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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini untuk memetakan keragaman genetik lima populasi tiram mutiara
di Indonesia (Sumbawa, Bali Utara, Selat Sunda, Belitung, Sulawesi Selatan) dengan
teknik mtDNA RFLP daerah amplifikasi Cytochrome Oxydase | (COl) dan hubungan
kekerabatannya. Lima puluh tiram mutiara (Pinctada margaritifera) yang dianalisis
menghasilkan DNA teramplifikasi sebesar 750 pb pada daerah COl mtDNA dengan
teknik RFLP. Delapan belas komposit haplotipe terdeteksi dengan menggunakan tiga
enzim restriksi: Fokl, Haelll, dan NlalV. Diversitas haplotip rata-rata sebesar
0,255+0,093. Lima populasi tiram mutiara menghasilkan tiga kelompok dengan jarak
genetik terendah adalah populasi Sumbawa dan Bali Utara (0,017) dan terjauh adalah
populasi Sulawesi Selatan (0,142). Populasi Sulawesi Selatan merupakan populasi
unik berdasarkan distribusi haplotipe BBCAA (60%) dengan nilai keragaman genetik
terendah (0,105) dibandingkan dengan populasi lainnya (0,177-0,328).

KATA KUNCI: keragaman genetik, jarak genetik, mt-DNA, Pinctada
mavrgavritifera

ABSTRACT: Characterization of genetic population of pearl oyster
(Pinctada margaritifera) and the relationship of its geographical
distribution in Indonesian waters. By: Rini Susilowati, Komar
Sumantadinata, Dinar Tri Soelistyowati, and Achmad
Sudradjat

The objectives of this study were to map the genetic diversity of five populations of
pearl oyster in Indonesian waters using restriction fragment length polymorphism
analysis of DNA COI gene and their genetic relationships. A total of 50 individual of
pearl oysters (Pinctada margaritifera) were analyzed for genetic variations within
a 750-base pair region of the mitochondrial DNA COI gene using restriction fragment
length polymorphism analysis. 18 composite haplotypes were detected following
three digestions of endonuclease: Fokl, Haelll, and NlalV. Five populations of pearl|
oysters formed three groups where the lowest values of Nei’s genetic distance were
among Sumbawa and North Bali populations (0.017) and highest were among the
South Sulawesi populations (0.142). The South Sulawesi populations possess uniqueness
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based on the haplotipe distribution of BBCAA (60%) with the lowest values of genetic
diversities (0.105) compared to other populations (0.177--0.328).

KEYWORDS:
Pinctada margaritifera

PENDAHULUAN

Tiram mutiara Pinctada margaritifera
tersebar luas di perairan Indonesia dan
merupakan salah satu spesies penting dalam
industri mutiara. Perkembangan industri
budidaya tiram mutiara yang semakin pesat
menyebabkan kebutuhan stok benih tiram
mutiara jenis ini juga meningkat. Untuk
menjaga kelestarian populasi ini maka
diperlukannya suatu manajemen populasi
yang baik, di antaranya dengan kegiatan
budidaya. Kegiatan budidaya sangat
bergantung dengan kebutuhan benih unggul
yang didapatkan dari stok induk unggul. Stok
induk unggul dapat diperoleh dengan seleksi
dan hibridisasi berdasarkan potensi
genetiknya guna menghasilkan keturunan
yang unggul. Analisis keragaman genetik
berdasarkan DNA mitokondria tiram mutiara
merupakan salah satu metode untuk
menentukan potensi genetik populasi tiram
mutiara.

Beberapa penelitian terkait dengan
genetik tiram mutiara di Indonesia di antaranya
adalah tentang populasi P. maxima dari
Madura dan Lombok (Benzie et al., 2003),
populasi Sumbawa dan Lombok (Widowati et
al., 2007), serta dari genus Pinctada lainnya
seperti P. albina, P. maculata, P. radiata
(Haond et al., 2002), P. martensii(Hosoi et al.,
2004), dan P. imbricata (Masaoka & Kobayashi,
2005; Yu et al., 2006).

Penelitian ini bertujuan untuk memetakan
keragaman genetik lima populasi tiram mutiara
P. margaritifera di Indonesia (Sumbawa, Bali
Utara, Selat Sunda, Belitung, Sulawesi Selatan)
dengan teknik mtDNA RFLP daerah amplifikasi
Cytochrome Oxydase | (COIl) dan hubungan
kekerabatannya sebagai informasi dalam
pengelolaan stok induk untuk budidaya yang
berkelanjutan.

