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Abstrak

Tiga kumpulan ikan Rasbora yang dikenali sebagai eas, depik, dan relo ditemukan di Danau Laut Tawar. Secara mor-
fologi ketiga kumpulan ikan tersebut sangat mirip dan sepintas sulit dibedakan. Hal itu telah menyebabkan ketidakpasti-
an taksonomik yang mana diantara ketiganya disebut Rasbora tawarensis. Identifikasi yang tepat perlu dilakukan dalam
rangka konservasi ikan endemik ini. Pendekatan komprehensif digunakan dengan menggabungkan analisis morfometrik
dengan analisis genetik untuk mendiskriminasikan tiga kumpulan Rasbora. Dalam penelitian ini digunakan morfomet-
rik tradisional dan sekuen DNA dari sitokrom mitokondria ¢ oxidase subunit I (COI). Hasil analisis menunjukkan
adanya dua spesies Rashora dalam kelompok. Data morfometrik dan genetik memperlihatkan bahwa eas dan depik
adalah spesies yang sama, yaitu Rasbora tawarensis, sedangkan relo adalah spesies kriptik.

Kata penting: Danau Laut Tawar, morfometrik, genetik, sitokrom mitokondria ¢ oxidase subunit I (COI).

Abstract

There are at least three species of Rashora known locally as depik, eas, and relo in Lake Laut Tawar. Morphological
traits of the three species of Rashora are very similar and difficult to distinguish. Therefore, there remains a great deal
of taxonomic uncertainty as to which of three is Rasbora tawarensis the endemic fish in the lake, not only among the
locals but also local fisheries agency and researchers. The precise identification of R. tawarensis is crucial to develop a
better strategy for conservation effort of this endemic and threatened species. Here, we utilized a comprehensive app-
roach by combining morphometric and genetic methods to discriminate among these group as defined by their local na-
mes in Lake Laut Tawar. Traditional morphometric and DNA sequencing of the mitochondrial cytochrome ¢ oxidase
subunit | (COI) were applied. The results showed that there are only two valid species of Rasbora among the group.
The morphometrics and genetic data strongly indicated that eas and depik should be regarded as the same species of
Rasbora tawarensis and relo may be considered as a cryptic species.

Keyword: genetic, mitochondrial cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl), Lake Laut Tawar, traditional morphometric.

Pendahuluan kan, hal itu telah menyebabkan ketidakpastian di

Berdasarkan hasil penelitian terdahulu,
penulis mencatat sebanyak 114 spesies ikan air
tawar dan payau hidup di beberapa kawasan Pro-
vinsi Aceh dan empat spesies diantaranya tergo-
long dalam genus Rasbora (Muchlisin & Siti
Azizah, 2009). Menurut informasi dari nelayan,
di Danau Laut Tawar terdapat tiga kumpulan
ikan Rasbora yang dikenali sebagai eas, depik,
dan relo. Secara morfologi ketiga kumpulan ikan

tersebut sangat mirip dan sepintas sulit dibeda-

kalangan peneliti dan lembaga terkait lainnya
bahwa secara taksonomi salah satu dari ketiga-
nya disebut Rasbora tawarensis, ikan endemik di
Danau Laut Tawar.

Rasbora tawarensis adalah ikan endemik
di Danau Laut Tawar dan telah ditetapkan seba-
gai ikan dengan status terancam (threatened spe-
cies) oleh IUCN dan berdasarkan hasil evaluasi
terbaru oleh CBSG, ikan ini telah masuk kategori
critical endangered (CBSG, 2003). Namun de-
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mikian, sampai saat ini belum ada upaya nyata
yang dilakukan oleh pihak terkait untuk meng-
antisipasi fenomena ini.

Oleh karena itu, diperlukan langkah nyata
dan segera dalam rangka konservasi ikan ende-
mik ini. Penetapan sebagai ikan yang dilindungi
dan penetapan kawasan perlindungan adalah sa-
lah satu upaya yang dapat dilakukan. Guna men-
capai tujuan tersebut, maka perlu ditentukan jenis
ikan yang merupakan R. tawarensis, agar upaya
konservasi yang akan dilakukan tidak salah sa-

saran.

