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Abstrak
Ikan Sidat merupakan komoditas hasil perikanan penting dengan nilai ekonomis tinggi. DNA barcoding 

telah cukup banyak digunakan sebagai metode berbasis penentuan urutan nukelotida untuk mendeteksi 
jenis spesies pada ikan. Proses pengolahan dengan suhu tinggi dapat menyulitkan proses identifikasi 
berbasis penentuan urutan nukelotida. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengidentifikasi spesies berbagai 
produk olahan ikan sidat menggunakan marka molekuler mini-COI barcodes. Pengolahan suhu tinggi yang 
digunakan pada penelitian ini adalah: panggang, penggorengan dalam minyak sayur, panggang, pengasapan 
panas dan pengolahan suhu sterilisasi. Seluruh sampel segar dapat teridentifikasi sebagai spesies Anguilla 
bicolor bicolor (99-100%) dan Anguilla marmorata (100%). Sampel olahan sidat berhasil diamplifikasi 
dengan marka mini-COI barcodes, sehingga dapat digunakan untuk aplikasi pengawasan label produk 
seafood secara rutin.

Kata kunci: Anguila sp., DNA mini-barcodes, identifikasi species, produk olahan

Mini-COI Barcodes as Molecular Marker for  Eel Fish Products Label Traceability

Abstract
Eel fish is an important fishery commodity with high economic value in international markets. DNA 

barcoding has been applied recently for the detection of fish species in numerous market authorities. 
Though, various thermal cooking processes will potentially reduce the quality and success rate of PCR 
sequencing method. The objective of this study was to identify eel fishery product into species level using 
DNA mini barcodes marker.  Fresh eel fish (Anguilla bicolor bicolor and Anguilla marmorata) were cooked 
using the following methods: baked, deep fried in cooking oil, broiled, hot smoked and canned. The results 
of this study show that all fresh samples were identified as Anguilla bicolor bicolor (99-100%) dan Anguilla 
marmorata (100%). All thermally processed samples were succesfully amplified and sequenced using DNA-
mini barcodes. Therefore, mini-DNA barcodes method can be employed as rapid and accurate tools for 
seafood label authentication in eel fisheries.
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PENDAHULUAN
Sektor perikanan pada saat ini 

merupakan salah satu sektor yang paling 
penting bagi Indonesia yang selaras dengan 
program pemerintah dan isu strategis 
nasional yaitu maritim dan sektor kelautan. 
Penjaminan terhadap kualitas dan mutu serta 
sistem traceability terpadu terhadap produk 
perikanan telah menjadi suatu kewajiban yang 
harus dipenuhi oleh pihak produsen produk 
pangan di era globalisasi. Penyebab utama 
insiden mislabeling dan substitusi ilegal 
produk perikanan adalah motif ekonomi 
serta dapat dilakukan secara sengaja maupun 
tidak disengaja (Abdullah dan Rehbein 2014; 
Carvalho et al. 2015; Chang et al. 2016;                    
Pardo et al. 2016; Guardone et al. 2017). 

Ikan sidat tergolong jenis ikan yang 
memiliki nilai ekonomis tinggi. Terbukti dari 
hasil produksi ikan sidat secara internasional 
yang mengalami peningkatan pada tahun 
2010 sebesar 1900 US$/ton hingga  mencapai 
6200 US$/ton pada tahun 2014 (FAO 2016). 
Tujuh dari tujuh belas jenis ikan sidat di dunia 
menyebar di Indonesia yakni di Pulau Jawa, 
pantai barat Pulau Sumatera, pantai Timur 
Pulau Kalimantan, seluruh pantai Pulau 
Sulawesi, Kepulauan Maluku, Bali, Nusa 
Tenggara Barat dan Nusa Tenggara Timur 
hingga pantai utara Papua. Tujuh spesies 
ikan sidat yang menyebar di Indonesia antara 
lain Anguilla marmorata¸ A. celebensis, A. 
acentralis, A. borneensis, A. bicolor bicolor 
dan A. bicolor pacifica, sehingga ikan sidat 
dapat menjadi komoditi potensial dalam 
pengembangan ekspor perikanan di Indonesia.

