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Abstrak

Perikanan hiu dan pari di Indonesia, termasuk Tanjung Luar di NTB, menghadapi tantangan besar
karena populasi hiu dan pari yang terus menurun. Hiu sangat rentan terhadap penangkapan berlebih dan
kepunahan karena faktor seperti kematangan seksual yang lambat dan fekunditas yang rendah. Daging
dan sirip hiu umunya diminati konsumen; namun, produk hiu lainnya tidak dicatat secara terpisah
dalam statistik perdagangan, sehingga sulit untuk diidentifikasi berdasarkan indikator morfologi. Sebagai
alternatifnya dapat menggunakan metode DNA barcoding. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
spesies hiu langka yang terdaftar di CITES yang telah mendarat di pelabuhan NTB menggunakan metode
DNA barcoding. Penelitian yang dilakukan meliputi tahap isolasi DNA, amplifikasi DNA, sekuensing dan
analisis bioinformatika. Hasil sekuensing DNA dan analisis bioinformatika menunjukkan spesies Sphyrna
lewini dan Carcharhinus falciformis teridentifikasi pada sampel dengan tingkat kemiripan 99-100%. Hasil
ini menunjukkan ikan hiu yang termasuk dalam daftar CITES masih kerap ditangkap dan dimanfaatkan,
sehingga perlu dilakukan regulasi yang lebih tegas dan transfer pengetahuan kepada masyarakat agar spesies
hiu yang tergolong terancam punah dapat dilestarikan.

Kata kunci: bioinformatika, CITES, DNA barcoding

DNA Barcoding for Fresh Shark Products Authentication
from West Nusa Tenggara Waters

Abstract

Shark and ray fisheries in Indonesia, including Tanjung Luar, West Nusa Tenggara, face considerable
challenges where shark and ray populations continue to decrease. Sharks are particularly vulnerable to
overfishing and extinction due to slow sexual maturity and low fecundity. Shark meat and fin are generally
in demand by consumers; however, other shark products are not separately recorded in trade statistics,
making them difficult to identify based on morphological indicators. As an alternative, the DNA barcode
method can be applied. This study aims to identify rare shark species recorded on CITES that have landed at
the port of NTB using the DNA barcoding method. The research includes the stages of DNA isolation, DNA
amplification, sequencing and bioinformatics analysis. The results of sequencing and bioinformatics analysis
showed Sphyrna lewini and Carcharhinus falciformis DNA species in samples with 99-100% similarity. These
results show that the use of sharks that are included in the CITES list is still often carried out, so it is
necessary to implement stricter regulations and transfer public knowledge so that endangered shark species
can be preserved.

Keyword: bioinformatics, CITES, DNA barcoding
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PENDAHULUAN

Indonesia adalah negara pemasok hiu
dan pari terbanyak di dunia, dengan setiap
tahunnya rata-rata memproduksi hiu dan
pari tidak kurang 100.000 ton per tahun
(Dent dan Clarke 2015, Muttaqin et al. 2018).
Saat ini, perikanan hiu dan pari Indonesia,
termasuk Tanjung Luar NTB, sangat kritis
karena populasi hiu dan pari yang terus
menurun, sementara permintaan produk hiu
di dalam ataupun luar negeri sangat tinggi.
Dalam situasi ini, diperlukan upaya untuk
mengintegrasikan pengelolaan perikanan hiu
dan pari agar pemanfaatan hiu dan pari di
Indonesia dapat terus berlanjut (Simeon et al.
2017).

Daging dan sirip hiu merupakan
produk hiu yang paling banyak diminati
konsumen; namun, produk hiu lainnya
tidak dicatat secara terpisah dalam statistik
perdagangan, sehingga sulit untuk dilacak.
Hiu sangat rentan punah apabila mengalami
penangkapan berlebih karena faktor biologis
misalnya kematangan seksual yang lambat,
periode kehamilan yang relatif lama, dan
fekunditas yang rendah (Ferretti et al. 2010;
Bréautigam et al. 2015).

