guanin 123 pasangan
basa) dan pirimidin 491 pasangan basa (timin
215 pasangan basa; citosin 276 pasangan
basa). Hasil urutan DNA ikan tenggiri totol
berdasarkan marka molekuler terdiri 791
pasangan basa dengan komposisi purin 316
pasangan basa (adenin 195 pasangan basa;
guanin 121 pasangan basa) dan pirimidin
475 pasangan basa (timin 245 pasangan basa;
citosin 230 pasangan basa). Jumlah basa
nukleotida pirimidin dalam satu utas DNA
lebih banyak dibanding pirimidin baik ikan
tenggiri papan maupun tenggiri totol. Lin
et al (2008) menyatakan dari sampel DNA
yang dikoleksinya menunjukkan bahwa basa
pirimidin lebih banyak dibanding dengan
basa purin. Urutan DNA cyt b ikan tenggiri

papan dan tenggiri totol ditunjukkan pada
Gambar 2. Tanda titik (.) menunjukkan bahwa
daerah tersebut merupakan daerah yang sama
(conserve) antar kedua sekuen tersebut.

Asam amino yang berhasil diterjemahkan
untuk ikan tenggiri papan 267 asam amino
dan ikan tenggiri totol 263 asam amino. Asam
amino merupakan hasil translasi RNA dengan
ketentuan tiga basa (kodon) menerjemahkan
satu asam amino. DNA mitokondria tidak
memiliki operon sehingga hanya ada satu jenis
gen yang berada diantara start kodon dan stop
kodon. Hal ini memudahkan dalam proses
penentuan asam amino dengan asumsi tidak
ada stop kodon diantara urutan asam amino
yang diperoleh. Hasil BLAST menunjukkan
bahwa tenggiri  papan
tingkat kemiripan dengan Scomberomorus
commerson (Accession number: EF141176.1)
dengan persentase identity 99% dan e-value
0,0. Ikan tenggiri totol memiliki tingkat
kemiripan dengan Scomberomorus koreanus
(Accession number: DQ497884.1) dengan
persentase identity 98% dan e-value 0,0.
Kedua sampel yang di BLAST memberikan
nilai e value 0 hal ini menunjukkan bahwa
hasil perbandingan yang diberikan identik
dan dapat dipercaya. Nilai e-value semakin
mendekati satu maka nilai e-value tidak bisa
dipercaya (Narita et al. 2012). Pearson (2013)
melaporkan bahwa e-value lebih akurat dan
lebih sensitif ketika memperbandingkan
protein dari ragi dengan protein manusia.

ikan memiliki

Pohon Filogenetik
Pengelompokkan spesies
pohon filogenetik memberikan penjelasan

berdasarkan

100 l__ Tenggiri papan
EF141176.1 Scomberomorus commerson SC3
I__ Tenggiri totol
1

00 — DQ497884.1 Scomberomorus koreanus

EF417555.1 Donax trunculus

Gambar 3 Pohon filogenetik ikan tenggiri
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Gambar 4 (A) Hydrophaty plot cyt b tenggiri papan; (B) Hydrophaty plot cyt b tenggiri totol

bahwa dari pengulangan 1000 kali bootstraps (Simmons dan Williams 2006). Berdasarkan

memberikan hasil 100% sampel ikan tenggiri derajat keasaman, asam amino terbagi
papan dikelompokkan kedalam spesies menjadi tiga kelompok yaitu asam amino
Scomberomorus commerson dan ikan tenggiri bersifat asam, basa, dan netral. Asam amino
totol masuk. kelompok Scomberomorus yang bersifat asam diantaranya adalah asam
koreanus. Pohon filogenetik ditunjukkan oleh glutamat (Glu, E) dan asam aspartat (Asp, D).
Gambar 3. Asam amino yang bersifat basa adalah lisin

(Lys, K), arginin (Arg, R), dan histidin (His,
Titik Isoelektrik, Hydropaty Plot, dan H) (Bettelheim et al. 2010). Perbandingan