Salah satu contoh tindakan kecurangan 
yang menimbulkan kerugian secara finansial 
adalah mengganti bahan baku spesies ikan 
komersial tinggi dengan spesies yang mirip 
namun harganya rendah. Mislabeling dan 
subtitusi ilegal produk perikanan tidak 
hanya berdampak pada pasar komersial, 
namun juga dapat menyebabkan resiko pada 
konsumen yang membeli produk mislabeled 
tersebut (Cohen et al. 2009; Yancy et al. 2008;                       
Hsieh et al. 2010; Pardo et al. 2016). 

Penelitian mengenai autentikasi dan 
identifikasi produk hasil perikanan telah 
banyak dilakukan di berbagai negara di 
dunia, yaitu Jerman, Spanyol, Italia, USA, 

China, Taiwan, dan beberapa negara di asia, 
namun, laporan yang berasal dari Indonesia, 
jumlahnya masih sangat sedikit. (Abdullah 
dan Rehbein 2014; Galal-Khallaf et al. 2014; 
Chang et al. 2016; Abdullah dan Rehbein 
2017). Pengembangan metode identifikasi 
spesies yang menggunakan protein maupun 
berbasis DNA telah dilakukan pada kelompok 
ikan Scombridae (Abdullah et al. 2011; 
Abdullah dan Rehbein 2015; Abdullah dan 
Rehbein 2016; Nurilmala dan Ochiai 2016) 

DNA barcode untuk hewan menggunakan 
fragmen 650 pasang basa dari 50 ujung gen 
mitokondria cytochrome c oxidase I (COI) 
(Hajibabaei et al. 2007).  Penggunaan fragmen 
DNA 650-base disebut sebagai DNA full 
length. Penggunaan DNA full length untuk 
mengidentifikasi berbagai spesies yang 
telah memiliki proses pengolahan nyatanya 
memiliki keberhasilan yang rendah. Hal 
tersebut disebabkan adanya degradasi 
DNA karena proses pengolahan, sehingga 
DNA sulit terekstraksi dan teramplifikasi 
PCR. Alternatif lain yang dapat dilakukan 
yaitu penggunakan DNA mini-barcode.                                                                     
Janjua et al. (2016) menjelaskan, DNA mini 
barcode hanya menggunakan 100-200 bp 
untuk mengidentifikasi suatu sampel yang 
telah mengalami proses pegolahan. Identifikasi 
beberapa sampel olahan menggunakan 
metode ini memiliki presentase keberhasilan 
92%.  DNA mini-barcode terbukti berhasil 
mengidentifikasi produk olahan sebesar 96% 
dengan menggunakan 6 pasang primer mini 
barcode (Shokralla et al. 2015). 

Berdasarkan pada meningkatnya 
tuntutan internasional terhadap keamanan 
dan mutu pangan yang dapat berpengaruh 
terhadap kinerja ekspor pangan Indonesia, 
maka sangat mendesak dibutuhkan metode 
deteksi yang mampu mengautentikasi dan 
mengidentifikasi mislabeling dan subtitusi 
ilegal produk perikanan yang berasal dari 
Indonesia. Penelitian ini menggunakan 
metode secara molekuler (DNA barcoding) 
dengan gen COI sebagai target. Penelitian 
ini bertujuan untuk melakukan autentikasi 
species berbagai produk olahan ikan sidat 
dengan menggunakan marka molekuler mini-
COI barcodes.
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BAHAN DAN METODE
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini meliputi ikan sidat (Anguilla bicolor bicolor 
dan Anguilla marmorata) yang diperoleh 
dalam keadaan segar maupun olahannya. 
Bahan lain yang digunakan meliputi kit isolasi 
DNA (TIANamp Genomic DNA Kit, TianGen 
Biotech, Beijing), kit PCR (KAPA Taq PCR Kits, 
KapaBiosystems, Wilmington, USA), ddH2O, 
primer mini barcoding, primer universal 
FishF1R1 (Ward et al. 2005), marker (VC 100 
pb plus DNA ladder, VIVANTIS, Selangor 
Darul Ehsan, Malaysia), cybergreen, agarosa 
(SeaKem®LE Agarose, Lonza, Rockland, ME 
USA), buffer TBE (AccuGENETM 10X TBE 
Buffer, Lonza, Rockland, ME USA).