Hasil evaluasi International Union
for the Conservation of Nature (IUCN)
menunjukkan dari 1.038 spesies hiu dan pari,
hampir 20% dikategorikan sangat terancam
punah, terancam punah, atau rentan, dan
12% lainnya masuk dalam kategori hampir
terancam punah (Brautigam et al. 2015).
Tiga belas spesies atau kelompok spesies
elasmobranch juga telah dicantumkan dalam
daftar Appendix II oleh Convention on
International Trade in Endangered Species
of Wild Fauna and Flora (CITES), artinya
dibutuhkan izin ekspor khusus dalam
perdagangan internasional hewan tersebut
(CITES 2019). Untuk menegakkan peraturan
tersebut perlu dilakukan identifikasi spesies
pada produk hiu yang diperdagangkan.

Ahli  taksonomi  seringkali  dapat
mengidentifikasi hiu hingga ke tingkat
spesies menggunakan indikator morfologi
pada spesimen hiu yang masih utuh dan
tidak diproses atau belum dilakukan
pengolahan. Beberapa sirip hiu juga
dapat diidentifikasi dengan cara tersebut;
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namun, dibutuhkan pelatihan ekstensif
dan terkadang sulit untuk teridentifikasi
karena terdapat beberapa spesies yang mirip
(Hanner et al. 2016; Marshall dan Barone
2016). Untuk mengatasi permasalahan
tersebut, autentikasi menggunakan
biomolekuler dengan memanfaatkan basa
nukleotida atau Deoxyribonucleic Acid (DNA),
seperti DNA barcoding dan Polymerase Chain
Reaction (PCR) biasanya digunakan untuk
mengidentifikasi  spesies  elasmobranch
ketika indikator morfologisnya sulit untuk
diidentifikasi (Dudgeon et al. 2012; Rodrigues-
Filho et al. 2012; Hanner et al. 2016; Hellberg
et al. 2019; Appleyard et al. 2021).

Teknik  DNA  barcoding  maupun
mini-barcoding  telah  digunakan untuk
mengidentifikasi spesies elasmobranch dalam
berbagai produk komersial, termasuk sirip
hiu kering, daging hiu, dan sup sirip hiu
(Barbuto et al. 2010; Fields et al. 2015;
Sembiring et al. 2015; Chuang et al.
2016; O’Bryhim et al. 2017; Steinke et al.
2017; Hellberg et al. 2019; Abdullah et al.
2020; Cardefiosa et al. 2020). Sejumlah
penelitian juga telah membedakan spesies
hiu menggunakan DNA barcoding yang
dikombinasikan dengan analisis berbasis
karakter, yang didasarkan pada ada tidaknya
nukleotida  spesifik  yang  ditentukan
untuk diagnostik untuk spesies tertentu
(Wong et al. 2009; Fields et al. 2015; Velez-
Zuazo et al. 2015). Penelitian serupa terkait
teknik DNA barcoding menggunakan primer
ND4-F dan H12293-Leu-R untuk identifikasi
hiu berjalan hewan endemik Halmahera,
Maluku Utara berhasil mengidentifikasi
kemiripan spesies Hemiscyllium halmahera
sebesar 99,71-99,85% (Madduppa et al. 2020)

Penelitian menggunakan teknik
DNA barcoding dan primer spesifik pada
spesies terdaftar CITES yang didaratkan di
Tanjung Luar, NTB masih terbatas. Oleh
karena itu, penelitian terkait autentikasi
menggunakan teknik DNA  barcoding
menggunakan primer spesifik pada produk
ikan hiu untuk mengidentifikasi jenis spesies

yang dikategorikan terancam punah perlu
dilakukan.
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BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahanbakuyangdigunakanadalah daging
ikan hiu segar yang di ambil dari TPI Tanjung
Luar, Nusa Tenggara Barat. Bahan lain yang
digunakan meliputi kit isolasi DNA QIAGEN
DNeasy Blood & Tissue), Kit PCR (KAPA
Taq PCR KITs, KapaBiosystems, Wilmington,
AS), ddH,O, primer spesifik Sphyrna lewini,
Alopias pelagicus dan Carcharhinus falciformis,
primer universal DNA barcoding FishF1R1
(Ward et al. 2005), marker 100 pb plus DNA
ladder (VIVANTIS, Selangor Darul Ehsan,
Malaysia), cybergeen, agarosa (SeaKem°LE
Agarose, Lonza, Rockland, ME USA), bufer
TBE (AccuGENETM 10X TBE Buffer, Lonza,
Rockland, ME AS), EDTA 0,05% dan Na,CO,
0,2%, primer universal DNA barcoding
FishF1R1 (Ward et al. 2005).

