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[bookmark: _Toc98229981]ABSTRAK
Hiu adalah kelompok Ikan bertulang rawan yang sangat rentan terhadap penangkapan secara berlebihan, karena biasanya kelompok ikan bertulang rawan ini mempunyai pertumbuhan yang lambat dan keterbatasan dalam berkembangbiak. Penelitian ini bertujuan menganalisis hiu martil melalui pendekatan identifikasi marka molekuler dan menganalisis hubungan kekerabatan antar spesies hiu martil di Aceh Barat dengan hiu martil lainnya yang ada pada pusat GenBank. Sampel hiu martil di ambil di Pelabuhan Perikanan ujong baroh Aceh Barat sepanjang bulan Oktober - Desember 2021. Sampel kemudian dianalisis secara molekuler di Laboratorium Genetik dan Biodiversitas Akuatik Fakultas Kelautan dan Perikanan Universitas Syiah Kuala meliputi proses ekstraksi DNA dengan metode CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide), lalu diamplifikasi dengan metode PCR dan divisualisasi dengan tahapan elektroforesis. Hasil analisis menggunakan BLAST menyatakan bahwa spesies tersebut merupakan hiu martil. Sampel pertama didapatkan nilai Query Cover sebesar 94% - 95% dan nilai Per Ident 99.69 – 99.85 % menghasilkan panjang base pair 683 dan untuk sampel kedua didapatkan nilai Query Cover sebesar 98% dan nilai Per Ident 99.11% menghasilkan panjang base pair 658. Komposisi nilai nukleotida hiu martil memiliki rata-rata T = 32,8, C = 26,6, A = 25,7 dan  G = 14,9. Hubungan kekerabatan berdasarkan rekonstruksi pohon filogenetik menghasilkan 3 Clade dan sampel S. lewini yang berasal dari Meulaboh1 memiliki hubungan kekerabatan dengan S. lewini yang berasal dari Malaysia2, Malaysia2, Indonesia4, Indonesia3, indonesia2, Australia3, Australia2, Australia1 serta Indonesia1. Dan sampel S. lewini yang berasal dari Meulaboh2 juga memiliki hubungan kekerabatan dengan S. lewini yang berasal dari Arab1, Arab2, Arab3 dan Malaysia3. Jarak genetik antar populasi yang memiliki nilai tertinggi didapatkan oleh S. lewini yang berasal dari populasi Arab dengan S. lewini yang berasal dari populasi Australia (0,048) dan nilai terendah didapatkan antara S. lewini yang berasal dari Australia dan S. lewini populasi Indonesia adalah (0,000).

Kata kunci: Aceh Barat, Filogenetik, Hiu Martil, Identifikasi Molekuler




RELATIONSHIP ANALYSIS OF  HAMMERHEAD SHARK  (Sphyrna lewini; Griffith And Smith, 1834) RECORDED IN WEST ACEH WATERS USING MOLECULAR GENETICS APPROACH
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ABSTRACT