Alat yang digunakan dalam penelitian 
ini meliputi mini mikrosentrifugasi (Corning, 
New York, USA), microwave (Sharp, Osaka, 
Japan), PCR (Applied Biosystem GeneAmp 
PCR System 9700, Termofisher Scientific, 
Vantaa, Finland), UV-Transilluminator 
(Uvitec, Cambridge, England) dan 
elektroforesis (HU6, SCIE-PLAS, Cambridge, 
England). 

METODE PENELITIAN
Koleksi dan Preparasi Sampel

 Sampel diperoleh dari Bogor, 
Jawa Barat kemudian ditransportasikan ke 
laboratorium disimpan di dalam freezer pada 
suhu -20oC. Preparasi sampel dilakukan 
dengan pemfiletan ikan dan pengambilan 
bagian daging ikan sebanyak 100 mg. 
Kelompok nama sampel yang digunakan 
pada penelitian ini adalah: SAA1= A. bicolor 
bicolor 1; SAA2= A. bicolor bicolor 2;  SAA3= 
A. bicolor bicolor 3;  SAA4= A. bicolor bicolor 
1; SAA5= A. bicolor bicolor 5; SAA=sidat asap; 
SAB=sidat bakar; SAC=sidat diolah dengan 
suhu sterilisasi; SAD=sidat goreng; SAE=sidat 
panggang.

Isolasi DNA
Isolasi DNA dilakukan pada sampel ikan 

sidat segar dan olahan. Isolasi DNA ikan 
segar menggunakan kit komersial TIANamp 
Genomic DNA Kit. Isolasi DNA untuk produk 
olahan sidat menggunakan kit komersial 
Qiagen Dneasy Food Mericon. Hasil isolasi DNA 

diuji kualitasnya menggunakan elektroforesis 
dengan kuat arus 60 A dan tegangan listrik 90 
volt selama 23 menit pada gel agarosa 1,25%.                                                                                                     
Hasil divisualisasikan menggunakan UV-
Transilluminator (Westermeier 2004).

Amplifikasi DNA 
Amplifikasi DNA pada ruas gen COI 

mengacu pada metode Nurilmala dan 
Ochiai (2016) yang dimodifikasi, dilakukan 
menggunakan teknik PCR (Polymerase Chain 
Reaction) menggunakan primer universal 
Fish F1/R1 (Ward et al. 2005) untuk sampel 
segar dan mini-barcode F dan R (Sultana et al. 
2018) untuk sampel olahan. 

Sekuensing dan Analisis Data
Proses sekuensing berfungsi sebagai 

penerjemahan untai DNA menjadi basa 
nukleotida (ACGT). Proses sekuensing 
dilakukan menggunakan metode Sanger et al. 
(1977) dengan cara mengirimkan sampel atau 
produk PCR ke perusahaan jasa pelayanan 
sekuensing. Analisis data yang dilakukan 
berupa analisis bionformatika menggunakan 
Basic Local Alignmnet Search Tool (BLAST) 
dari NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)dan 
perangkat lunak MEGA 6 (Tamura et al. 2013) 
yang digunakan untuk mencari kemiripan 
spesies berdasarkan tingkat homologi urutan 
basa nukleotidanya. Urutan basa nukleotida 
tersebut kemudian dibandingkan dengan 
database yang tersedia pada GenBank. Data 
kualitatif visual, profil isolasi dan amplifikasi 
DNA serta elektroforegram disajikan secara 
deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstrak DNA Ikan Sidat

Informasi mengenai konsentrasi dan 
kemurnian DNA sangat diperlukan untuk 
perhitungan konsentrasi DNA yang akan 
digunakan pada tahapan selanjutnya  
(Mustafa et al. 2016). Derajat kemurnian 
DNA akan berkorelasi dengan kualitas DNA. 
Kualitas DNA dihitung dengan menentukan 
rasio antara nilai OD260 dan nilai OD280 
pada sampel (Khosravinia et al. 2007). Hasil 
pengukuran konsentrasi DNA pada sampel 
SA 4 menunjukkan nilai konsentrasi DNA 
tertinggi sebesar 173,75ng/µL sedangkan 
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sampel SM 1 menunjukkan nilai konsentrasi 
DNA terendah sebesar 37,80ng/µL (Tabel 1).   
Mustafa et al. (2016) memaparkan, kemurnian 
DNA yang baik memiliki nilai absorbansi 
antara 1,8-2,0 ng/µL. Sampel SA 2 dan SA3 
terindikasi mengandung protein dan RNA.  