Alat yang digunakan meliputi microtubes
TUBE-150-C (Extragene, Taichung, Taiwan)
dan tabung PCR-02-C (Axygen, California,
AS), pipet tips RC-10/20-L dan RC-250/20-C
(Mettler Toledo, Bekasi, Indonesia), spin down
(Corning, New York, AS), mikrosentrifugasi
(Centurion Scientific 2041, Libertyville, AS),
microwave (Sharp, Osaka, Jepang), timbangan
digital (PHW 254, ADAM?®, Inggris), PCR
(Applied Biosystem GeneAmp PCR System
9700, ThermoFisher Scientific (Vantaa,
Finlandia), transiluminator-UV  (Uvitec,
Cambridge, Inggris), elektroforesis horizontal
(HU6, SCIE-PLAS, Cambridge, Inggris),
power supply (Peqlab, Erlangen, Jerman),
dan nanodrop (Thermo Scientific, Vantaa,
Jerman) serta BigDye® Terminator v3.1 cycle
sequencing kit chemistry.

Metode
Isolasi DNA sampel

Sampel hiu diisolasi dengan mengikuti
prosedur kit komersial Qiagen Dneasy Blood
and Tissue untuk sampel ikan segar atau beku.
Isolasi dengan Qiagen Dneasy Blood and
Tissue kit menggunakan sampel sebanyak
0,05 g yang telah dihaluskan,

Amplifikasi DNA barcoding
Amplifikasi gen COI  dilakukan

menggunakan teknik PCR. Komponen-

komponen yang digunakan pada proses PCR

427

antara lain templat DNA, sepasang primer,
ddeO, master mix yang terdiri dari dNTP,
bufer PCR, MgClz, dan enzim polimerase.
Master mix PCR dibuat dengan volume
total 25 pL yang terdiri dari 2 pL templat
DNA, 8,5 uL nuclease free water, 1 uL primer
forward, 1 uL primer reverse, dan 12.5 uL Taq
polimerase. Kondisi suhu PCR pada tahap
pra-denaturasi yaitu pada suhu 95°C selama 3
menit, tahap denaturasi 95°C selama 30 detik,
penyepuhlindapan (annealing) pada 54°C
selama 30 detik, extension pada 72°C selama
30 detik, dilanjutkan dengan final extension
pada72°C selama 5 menit. Tahap denaturation,
annealing dan extension dilakukan sebanyak
35 siklus (Ward et al. 2005).

Sekuensing

Sekuensing dilakukan untuk
menerjemahkan rangkaian untai DNA agar
menjadi basa-basa nukleotida adenina,
guanina, timina, sitosina (AGTC). Proses
sekuensing  dilakukan dengan metode

Sanger et al. (1977) menggunakan templat
DNA, primer, DNA polimerase, dan
dideoxynucleotide (ddNTP) sebagai label basa
terminator. Semua bahan tersebut yang telah
diproses, akan dilakukan elektroforesis untuk
menentukan urutan basa nukleotidanya sesuai
dengan bobot molekulnya. Proses sekuensing
dilakukan oleh perusahaan jasa pelayanan
sekuensing yaitu PT Genetika Science, Jakarta.

Analisis Data

Analisis  bioinformatika  dilakukan
untuk  menginterpretasikan data  yang
diperoleh. Analisis bioinformatika dilakukan
menggunakan BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Altschul et al. 1990) agar
mendapat kemiripan spesies berdasarkan
kemiripan urutan basa-basa nukleotida.
Perbandingan urutan basa-basa nukleotida
dibandingkan dengan basis data referensi
nukleotida yang berasal dari GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/).
Penyejajaran sekuensing dilakukan untuk
menentukan jarak genetik dan hubungan
kekerabatan sampel yang dikonstruksi dengan
pohon filogenetik menggunakan piranti lunak
Clustal W yang terintegrasi pada perangkat
lunak MEGA 11 (Molecular Evalutionary
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Genetic Analysis). Jarak genetik dihitung
menggunakan metode pairwise distance
dan rancangan pohon filogenetik (1.000 kali
ulangan) dan metode neighbor-joining tree
bootstrap model Kimura Two parameter
(Kimura 1980).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Bioinformatika Sekuen DNA Sampel

Tingkat homologi ditentukan dengan
membandingkan data spesies di GenBank
dan hasil sekuensing yang diperoleh dengan
menggunakan Barcoding System for life data
(BOLD) dan BLAST NCBI. Hasil identifikasi
spesies ditunjukkan padaTable 1.