METODE PENELITIAN

Contoh tiram mutiara dikoleksi dari bulan
Mei sampai dengan Desember 2007 dari lima
lokasi, yaitu Pulau Panjang, Sumbawa (SB);
Teluk Pegametan, Bali Utara (BA); Pulau

mitochondrial DNA, genetic distance,

genetic diversity,

Handeuleum, Selat Sunda (SS); Selat Ru,
Belitung (BL); dan Teluk Awerange, Sulawesi
Selatan (SL). Analisis genetik dengan teknik
mtDNA RFLP dilakukan dari bulan Februari
sampai dengan Juni 2008 di laboratorium
rekayasa genetik, Loka Riset Pemuliaan dan
Teknologi Budidaya Perikanan Air Tawar,
Sukamandi.

Analisis DNA mitokondria (mtDNA) meliputi
ekstrak DNA yaitu menghaluskan potongan
daging sebanyak 20 mg/contoh dengan
scapel kemudian dimasukkan ke dalam tabung
1,5 mLyang telah diisi 250 mL larutan lisis sel
yang terdiri atas 10 mL Tris pH 8; 100 mM EDTA
pH 8; 2% SDS, lalu ditambahkan 5 mL protein
kinase dan inkubasi pada suhu 55°C selama
4—24 jam. Tahap berikutnya adalah tahap
eliminasi protein dan RNA yaitu dengan
menambahkan 250 mL amonium asetat ke
dalam larutan kemudian dihomogenkan (aduk
kencang) selama lima menit hingga tercampur
rata. Diaduk perlahan selama 15 menit pada
suhu ruang, selanjutnya dimasukkan dalam
suhu 4°C selama 10 menit. Tahap selanjutnya
adalah tahap pengendapan protein dengan
sentrifugasi pada kecepatan 13.000 rpm
selama 10 menit. Larutan supernatant (lapisan
cair) dipindahkan ke dalam tabung baru dan
ditambahkan alkohol 100% sebanyak dua kali
volume supernatant, lalu disentrifugasi
kembali pada kecepatan 13.000 rpm selama
5 menit kemudian alkohol dibuang, lalu
ditambahkan alkohol 70% sebanyak 600 mL
dan disentrifugasi pada kecepatan 13.000
selama 3 menit. Lapisan alkohol dibuang
dan dikering-anginkan selama 30 menit,
ditambahkan 50 mL buffer TIOE0.1 dan
diinkubasi pada suhu 65°C selama 1 jam.
mtDNA diamplifikasikan menggunakan primer
universal Cytochrome Oxidase | (COIl) forward-
5’-ATA ATG ATA GGA GGR TTT GG-3’ dan
reverse: 5’-GCT CGT GTR CTA CRT CCA T-3’
(Williams & Benzie, 1997). Amplifikasi dilakukan
menggunakan metode Polymerase Chain Re-
action (PCR) dengan komposit premiks yaitu
dH,0 13,6 mL, 10 x Buffer 5 mL; 25 mM MgCl,
1,5 mL; 2,5 mM dNTP 0,5 mL; 10 pM primer
masing-masing 1,6 mL; 5 unit/mL Tag-DNA poly-
merase 0,2 mL; genom DNA 1 mL, diprogram
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menurut Benzie et al. (2003) yaitu proses
denaturasi pada suhu 94°C selama 1 menit,
annealing pada suhu 45°C selama 1 menit, dan
extension pada suhu 72°C selama 1 menit,
sebanyak 30 siklus. Digesti mtDNA dengan
enzim restriksi sesuai dengan prosedur
standar perusahaan. Hasil restriksi kemudian
dipisahkan secara elektroforesis dengan
menggunakan gel agarose 3% dalam Tris-
Boric-EDTA (TBE) buffer dan diamati dengan
illuminator (UV) yang disambungkan dengan
komputer untuk mencetak gambarnya.

Keragaman genetik intrapopulasi dan
perbedaan genetik interpopulasi diukur ber-
dasarkan keragaman haplotip (Nei, 1987) dan
jarak genetik (Reynolds et al., 1983). Hubungan
filogenetik antar populasi digambarkan dalam
bentuk dendrogram berdasarkan analisis
pengelompokan terhadap nilai jarak genetik
menurut metode jarak rata-rata UPGMA
(Unweighted Pair Group Method by Average)
(Bermingham, 1990) dalam program TFPGA.