Hasil Amplifikasi Marka Molekuler 
Mini-barcode COI

Primer yang digunakan yaitu primer 
universal Fish F1/R1 (Ward et al. 2005) 
dan primer universal mini barcodes mini-
F/R (Sultana et al. 2018). Popa et al. (2007) 
menyatakan bahwa kualitas produk PCR 
sangat tergantung pada kualitas isolat 
DNA. Isolat DNA yang masih mengandung 
protein maupun sel lain dapat menghambat 
proses amplifikasi. Produk PCR yang 
berhasil teramplifikasi selanjutnya dianalisis 
menggunakan gel elektroforesis. Hasil 
amplifikasi sampel dapat dilihat pada    
Gambar 1. 

Elektroforegram menunjukkan lima 
sampel sidat segar dengan primer F1R1 
berhasil teramplifikasi dan berada pada 
rentang 500-750 bp. Rentang tersebut sesuai 
dengan penelitian Ward et al. (2005) yaitu 
primer F1R1 mampu mengamplifikasi pada 
ukuran 655bp. Elektroforegram pada sampel 
olahan sidat dengan primer mini F/R juga 
berhasil teramplifkasi yang berada pada 
rentang 200-300 bp, sesuai dengan gen target 
yang ditentukan yaitu 295 bp. 

Identifikasi Spesies Sidat Segar dan 
Olahan

Perunutan DNA dilakukan dari dua arah 
yaitu forward dan reverse. Identifikasi spesies 
melalui perbandingan data pada GenBank 
di NCBI menggunakan program BLAST. 
Hasil analisis BLAST menghasilkan tingkat 
homologi pada masing-masing sampel. Hasil 
identifikasi spesies dengan analisis BLAST 
dapat dilihat pada Tabel 2. 

Tabel 1 Konsentrasi dan kemurnian DNA
(Table 1 DNA Concentration and purity)

Sampel/ Sample
Konsentrasi DNA (ng/µL)/ 
DNA consentration (ng/µL)

Kemurnian DNA (A260/A280)/ 
DNA purity (A260/A280)

SA 1 170.50 1.94
SA 2 240 2.08
SA 3 209.5 1.87
SA 4 173.75 1.88
SA 5 156.25 1.81

SM 1 37.80 2.68

SM 2 71.60 2.40
SM 3 61.10 2.35
SM 4 82.20 2.36
SAA 189.25 1.86
SAB 119.70 1.82
SAC 56.450 1.65
SAD 111.10 1.85
SAE 121.45 1.77
SMA 7.10 0.53
SMB 8.50 0.77
SMC 26.10 0.92
SMD 24.15 0.79
SME 35.95 1.00
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Drancourt et al. (2000) melaporkan, 
presentase homologi mendekati 100% atau 
diatas 97% dapat dikonfirmasi sebagai suatu 
spesies. Hasil sekuensing menunjukkan kelima 
sampel memiliki tingkat homologi yang tinggi 
yaitu 99-100%. Seluruh sampel teridentifikasi 
sebagai spesies Anguilla bicolor bicolor. 