Table 1 menunjukkan hasil analisis
bioinformatika sampel dan data GenBank
menggunakan BOLD Systems dan BLAST
NCBI. BOLD adalah platform penyimpanan
dan analisis data berbasis awan yang khusus
ditujukan untuk DNA barcoding. Korelasi
antara BLAST dan BOLD dengan pangkalan
data GenBank dari gen fragmen COI adalah
99%-100%. Hasil analisis hiu sutra dengan
nama ilmiah  Carcharhinus  falciformis
teridentifikasi pada sampel hiu (Al dan
B1), yang memiliki 100% kemiripan dengan
BLAST NCBI dan BOLD Systems. Sampel C1
dan sampel D1, teridentifikasi dengan nama
hiu martil (Sphyrna lewini). Tingkat homologi
dari kedua sampel tersebut adalah 100% baik
dari BLAST NCBI maupun BOLD Systems.
Nilai persentase ini lebih tinggi dibanding
pada penelitian Abdullah et al. (2020) yang

memanfaatkan DNA Mini-barcodes dengan
teknik spesies-spesifik pada produk olahan
ikan hiu komersial yang menunjukkan tingkat
homologi sebesar 98% dari BLAST NCBI
pada sampel hiu S. lewini dan menggunakan
BOLD Systems sebesar 99,83%. Hasil tersebut
menunjukkan spesies yang teridentifikasi
termasuk dalam daftar APPENDIX II dan
kategori terancam punah (endangered) dalam
IUCN red list yaitu hiu martil dan hiu sutra.
Berdasarkan tingkat homologi untuk setiap
sampel sekuens, dapat disimpulkan bahwa
sampel A1, B1, C1, dan D1 pada penelitian ini
teridentifikasi sebagai spesies hiu C. falciformis
dan S. lewini.

Nilai E.value untuk semua sampel yang
teridentifikasiadalah 0,0. Nilai ini menunjukan
bahwa sampel memiliki perbandingan spesies
yang identik. Hasil ini sesuai dengan penelitian
Abdullah et al. (2020) terkait autentikasi
menggunakan DNA Mini-barcodes dengan
teknik spesies-specsfik pada produk olahan
ikan hiu komersial yang menunjukkan pada
semua sampel yang diidentifikasi Nilai Expect
value (E. value) yaitu 0. Menurut Drancourt
et al. (2000) tingkat homologi dengan
nilai 99% menunjukkan kesesuaian antar
spesies, tingkat homologi 97% menunjukkan
kesesuaian antar genus, dan homologi
berkisar 89-93% menunjukkan kesesuaian
antar famili. Menurut Isda dan Chaidamsari
(2013) Analisis BLAST dilakukan dengan
mempertimbangkan nilai parameter 150
atau lebih dan nilai E kurang dari 10-4 atau

Table 1 Species identification by BLAST and BOLD analysis

Sacrrcl);()il:'s Species ID HOI(I:)Z;OgY E value Access code
BLAST NCBI

Al Carcharhinus falciformis 100 0.0 KX789508.1

Bl Carcharhinus falciformis 100 0.0 MN654308.1

C1 Sphyrna lewini 100 0.0 KF009669.1

D1 Sphyrna lewini 100 0.0 KF590254.1
BOLD systems

Al Carcharhinus falciformis 100 - MT152446

Bl Carcharhinus falciformis 100 - MT152446

C1 Sphyrna lewini 100 - MT324159

D1 Sphyrna lewini 100 - MT324214
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mendekati 0, dan tingkat homologi yang
diperoleh cukup baik. Tingkat homologi yang
baik ditandai dengan semakin tinggi skor
(bits), dan nilai E yang semakin rendah maka
tingkat homologinya semakin baik.