Bahan dan metode
Analisis morfometrik dan meristik

Sebanyak 12 karakter morfologi diguna-
kan untuk mendiskriminasikan tiga kumpulan
Rasbora. Jumlah ikan yang digunakan pada se-
tiap kumpulan adalah 43 ekor. Pengukuran dila-
kukan pada sisi sebelah kiri menggunakan digital
caliper dengan ketelitian 0,01 mm. Data morfo-
metrik yang diperoleh selanjutnya ditransformasi
mengikuti Schindler & Schmidt (2006):
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Mtrans: M x E

dengan M = nilai pengukuran asal, My = nilai
pengukuran hasil transformasi, dan TL adalah
panjang total ikan contoh.

Sebanyak 31 ekor ikan dari setiap kum-
pulan digunakan untuk menghitung karakter me-
ristiknya. Karakter meristik yang digunakan ada-
lah jumlah sisik pada gurat sisi, jumlah sisik ku-
duk, jumlah sisik antara sirip dorsal dan sirip pe-
rut, jumlah jari-jari sirip dorsal, jumlah jari-jari

sirip anus, dan jumlah jari-jari sirip perut.

Analisis genetik

Koleksi contoh dan ekstraksi

Jumlah contoh yang digunakan sebanyak
10 individu untuk setiap kumpulan. Jaringan sirip

ekor sepanjang 1-2 cm diambil dengan gunting
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yang telah disterilkan, selanjutnya dimasukkan
dalam botol contoh yang berisi TNES-Urea buf-
fer dan disimpan selama dua minggu pada suhu
kamar sebelum diekstrak. Ekstraksi DNA dilaku-
kan dengan menggunakan Aqua-genomic DNA
solution mengikuti kaidah yang direkomendasi-
kan oleh produsen. Hasil ektraksi DNA selanjut-
nya diuji dengan metode elektroforesis dengan
menggunakan jel agar (agarose gel) pada kon-
sentrasi 0,8% dan diwarnai dengan etidium bro-
mida dan selanjutnya jel diamati dengan gel do-
cumentation system (GENEFLASH® Syngene
Bio), ekstraksi berhasil bila terdapat pita warna

terang pada jel.

PCR Amplifikasi
Lebih kurang 655-bp gen COI diamplifi-

kasi dengan menggunakan sepasang primer (Fish
F1 dan Fish R1). Komposisi reagen PCR dan su-
hu berpedoman pada Ward et al. (2005).
Fish F1
5’TCAACCAACCACAAAGACATTGGCACY’
Fish R1
5’TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3’
Setelah diamplifikasi, hasilnya diuji kem-
bali dengan menggunakan metode elektroforesis
pada konsentrasi jel1,2%, diwarnai dengan eti-
dium bromida kemudian diamati menggunakan
GENEFLASH® Syngene Bio. Amplifikasi DNA
berhasil bila terdapat pita terang pada jel. Con-
toh yang telah berhasil diamplifikasi selanjutnya
dimurnikan (purification) dengan reagen PCR
Clean-up System Promega mengikuti panduan
umum yang disediakan oleh produsen. Selanjut-
nya DNA yang telah dimurnikan diuji kembali
dengan elektroforesis pada konsentrasi jel 1,2%;
hanya contoh yang menghasilkan pita terang dan
bersih saja digunakan untuk proses sekuen yang
dilakukan secara terpusat di Centre for Chemical
Biology, Universiti Sains Malaysia (CCB-USM).
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Analisis data DNA

Hasil sekuen yang diperoleh, selanjutnya
diedit dan dianalisis dengan menggunakan pro-
gram MEGA 4,0 (Tamura et al., 2007). Haplo-
tipe dianalisis dengan menggunakan program
DnaSP dan haplotipe yang dihasilkan dikirim
dan disimpan di GenBank (nomor akses HM10
0243-HM100250, dan HM345923-HM345928).
Divergensi nukleotida dihitung dengan menggu-
nakan metode Neighbour-Joining (NJ) berdasar-
kan Kimura 2 Parameter (K2P). Hubungan gene-
tik antar sekuen dianalisis dengan pohon filoge-
netik melalui metode NJ. Tingkat kepercayaan
dianalisis dengan menggunakan prosedur boot-
strap (Felsentein, 1985). Dua sekuen di luar
kelompok ikan kawan (Poropuntius tawarensis)
dan dua sekuen dari kelompok ikan Rasbora
yang berasal dari luar wilayah studi dan satu se-
kuen ikan Rasbora sumatrana dari GenBank
(nomor akses EF452882) juga digunakan sebagai
pembanding.