Sharks are a group of gristle fish that are particularly vulnerable to overfishing, since these boner-boned fish usually have slow growth and limited limitations in breeding. The research aimed to observe hammer sharks through a molecular approach by identification and analyzed the kinship between species of hammer sharks in West Aceh and the hammer sharks from other place based on GenBank. Hammer shark sample was taken from Ujong Baroh Fish Port, West Aceh during October - December 2021. The samples were analyzed at Genetics and Aquatic Biodiversity, Department of Marine science and fisheries at Syiah Kuala University. The laboratory activity was started with a CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) method for extracting DNA, and was enhanced by PCR method and visualized by an electrolytic. Analysis using BLAST showed that the species is a hammer shark. The first sample obtained 94% - 95% cover query value and per ident value 99.69 - 99.85 % produced a 683 base pair length and second sample obtained 98% per sample for a cover query value and per ident value 99.11% produced a 658 base pair length. The hammer shark's nucleotide value has an average T = 32.8, C = 26.6, A = 25.7 and G = 14.9. Kinship based on the reconstruction of the f phylogenetic tree results in 3 clade and S. lewini from Meulaboh1 has a kinship with the S. lewini from Malaysia2, Malaysia2, Indonesia4, Indonesia3, Indonesia2, Australia3, Australia2, Australia1 and indonesia1. And the S. lewini from Meulaboh2 also has a kinship to the S. lewini from Arab1, Arab2, Arab3 and Malaysia3. The highest genetic distance of S. lewini between populations was found at S. lewini from Arabian and Australian (0.048) and the lowest value was found in S. lewini from Australian and Indonesia (0,000). 
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[bookmark: _Toc92973869][bookmark: _Toc100837533][bookmark: _heading=h.3znysh7][bookmark: _Toc92973870][bookmark: _heading=h.2et92p0]BAB I 
PENDAHULUAN
1.1. [bookmark: _Toc100837534]Latar Belakang
Aceh Barat mempunyai garis pantai sekitar 50,55 km dengan luas perairan lautnya sekitar 80,88 km2. Perairan kabupaten Aceh Barat memiliki sumberdaya ikan yang banyak, dengan beragam jenis ikan akibat tangkapan nelayan salah satunya yaitu ikan hiu martil, dimana ikan hiu martil tersebut menjadi tangkapan utama. Perairan Aceh Barat langsung berhadapan dengan samudera hindia yang kaya akan sumberdaya ikan (Zuriat et al. 2019).
Hiu adalah kelompok Ikan bertulang rawan yang sangat rentan terhadap penangkapan secara berlebihan, karena biasanya kelompok ikan bertulang rawan ini mempunyai pertumbuhan yang lambat dan keterbatasan dalam berkembangbiak. Dilain pihak permintaan sirip hiu meningkat dalam beberapa tahun terakhir, yang dapat mengancam populasi hiu di alam (Griffin et al. 2008).
Hiu martil sering tertangkap dengan menggunakan alat tangkap jaring dikarenakan ukurannya yang kecil membuat ikan hiu martil mudah di dapat oleh nelayan. Hal tersebut membuat ikan hiu martil termasuk kedalam salah satu spesies yang menurun populasinya akibat eksploitasi sehingga hiu martil masuk daftar merah. International Union for Conservation of Nature (2022) menyatakan bahwa, spesies hiu martil masuk ke dalam status konservasi beresiko punah (Critically Endangered,) sedangkan dalam CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora), hiu martil termasuk ke dalam Apendiks II. 