Jarak genetik adalah tingkat perbedaan
genetik (perbedaan genom) dalam suatu
populasi atau spesies yang diukur dengan
variabel numerik. (Saitou dan Nei 1987).
Jarak  genetik  dianalisis menggunakan
model substitusi pairwise distance pada
perangkat lunak MEGA. Jarak genetik dapat
memperlihatkan kedekatan antara individu
spesies secara genetik. Hasil analisis jarak
genetik dapat dilihat pada Table 2. Jarak
genetik dari sampel hiu dibandingkan dengan
berbagai spesies hiu lainnya dari pangkalan
data GenBank. Jarak genetik yang didapatkan
dari GenBank yaitu berkisar 0,00-0,31. Nilai
jarak genetik sampel hiu Al dan B1 adalah
0,00, nilai jarak genetik kedua sampel dengan
database C. falciformis adalah 0,00. Nilai
jarak genetik sampel hiu C1 dan D1 adalah
0,01, nilai jarak genetik kedua sampel dengan
database S. lewini adalah 0,01. Hasil tersebut
menunjukkan sampel hiu C1 dan sampel hiu
D1 masih memiliki kekerabatan spesies yang
sama dengan S. lewini. Tallei et al. (2016)
menjelaskan bahwa pada dua organisme
semakin kecil nilai jarak genetik, maka
semakin dekat hubungan kekerabatannya
begitu pun sebaliknya.

Analisis pohon filogenetik digunakan
untuk melihat tingkat hubungan kekerabatan
antar  sekuen  berbeda yang  saling
berhubungan. Analisis pohon filogenetik
menggunakan program MEGA 11. Metode
yang digunakan pada konstruksi pohon
filogenetik adalah metode Neighbour Joining
Tree (NJT) menggunakan nilai bootstrap
1.000 kali. Kelebihan dari metode NJT yaitu
mampu memperhitungkan jarak kekerabatan
yang dapat dilihat dari besar kecilnya nilai
bootstrap (Page dan Holmes 1998). Proses
alignment menggunakan program ClustalW
agar tingkat homologi antar urutan basa
DNA yang dianalisis dapat ditentukan. Hasil
pengujian pohon filogenetik Sphyrna lewini
dan Carcharhinus falciformis dapat dilihat
pada figure 2. Hasil dari pohon filogenetik
menunjukan bahwa sampel hiu Al dan Bl
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berada dalam satu clade dengan database
GenBank Carcharhinus falciformis dengan
nilai bootstrap sebesar 100%. Begitu juga pada
sampel C1 danD1yangberadadalamsatuclade
dengan spesies Sphyrna lewini dengan nilai
bootstrap 100%. Sedangkan pada penelitian
Madduppa et al. (2020) pada hiu berjalan
endemik halmahera menggunakan metode
Maximum Likelihood menunjukkan Jarak
genetic pada sampel spesies Hemiscyllium
halmahera sangat dekat dengan nilai bootstrap
57-100%. Bootstrap atau nilai bootstrap
dapat digunakan sebagai tolak ukur dalam
menentukan tingkat kepercayaan terhadap
konstruksi pohon filogenetik. Tingginya nilai
bootstrap maka tingkat kepercayaan pohon
filogenetik hasil konstruksi tersebut semakin
tinggi (Kumar et al. 2001). Menurut Lemey
et al. (2009) untuk melakukan analisis NJT
dan mendapatkan data yang relatif stabil
dibutuhkan nilai bootstrap lebih besar dari 70.
Pohon filogenetik ikan hiu dapat dilihat pada
Figure 2.

KESIMPULAN

Hasil autentikasi menggunakan metode
DNA barcoding pada produk dari perairan
NTB menunjukkan bahwa spesies yang
teridentifikasi merupakan C.falciformis yang
terdaftar dalam APPENDIX II dan S. lewini
yang terdaftar dalam daftar merah ITUCN
spesies yang terancam punah (endangered).
Autentikasi spesies pada produk hiu dengan
pendekatan molekuler perlu dilakukan lebih
lanjut, untuk menelusuri penggunaan spesies-
spesies langka pada produk-produk hiu baik
segar maupun olahan untuk membantu
menegakkan kebijakan yang telah ditetapkan.
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