HASIL DAN BAHASAN

Amplifikasi daerah COl mtDNA pada tiram
mutiara, P. margaritifera menghasilkan
fragmen DNA berukuran sekitar 750 pb dan

Tabel 1.
Table 1.

(Rini Susilowati)

ditemukan pada semua populasi. Digesti
sekuen mtDNA teramplifikasi menggunakan
lima enzim restriksi menghasilkan tipe restriksi
monomorfik (Dpnll dan Eco0190l) dan tipe
restriksi polimorfik yaitu Fokl (empat tipe
restriksi), Haelll (tiga tipe) dan NlalV (empat
tipe) (Tabel 1).

Distribusi tipe restriksi A dan B monomorfik
(Fokl) pada populasi Belitung dan Sumbawa
juga ditemukan pada populasi Selat Sunda
(40%) dan Bali Utara (20%) (Gambar 1). Tipe B
monomorfik (Fokl) pada populasi Sumbawa juga
ditemukan dominan pada populasi Bali Utara
(80%) dan Sulawesi Selatan (80%). Hal ini
menggambarkan penyebaran didukung oleh
arus air ke selatan dari Selat Makassar dan tipe
B berkembang baik pada populasi Sumbawa
sedangkan tipe restriksi C (NlalV) monomorfik
pada populasi Sulawesi Selatan, ditemukan
dominan pada populasi Sumbawa (40%) dan
Selat Sunda (70%) menggambarkan aliran gen
berlangsung melalui arus utara dari Selat
Makassar dan arus barat dari perairan Laut Jawa.
Rusman (2003) menyatakan bahwa pergerakan
massa air di Selat Makassar pada bulan
Desember/Januari-Mei mengarah ke selatan
dan massa air dari Laut Flores dan Laut Jawa

Distribusi genotip (tipe restriksi) pada masing-masing populasi tiram mutiara
Distribution of genotype (restriction type) within each population of pearl oyster

Ukuran
fragmen (pb)
Fragment
sizes (bp)

Tipe
Enzim restriksi
Enzyme Restriction

type

Sumbawa

Bali Selat
Utara Sunda

. Sulawesi
Belitung Selatan

Fokl

>

600,150
350, 350,50
500, 250
450, 300

10

Haelll 300, 300, 100, 50
600,150

500, 250

500,250
350, 350, 50
500, 200, 50
600, 150

Dpnl 300, 300, 150

> >»| OO0 = > N w™ > O N w

Eco090I 300, 300, 150
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bergerak ke arah barat pada bulan Mei—No-
vember. Distribusi tipe restriksi A (Haelll)
dominan pada populasi Sumbawa (80%),
Belitung (70%), Bali Utara (60%), namun pada
populasi lainnya frekuensinya kurang dari
50%. Tipe C (Haelll) ditemukan pada populasi
Sumbawa, Bali Utara, dan dominan pada
populasi Selat Sunda (60%), sedangkan tipe B
yang ditemukan dominan pada populasi
Sulawesi Selatan (70%) ditemukan juga pada
populasi Belitung (30%). Distribusi genotipe
pada lima populasi tiram mutiara tersebut
diduga dipengaruhi juga oleh aliran arus yang
terjadi di Selat Makassar, Laut Cina Selatan,
dan Laut Jawa. Berdasarkan distribusi tipe

Tabel 2.
tiram mutiara

Table 2.
tion of pearl oyster

restriksi monomorfik dan distribusi tipe
restriksi polimorfik pada keseluruhan populasi
tiram mutiara, menunjukkan bahwa kelima
populasi tersebut masih dalam satu distribusi
geografis dari spesies P. margaritifera.

Analisis komposit haplotip menghasilkan
24 komposit haplotip pada seluruh populasi
(Tabel 2). Distribusi komposit haplotip BBCAA
tertinggi ditemukan pada populasi Sulawesi
Selatan (60%), namun tidak ditemukan pada
populasi lainnya. Hal yang sama ditemukan
juga pada komposit haplotip CCCAA (40%)
pada populasi Selat Sunda dan AABAA (40%)
pada populasi Belitung. Populasi Bali Utara,
Selat Sunda, dan Belitung dicirikan dengan