Identifikasi sangat perlu dilakukan dalam konservasi pengelolaan populasi maupun spesies ekonomis penting (Shen et al. 2013). Ikan hiu martil merupakan salah satu spesies yang digunakan dalam penelitian pendekatan molekuler. Penanda molekuler sangat bagus digunakan dalam membedakan spesies dan populasi. Filogenetik adalah sebuah cara yang digunakan dalam menganalisis hubungan kekerabatan makhluk hidup. Kumpulan organisme yang mempunyai karakter dan ciri yang sama dianggap mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat. 
[bookmark: _Toc100837535]Penelitian yang berkaitan dengan ikan hiu martil di Aceh Barat sangat sedikit, bahkan informasi mengenai hubungan kekerabatan dan identifikasi pada ikan hiu martil masih sangat susah didapatkan. Berkaitan dengan hal tersebut, maka perlu dilakukan pengkajian tentang “Analisis Hubungan Kekerabatan Pada Ikan Hiu Martil  (Sphyrna lewini; Griffith And Smith, 1834) Menggunakan Genetik Molekuler Di Perairan Aceh Barat”.
1.2. Rumusan Masalah
1. Bagaimana cara menganalisis ikan hiu martil melalui identifikasi genetik molekuler?
2. Bagaimana hubungan  kekerabatan ikan hiu martil berdasarkan pendekatan filogenetik?
1.3. [bookmark: _Toc100837536]Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian analisis filogenetik pada ikan hiu martil menggunakan genetik molekuler di perairan Aceh Barat adalah sebagai berikut:
1. Menganalisis hiu martil melalui pendekatan genetik molekuler.
2. Menganalisis hubungan kekerabatan hiu martil berdasarkan pendekatan filogenetik.
1.4. [bookmark: _heading=h.1t3h5sf][bookmark: _Toc100837537]Manfaat Penelitian
[bookmark: bookmark=id.4d34og8][bookmark: _heading=h.2s8eyo1]Manfaat dari penelitian analisis filogenetik pada ikan hiu martil menggunakan genetik molekuler di perairan Aceh Barat sebagai berikut:
1. Penelitian ini diharapkan agar dapat dilakukannya konfirmasi jenis dan kekerabatan ikan hiu martil yang berada di perairan Aceh Barat. Meskipun sumber daya yang terbatas, akan diketahui kekerabatannya dengan jenis-jenis hiu lainnya yang ada di perairan Aceh Barat.
2. Penelitian ini  diharapkan juga dapat digunakan oleh pemangku kebijakan seperti dinas kelautan dan perikanan serta dinas lainnya sebagai dasar dalam pengambilan kebijakan terkait bidang konservasi hiu. 
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[bookmark: _Toc100837538][bookmark: _heading=h.17dp8vu]BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. [bookmark: _heading=h.3rdcrjn][bookmark: _Toc100837539]Deskripsi Sphyrna lewini
Hiu martil memiliki bentuk morfologi yang sangat khas, pada kepalanya terdapat bagian mulut, mata dan indera penciuman yang melebar seperti sayap atau martil. Menurut White et al. (2006), tubuh hiu martil dapat mencapai panjang 370-420 cm. Kepala melebar ke samping lebarnya kurang dari sepertiga panjang tubuhnya. Tepi kepala bagian depan sangat melengkung, dengan mengalami pelebaran ke samping yang disebut dengan cephalo foil (Mara 2010). Jenis hiu ini juga memiliki ciri khusus yaitu bagian kepala yang berbentuk seperti martil sehingga memudahkan ikan tersebut dalam melakukan pergerakan renang dan mencari makan. Adapun klasifikasi dari jenis hiu martil (Sphyrna lewini meliputi):
[image: C:\Users\SAMSUNG\Downloads\WhatsApp Image 2022-07-14 at 08.55.00.jpeg]
Gambar 1. Hiu Martil (Sphyrna lewini)
Kerajaan 	: Animalia
Filum	: Chordata
Kelas		: Chondrichthyes
Subkelas 		: Elasmobranchii
Ordo 	: Carcharhiniformes
Famili	: Sphyrnidae
Genus 	: Sphyrna	
Spesies 	: S. lewini