Pendugaan Model 3 Dimensi asam amino yang bersifat asam dan basa

Hasil  analisis  titik  isoelektrik pada ikan tenggiri papan adalah 12:17 asam
menunjukkan bahwa cyt b ikan tenggiri papan amino sedangkan pada ikan tenggiri totol
memiliki isoelektrik 6,38 dan berat molekul adalah 10:19 asam amino. Pengukuran titik
29.826,23 g/mol sedangkan cyt b ikan tenggiri isoelektrik dan berat molekul protein dari
totol memiliki isoelektrik 8,67 dan berat urutan DNA hanya mengukur protein hasil

molekul 29.372,7 g/mol. Isoelektrik dan berat translasi dan tidak melibatkan signal peptida
molekul dipengaruhi oleh jenis dan jumlah sehingga hasilnya lebih akurat. Gasteiger

asam amino yang dimilikinya. Asam amino et al. (2005) menyatakan bahwa sequence
memiliki gugus aktif karboksil dan amina. asam amino yang telah ditampilkan telah
Pada pH tertentu (isoelektrik) gugus amina mengalami reduksi atau penghilangan signal
terprotonisasi menjadi -NH?** dan gugus peptida sehingga meningkatkan akurasi hasil
karboksil terdeprotonisasi menjadi —-COO- pI dan berat molekul.

(A) (B)
Gambar 5 (A) Model 3 dimensi cyt b tenggiri papan; (B) model 3 dimensi cyt b tenggiri totol
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Hydrophaty plot adalah visualisasi yang
menggambarkan sifat hidrofilik maupun
hidrofobik  dari protein
keseluruhan. Cyt b merupakan salah satu
protein transmembran yang berperan dalam
proses transfer elektron pada membran dalam
mitokondria (Espoti et al. 1992). Hasil analisis
Hydrophaty plot menggunakan metode Keyte-
Doolittle ditunjukkan seperti pada Gambar 4.

Sumbu X mewakili panjang protein
(asam amino) dan sumbu Y mewakili nilai
hidrofobilisity yang berkisar antara -4,6
sampai dengan 4,6. Semakin mendekati nilai
-4,6 maka akan memiliki sifat hidrofilik dan
semakin mendekati nilai 4,6 maka akan

suatu secara

memiliki sifat hidrofobik. Garis merah
menunjukkan batas wilayah antara wilayah
permukaan dan wilayah
Bagian yang lebih besar atau melewati
garis merah dinyatakan sebagai wilayah
transmembran (Kyte dan Doolottle 1982).
Ikan tenggiri papan dan tenggiri totol
menunjukkan terdapat empat bagian yang
melewati garis merah dan secara keseluruhan
berada diatas nilai nol (0), hal ini berarti
cyt b pada masing-masing ikan memiliki 4
region transmembran dan secara keseluruhan
memiliki sifat hidrofobik. Esposti et al (1990)
melaporkan cytochrome P45 memiliki region
transmembran yang bersifat hidrofobik. Skala
yang digunakan menggunakan skala Kyte dan
Doolittle yang berdasarkan sifat hidrofobik
dari setiap asam amino.

Pendugaan model 3D bertujuan untuk
menentukan struktur protein secara 3D.
Hasil pendugaan model 3D diperlihatkan
pada Gambar 5. Pendugaan model 3 dimensi
cyt b baik tenggiri papan maupun tenggiri
totol memberikan hasil yang hampir sama.
Terdapat 8 fragmen yang berbeda ditandai
dengan perbedaan warna yaitu merah, orange,
kuning, biru, hijau, hijau muda, biru sian, dan
biru muda.

transmembran.

Terdapat dua bentuk berbeda yaitu bagian
yang panjang seperti benang dan bagian yang
pipih seperti pita, kedua bagian tersebut
merupakan penanda bagi strukur sekunder
a-helix dan f-sheet.

15

KESIMPULAN

Panjang DNA cyt b tenggiri papan
803 pasangan basa dengan komposisi basa
adenin, guanin, timin, dan citosin adalah
189,123, 215, dan 276 pasangan basa. Asam
amino hasil translasi sebanyak 267 asam
amino. Panjang DNA cyt b tenggiri totol 791
pasangan basa dengan komposisi basa adenin,
guanin, timin, dan citosin adalah 195, 121,
245, dan 230 pasangan basa. Asam amino hasil
translasi sebanyak 263 asam amino. Nilai titik
isoelektrik cyt b ikan tenggiri papan 6,38 dan
berat molekul 29826.23 g/mol sedangkan cyt
b ikan tenggiri totol memiliki isoelektrik 8,67
dan berat molekul 29372.77 g/mol. Cyt b ikan
tenggiri papan dan tenggiri totol memiliki
kecenderungan hidrofobik dan memiliki
masing-masing 4 daerah transmembran.
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