Distribusi frekuensi dan komposit haplotip pada masing-masing populasi

Distribution of frequency and composite haplotype within each popula-

Komposit haplotip Jumlah
Composite haplotype Total

Sumbawa

Sulawesi

Bali Selat Belitun
9 Selatan

Utara Sunda

BAAAA

BACAA
BCBAA
BABAA

BADAA
AAAAA

AADAA
BCAAA
BCDAA
AACAA
DCCAA
CCCAA
BCCAA
ABBAA

AABAA

BBCAA
CBCAA
BBCAA

N

0.3
0.4
0.2
0.1

6
4
2
2
7
1
1
1
1
1
4
1
3
4
6
1
1

0.1 - -
0.2
0.2 - -
0.1
0.2
0.1
0.1
0.1
0.1

Jumlah sampel
Number of sample

[,
o

Jumlah haplotip
Number of haplotype

Keragaman haplotip
Haplotype diversity

0.206

0.307 0.328 0.177 0.105
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Tabel 3.
margaritifera)

Table 3.
margaritifera)

(Rini Susilowati)

Jarak genetik interpopulasi tiram mutiara (Pinctada

Genetic distance of interpopulation of pearl oyster (Pinctada

Populasi

Sumbawa Bali Utara Selat Sunda Belitung Sulsel

Sumbawa -

Bali Utara 0.017
Selat Sunda 0.067
Belitung 0.056
Sulsel 0.105

0.069 -
0.08 0.142

distribusi komposit AAAAA, dan dua populasi
lainnya (Sumbawa dan Sulawesi Selatan)
dicirikan oleh distribusi komposit haplotip
BACAA. Populasi Selat Sunda dan Bali Utara
memiliki ragam haplotip tertinggi (0,328 dan
0,307), diduga terkait dengan karakteristik
kondisi lingkungan dan mekanisme evolusi
untuk bertahan hidup dan bereproduksi.
Perbedaan genetik dipengaruhi oleh letak
geografis, perbedaan salinitas dan suhu
(Koehn et al., 1976; 1984) dan didukung oleh
migrasi, seleksi, dan genetic drift (Frankham
etal., 2002). Blanc et al. (1996) melaporkan

bahwa keragaman intraspesifik, perbedaan
interpopulasi tiram di perairan dipengaruhi
oleh faktor distribusi spasialnya karena tiram
melalui tingkatan kehidupan dua fase (fase

planktonik dan bentik) serta migrasi dan
seleksi alam yang menyertai pola
adaptasinya.

Beberapa tipe haplotip (BAAAA, BCBAA,
BABAA) populasi Sumbawa dan Bali Utara
diduga kedekatan secara geografis dan
pertukaran populasi tiram mutiara budidaya
yang dilakukan oleh pembudidaya. Menurut
Hamzah et al. (2003), induk tiram mutiara di
kawasan tengah Indonesia (Sumbawa dan Bali
Utara) didatangkan dari Maluku. Sedangkan,
haplotip BACAA yang dominan pada populasi
Sumbawa (40%) dan ditemukan juga pada
populasi Sulawesi Selatan (20%) diduga terkait
dengan distribusi geografisnya Selat Alas ada
di bagian selatan dan Selat Makassar di bagian

I I I
0.200 0.150 0.100

I ]
0.050 0.000

—— Sumbawa (SB)

Bali Utara (BA)

Selat Sunda (SS)

Belitung (BL)

Sulawesi Selatan (SL)

Gambar 1. Dendrogram hubungan kekerabatan (filogeni) lima populasi tiram mutiara

(Pinctada margaritifera)

Figure 1.
(Pinctada margaritifera)

Dendrogram of neighbour joining (philogeny) of five populations of pearl oyster
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utara. Massa air oseanik masuk secara tetap
ke Laut Jawa melalui Selat Makassar yang
berasal dari Samudera Pasifik dan Laut Flores
yang berasal dari Samudera Hindia (Rusman,
2003). Menurut Stenzel (1971), organisme
tiram yang hidup di perairan laut, ketika masa
planktonik dapat secara mudah terdispersi
oleh arus, misalnya pada larva genus
Crassostrea di daerah Gulf-Stream dapat
terdispersi sampai 1.000—1.300 km pada
kecepatan arus 2 m/detik. Demikian pula
komposit haplotip AAAAA (common haplotype)
pada tiga populasi Bali Utara, Selat Sunda, dan
Belitung diduga dipengaruhi oleh aliran arus
pada perairan tersebut. Aliran arus pada bulan
(Januari--Mei) di perairan Belitung mengalami
pergerakan massa air dari Laut Cina Selatan
melalui Selat Karimata mengarah ke Laut Jawa
dan Laut Flores menuju Samudera Hindia
(Wyrtki, 1961). Menurut Hendiarty (2003),
perairan Selat Sunda pada musim angin timur
(Juni--September) terjadi fenomena pergerakan
massa air Laut Jawa menuju Samudera Hindia
melalui Selat Sunda. Aliran gen dapat terjadi
selama siklus stadia planktonis yang
berlangsung selama 20—22 hari (Haws & Ellis,
2000).