2.2. [bookmark: _Toc100837540]Habitat dan Sebaran
[bookmark: _heading=h.lnxbz9]Hiu martil merupakan jenis ikan yang paling banyak ditemukan di wilayah tropis, ditemukan di perairan kepulauan dan paparan benua mulai dari lapisan permukaan hingga kedalaman 275m. Di indonesia, hiu martil tersebar luas di seluruh perairan tropis yang ada di Indonesia, antara lain Samudera Hindia, Selat Sunda, Laut Jawa, Laut Cina Selatan, Kalimantan, Sulawesi, Maluku dan Papua. Dari hasil penelitian, jenis hiu martil (Sphyrna lewini Griffith and Smith, 1834) banyak ditemukan pada sentral produksi ikan hiu mulai dari Barat Sumatera (Aceh) sampai Kalimantan Timur (Alaudin et al. 2021).
2.3. [bookmark: _Toc100837541]DNA Mitokondria
DNA mitokondria merupakan sekuen gen pendek yang dipilih diantara banyak gen yang digunakan sebagai gen standar untuk identifikasi spesifik spesies hewan berbasis DNA barcode (Zein 2007). Sebagai daerah tercoding yang penting untuk identifikasi sampel, dikarenakan DNA mitokondria memiliki tingkat mutasi yang lebih tinggi daripada DNA nukleus, jumlah salinan yang lebih tinggi dan gen diturunkan langsung dari induknya (Amorim et al. 2019). 
[bookmark: _heading=h.35nkun2]DNA mitokondria (mtDNA) merupakan materi genetik yang diturunkan secara maternal yang dapat digunakan sebagai penanda genetik pada ikan hiu martil untuk mempelajari struktur populasi (Madduppa et al. 2021). DNA mitokondria (mtDNA) mampu mengidentifikasi dengan baik dan akurat karena mampu membedakan spesies berdasarkan struktur dan komposisi penyusun dasar makhluk hidup pada tingkat DNA. Salah satu penanda dalam mengidentifikasi ikan hiu martil yang banyak digunakan dalam penelitian genetik ini adalah DNA mitokondria (Bahri et al. 2017). Keuntungan mengidentifikasi spesies melalui DNA Barcoding COI adalah hasil barcoding dapat dibandingkan dan disimpan pada sistem bank data DNA yang berkembang pesat (Ratnasingham dan Hebert 2007). 
2.4. [bookmark: _Toc100837542]Pohon Filogenetik
Filogenetik adalah studi tentang hubungan antara organisme berdasarkan pencarian hubungan evolusi, sejarah kehidupan suatu spesies dan kekerabatannya. Filogenetik molekuler merupakan cara yang digunakan hampir disemua cabang biologi untuk mengetahui hubungan kekerabatan antar spesies berdasarkan pohon kehidupan melalui perhitungan statistika urutan basa (Yang dan Rannala 2012).
Filogenetik adalah gambaran kekerabatan organisme yang berdasarkan susunan urutan DNA atau protein yang digunakan untuk memperkirakan proses evolusi dengan bentuk seperti pohon (Yuniarti et al. 2016). Dalam filogenetik, kelompok organisme yang memiliki karakter atau karakteristik yang sama dianggap memiliki hubungan kekerabatan yang erat. Kemiripan tersebut dianggap diturunkan dari satu induk (nenek moyang) dan nantinya akan membentuk kelompok monofiletik (Hidayat dan Pancoro 2008). 