Hasil
Morfometrik

Hasil analisis DFA menghasilkan dua
fungsi dan keduanya mempunyai eigenvalues
(EV) lebih besar dari 1. Fungsi 1 dengan EV 8,23
menjelaskan 87,4% dari total ragam, dan fungsi
memiliki nilai enam karakter muatan (loading)
tertinggi, yaitu tinggi kepala, tinggi badan, tinggi
batang ekor, panjang batang ekor, panjang
kepala, dan diameter mata, yang secara umum
berkaitan dengan bagian kepala dan ekor. Fungsi
2 dengan eigenvalue 1,18 menjelaskan 12,6%
dari total ragam dan juga memiliki enam karakter
dengan nilai muatan tertinggi yaitu pan-jang
dasar sirip punggung, panjang baku, pan-jang
sirip dada, tinggi sirip dorsal, dan panjang
moncong (Tabel 1). Kedua fungsi ini menjelas-

kan 100% total ragam.
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Diagram pencar (scatter plot) fungsi 1
dan 2 menunjukkan bahwa ketiga kelompok ikan
uji dibagi menjadi tiga kelompok berbeda. Depik
dan eas menunjukkan jarak yang saling berdekat-
an dengan beberapa karakter yang saling bertin-
dih, sedangkan relo terletak pada kelompok yang

terpisah jauh (Gambar 1 dan 2).

Tabel 1. Eigenvalues, ragam dan muatan DFA
untuk data morfometrik tradisional

Fungsi 1 2
Eigenvalues 8,23 1,18
Persentase ragam 87,4 12,6
Tinggi kepala 0,718(*) 0,296
Tinggi badan 0,613(*) -0,082
Tinggi batang ekor 0,402(*) -0,080
Panjang kepala 0,259(*) -0,194
Panjang batang ekor -0,258(*) 0,157
Diameter mata 0,245(*) 0,153
Tinggi sirip dorsal 0,417 -0,475(*)
Panjang standar -0,168 0,463(*)
Panjang sirip dada 0,062 -0,318(*)
Panjang dasar sirip dorsal 0,087 -0,298(*)
Panjang sirip perut -0,082 -0,165(*)
Panjang mocong -0,026 0,102(*)

* Korelasi nyata terbesar di antara setiap variabel dan fungsi
diskriminan
Karakter yang memiliki muatan yang tinggi ditandakan
dengan angka cetak tebal.

Tabel 2. Eigenvalues, ragam dan muatan DFA
untuk data meristik

Fungsi 1 2
Eigenvalues 5,03 0,49
Persentase ragam 91,1 8,9
Jumlah sisik lateral 0,924(*)  -0,256
Jumlah sisik kuduk 0,330(*) -0,051
Jumlaj jari-jari sirip perut 0,298 0,351(*)
Jumlah jari-jari sirip dorsal 0,068 -0,032

Jumlah sisik antara dasar sirip -0,036  0,626(*)
dorsal dan dasar sirip perut
Jumlah jari-jari sirip anus 0,177(*) 0,136

* Korelasi nyata terbesar diantara setiap variable dan fungsi
diskriminan
Karakter yang memiliki muatan yang tinggi ditandakan
dengan angka cetak tebal

Genetika
Sebanyak 14 haplotipe dihasilkan dari 37

sekuen yang ada. Hasil analisis COIl gen menun-
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jukkan jarak genetik antar kelompok ikan ber- relo (9,6%). Jarak genetik dalam grup (antar indi-
kisar 0,2-9,6%; nilai terendah adalah antara de- vidu dalam grup yang sama) berkisar 0,2-0,5%.
pik dan eas (0,2%) dan tertinggi antara eas dan

[®)]
>
0 v on .
\Z Species:
7 Group centroids
-2 A Relo
= W Depik
&
= © Eas
-6 -4 -2 0 2 4 6
Fungs 1