Menurut Bayne (1983), faktor arus dan fase
planktonik yang cukup lama dapat
menyebabkan distribusi spasial organisme
tiram menjadi sangat luas, seperti Crassostrea
virginica di daerah litoral Amerika Utara yang
mempunyai fase planktonik selama tiga minggu
ditemukan kesamaan genetiknya dengan
populasi Nouvelle-Ecosse sampai daerah
Yucatan. Jenis jenis Pecten maximus dari
Norwegia juga mempunyai kesamaan genetik
dengan jenis yang ditemukan di Maroko
Selatan.

Keragaman haplotip tiram mutiara dalam
penelitian ini lebih rendah dari keragaman
haplotip pada Pinctada maxima populasi Aus-
tralia dan Indonesia (0,129—0.582) (Benzie et
al., 2003) dan Crassostrea gigas populasi Cina
(0,266—0,486) (Appleyard & Ward, 2006).
Keragaman haplotip pada populasi Selat Sunda
adalah yang tertinggi (0,328) dibanding
populasi lainnya, hal ini diduga karena populasi
Selat Sunda berada di daerah konservasi Ujung
Kulon. Soca et al. (2006) menjelaskan bahwa
keragaman genetik bahan dasar pada proses
adaptasi spesies sehingga bertahan hidup.
Berdasarkan analisis keseimbangan distribusi
genotipik populasi menurut Hardy-Weinberg
menggunakan program TFPGA menghasilkan

nilai p-value berkisar antara 0,000—0,0016
yang menunjukkan bahwa distribusi haplotip
intrapopulasi dalam keseimbangan panmixia
Hardy-Weinberg.

Berdasarkan analisis dendrogram (UPGMA)
menunjukkan perbedaan genetik
interpopulasi yang membentuk dua kelompok
terpisah (Tabel 3 dan Gambar 1) yaitu Sumbawa
dan Bali Utara (D=0,017) dan Selat Sunda dan
Belitung (D=0,069) terhadap populasi Sulawesi
Selatan. Pemisahan genetik pada populasi
tiram mutiara Sulawesi Selatan ini diduga
karena distribusi haplotip (BBCAA) (60%) yang
spesifik (Tabel 2). Sulawesi Selatan
dipengaruhi oleh perubahan lingkungan
perairan di Selat Makassar bagian timur dengan
salinitas berkisar 34%.—35%o (Rusman, 2003)
dan secara geografis Teluk Awerange memiliki
mulut teluk yang sempit dengan terumbu
karang sebagai penghalang arus, sehingga
pengenceran salinitas pada teluk ini tergolong
rendah.

KESIMPULAN

1. Lima populasi tiram mutiara (Sumbawa, Bali
Utara, Belitung, Selat Sunda, dan Sulawesi
Selatan) membentuk dua kelompok dengan
jarak genetik terendah antara Sumbawa dan
Bali Utara (0,017) dan Sulawesi Selatan yang
merupakan populasi terjauh (0,142).

Populasi Sulawesi Selatan merupakan stok
yang memiliki keunikan berdasarkan
distribusi haplotip BBCAA (60%) dengan
keragaman genetik terendah (0,105)
dibandingkan populasi lainnya (0,177—
0,328).

SARAN

1. Persilangan dan perkawinan antara populasi
tiram mutiara dapat dilakukan berdasarkan
letak geografis dan keragaman genetiknya
untuk meningkatkan keragaman genetik
dalam manajemen stok. Hasil analisis
keragaman genetik diperoleh keragaman
genetik tinggi yaitu populasi Selat Sunda
dan Bali Utara, sehingga kedua populasi
tersebut dapat disilangkan.

2. Analisis lanjutan ke tingkat sekuensing
perlu dilakukan, sehingga didapatkan hasil
keragaman genetik yang lebih akurat.

Perlu dilakukan penambahan lokasi
sampling untuk wilayah Indonesia Timur,
agar dapat mewakili distribusi wilayah
Indonesia.
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