Analisis jarak genetik dilakukan 
menggunakan model pairwise distance. Jarak 
genetik digunakan untuk melihat hubungan 
kekerabatan pada sampel. Jarak genetik 

sampel SA1 dengan sekuen SA4, SAA, SAB, 
SAC, SAD, SAE berturut-turut yaitu 0,000-
0,304. Hebert et al. (2003) menyatakan bahwa 
perbedaan jarak genetik ≤ 3% menunjukkan 
spesies identik secara molekuler. Jarak genetik 
yang berbeda pada sampel segar dan olahan 
disebabkan adanya proses degradasi DNA 
akibat pengolahan, yang menyebabkan 
hilangnya beberapa pasangan basa                                                 
(Shokralla et al. 2015). 

a b
Gambar 1 Elektroforegram: (a) sampel sidat segar dengan primer full length DNA 
barcodes dan (b) sampel olahan sidat primer dengan primer mini DNA barcodes; 
(Figure 1 Electrophoregram of: (a) fresh Indonesian eel with full length primers and 

(b) processed eel products with mini-barcodes primer)

Keterangan: M=Marker; SAA1=A.bicolor bicolor 1; SAA2=A.bicolor bicolor 2; SAA3= A.bicolor bicolor 3;
SAA4=A.bicolor bicolor 1; SAA5=A.bicolor bicolor 5; SAA=sidat asap; SAB=sidat bakar;
SAC=sidat diolah dengan suhu sterilisasi; SAD=sidat goreng; SAE=sidat panggang

Tabel 2 Identitas spesies dengan analisis BLAST
(Table 2 Identification of species by BLAST analysis)

Kode sampel/ 
Sample code

Nama spesies/ Species name
Persentase homologi/ 

Percentage of 
Homology

E value
Kode akses sekuen 
NCBI/ NCBI access 

code
SA 1 Anguilla bicolor bicolor 99 % 0.0 KM875505.1
SA 4 Anguilla bicolor bicolor 100 % 0.0 KM875505.1
SA A Anguilla bicolor bicolor 99 % 2e-92 KP979655.1
SA B Anguilla bicolor bicolor 99 % 2e-92 KP979655.1
SA C Anguilla bicolor bicolor 100 % 7e-93 KP979655.1
SA D Anguilla bicolor bicolor 99 % 2e-92 KP979655.1
SM A Anguilla marmorata 100% 2,e-92 KU692250.1
SM C Anguilla marmorata 100% 2,e-92 KU692250.1
SM D Anguilla marmorata 100% 7,e-93 KU692250.1
SSM3 Anguilla marmorata 100% 1,e-89 KU942730.1
SSMA Anguilla marmorata 100% 5,e-89 KU942730.1
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Tingkat kepercayaan dari topologi 
pohon filogeni dilihat dari pengujian metode 
Neighbour Joining Tree (NJT) dengan nilai 
boostrapping 1.000. Jarak genetik dihitung 
berdasarkan model Kimura 2-Parameter. 
Hasil pengujian ditampilkan dalam bentuk 
diagram kladogram disertai perhitungan 
boostrap disetiap percabangannya. Pohon 
filogenetik sidat dapat dilihat pada Gambar 2.

Hasil pohon filogenetik pada spesies sidat 
yang berbeda menunjukkan nilai boostrap 
97%. Nakano dan Osawa (2004) menyatakan 
bahwa metode bootstrap digunakan untuk 

mengevaluasi kestabilan cabang. Nilai 
bootstrap pada pohon filogenetik dikatakan 
stabil apabila memiliki nilai di atas 95% dan 
dikatakan tidak stabil apabila nilai bootstrap 
berada di bawah 70%. Keseluruhan sampel 
sidat (Anguilla bicolor bicolor) dan sekuen 
referensinya masing-masing membentuk 
cabang yang stabil karena memiliki nilai 
boostrap 96-100% sehingga dapat diartikan 
bahwa setiap pengulangan dari konstruksi 
pohon filogeni akan membentuk hasil yang 
sama.

Gambar 2 Pohon filogenetik sidat dengan marka mini barcoding COI 
(Figure 2 Phylogenetic of eels with COI mini barcodes)
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KESIMPULAN 
Aplikasi primer mini-COI barcodes 

telah berhasil mengamplifikasi berbagai 
produk olahan ikan sidat sesuai dengan gen 
target. Seluruh sampel teridentifikasi sebagai 
spesies Anguilla bicolor bicolor dan Anguilla 
marmorata berdasarkan hasil penentuan 
urutan nukelotida. DNA mini-barcodes dapat 
digunakan sebagai metode identifikasi species 
ikan yang telah mengalami pengolahan suhu 
sterilisasi maupun pengasapan panas. 
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