Gambar 1. Sebaran plot fungsi 1-fungsi 2 untuk data morfometrik tradisional
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Gambar 2. Sebaran plot fungsi 1-fungsi 2 untuk karakter meristik ikan eas, relo, dan depik
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Gambar 3. Pohon genetik ikan eas, depik dan relo berdasarkan 613-bp gen COI
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Gambar 3 menunjukkan hubungan antar
sekuen yang diuji, sekuen dari ikan depik dan eas
dikelompokkan dalam kelompok yang sama, se-
dangkan relo dikelompokkan dalam kelompok
yang berbeda. Sebanyak delapan haplotipe yang
dihasilkan dari 14 haplotipe terjadi andil haplo-
tipe antara eas dan relo, sementara relo mengha-

silkan enam haplotipe.

Pembahasan

Hasil analisis morfometrik menunjukkan
bahwa ikan eas dan depik memiliki kemiripan
karakter morfologi yang lebih tinggi dibanding-
kan dengan ikan relo. Hasil ini juga disokong
oleh hasil analisis profil DNA (COI gen). Sekuen
DNA ikan depik dan relo memiliki jarak genetik
yang lebih kecil dibandingkan dengan ikan relo,
bahkan beberapa haplotipe dari kedua ikan ini
tumpang tindih atau berbagi haplotipe. Menurut
Pamilo & Nei (1988), pohon filogenetik yang
dihasilkan dari analisis divergensi genetik tidak-
lah selalu selaras dengan taksonomi yang dihasil-
kan dari analisis morfologi. Namun demikian,
penelitian ini menunjukkan bahwa hasil analisis
DNA selaras dengan hasil analisis morfologi. Hal
ini merupakan indikasi kuat bahwa ikan eas dan
depik adalah satu spesies yang sama sehingga da-
pat disimpulkan dari tiga nama lokal yang ada,
sebenarnya hanya terdiri atas dua spesies yang
berbeda. Pertanyaan selanjutnya yang belum ter-
jawab adalah manakah diantara kedua spesies ini
yang disebut Rasbora tawarensis, ikan endemik
di Danau Laut Tawar? Menjawab pertanyaan ini,
maka dibandingkan profil DNA kedua jenis ikan
yang berasal dari danau ini dengan ikan dalam
genus yang sama yang berasal dari luar kawasan
dan sekuen haplotipe ikan R. sumatrana dari
GenBank (nomor akses EF452882). Hasil per-
bandingan menunjukkan bahwa profil DNA ikan

relo sangat mirip dengan ikan dari luar kawasan
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ini (jarak genetik 0,7%). Namun, ikan dari luar
kawasan ini belum teridentifikasi sampai tingkat
spesies dan profil DNA R. sumatrana agak mirip
dengan kelompok ikan eas dan depik, tetapi diya-
kini keduanya bukan spesies yang sama karena
nilai divergensi genetik lebih besar dari 3%. Me-
nurut Hebert et al. (2003), dua kelompok ikan
dapat dikatakan spesies yang sama jika memiliki
nilai divergensi intraspesifik lebih kecil dari 3%.
Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa ikan
endemik Danau Laut Tawar adalah eas dan de-
pik, keduanya memiliki nama ilmiah Rasbora ta-
warensis.

Adanya sedikit perbedaan morfologi ter-
utama beberapa karekter di bagian kepala dan
panjang sirip perut antara eas dan depik ini
mungkin disebabkan oleh perbedaan umur dan
kebiasaan makan. Diduga kelompok ikan ini
mengalami perubahan bentuk kepala, terutama
tinggi kepala dan lebar mata setelah dewasa. Hal
ini selaras dengan Cadrin (2000) yang menye-
butkan bahwa perbedaan morfologi antara spe-
sies yang sama diduga disebabkan oleh perbe-
daan sejarah hidup (life history), aktifitas pemi-
jahan dan migrasi, kebiasaan makan, dan penga-
ruh faktor-faktor lingkungan (misalnya suhu) pa-

da tahap kritis (larva) dalam daur hidupnya.

Simpulan

Hasil analisis morfometrik dan genetik
menunjukkan bahwa eas dan depik adalah spe-
sies yang sama, yaitu Rasbora tawarensis, ikan

endemik Danau Laut Tawar.
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