[bookmark: _heading=h.44sinio][bookmark: _Toc92973872][bookmark: _Toc100837543]BAB III
METODE PENELITIAN

3.1. [bookmark: _heading=h.2jxsxqh][bookmark: _Toc100837544]Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada bulan Oktober – Desember 2021. Pengambilan sampel daging ikan hiu martil diambil di Pangkalan Pendaratan Ikan (PPI) Ujong Baroh Kabupaten Aceh Barat, Provinsi Aceh. Analisis molekuler di Laboratorium Genetik dan Biodiversitas Akuatik Fakultas Kelautan dan Perikanan  Universitas Syiah Kuala. Berikut adalah peta lokasi penelitian:
[image: C:\Users\SAMSUNG\Downloads\peta nurhikmah.jpg]
Gambar 2. Peta lokasi penelitian PPI Ujong Baroh 

3.2. [bookmark: _heading=h.z337ya][bookmark: _Toc100837545]Alat dan Bahan
Alat dan bahan penelitian yang digunakan dalam penelitian ini dapat dilihat pada tabel 1 dan 2 dibawah ini:

Tabel 1. Alat penelitian dan kegunaannya
	No
	Alat
	Kegunaan

	1.
	Tube 
	Wadah sampel

	2.
	Busen
	Alat sterilisasi

	3.
	Autoklaf
	Sterilisasi tip dan tube PCR

	4.
	Spatula
	Mengambil bubuk agarosa

	5.
	Komputer
	Menyimpan data

	6.
	Tube PCR
	Wadah sampel PCR

	7.
	Headspace vial rack
	Tempat meletakkan tube

	8.
	Tube ekstraksi
	Wadah sampel ekstraksi

	9.
	Microwave
	Sebagai pemanas gel agarosa

	10.
	Cetakan agarosa
	Mencetak gel agarosa

	11.
	Cryobox
	Wadah koleksi sampel

	12.
	Alat tulis
	Untuk mengisi lembar kerja

	13.
	Jas lab
	Perlindungan diri bahan kimia

	14.
	Gelas ukur
	Mengukur volume cairan

	15.
	Cawan petri
	Wadah untuk sampel

	16.
	Gunting
	Untuk memotong daging ikan hiu martil

	17.
	Pinset
	Untuk menjepit daging ikan hiu martil

	18.
	Micropipet

	Untuk memindahkan cairan/ reagen yang bervolume kecil dalam satuan microliter (µ)

	19.
	Vortex
	Untuk menghomogenkan campuran reagen dan sampel

	20.
	Centrifuge
	Untuk menghomogenkan campuran reagen dan sampel

	21.
	Incubator
	Tempat isolasi sampel ekstraksi

	22.
	Mesin PCR
	Memanjangkan DNA

	23.
	Tip pipet
	Memindahkan reagen

	24.
	Timbangan
	Menimbang gel agarosa

	25.
	Alat elektroforesis
	Untuk memisahkan senyawa kimia dengan prinsip laju pergerakan molekul dalam aliran listrik

	26.
	Kulkas pembeku
	Wadah penyimpanan sampel 




[bookmark: _heading=h.3j2qqm3]Tabel 2. Bahan penelitian dan kegunaannya
	No
	Bahan
	Kegunaan

	1.
	Alkohol
	Sebagai bahan pengawet spesimen dan sterilisasai

	2.
	Kertas parafilm
	Untuk packing tube sampel sekuen

	3.
	Aquades
	Sebagai pengencer

	4.
	TAE (1x) Buffer
	Larutan penyangga

	5.
	Etanol 96%
	Untuk menjaga kondisi sampel

	6.
	ddH2O
	Pelarut DNA

	7.
	Ethanol (absolute EtOH)
	Membuat DNA naik dan melayang-melayang di permukaan

	8.
	Cetytrimethylammonium bromide (CTAB)
	Mendegradasi dinding sel, denaturasi protein, memisahkan karbohidrat, merusak membran dan melarutkan DNA

	9.
	Chloroform Isoamyl Alcohol (CIA)
	Mengekstrak dan mengendapkan komponen polisakarida di dalam buffer ekstraksi yang mengkontaminasi DNA

	10.
	Bubuk gel agarosa
	Matrik migrasi DNA

	11.
	Gel doc
	Memvisualisasikan hasil elektroforesis

	12.
	Balok es
	Menjaga suhu sampel agar selalu stabil

	13.
	EtOH 70%
	Mencuci endapan DNA dari larutan preservasi

	14.
	NaCI 3 M
	Mencuci endapan DNA dari larutan terkontaminasi

	15.
	Master mix red 1000 reaction
	Sebagai campuran larutan DNA taq, dNTP dan buffer dalam reaksi amplifikasi DNA target

	16.
	Primer COI (F2 & R2)
	Sebagai agen inisiasi dalam proses annealing

	17.
	Pewarna gel agarosa asam nukleat
	Pewarna band DNA

	18.
	Tisu
	Untuk membersihkan alat





3.3. [bookmark: _Toc100837548]Bagan Alir Penelitian
[bookmark: _Toc94001328]Bagan alir yang dilakukan pada penelitian, dapat ditampilkan pada gambar dibawah ini:Pengambilan Sampel di Lapangan




[bookmark: _Toc97055627][bookmark: _Toc97479822]Preservasi Sampel



[bookmark: _Toc97055628][bookmark: _Toc97479823]Analisis Laboratorium 



[bookmark: _Toc97055630][bookmark: _Toc97479825]Ekstraksi 



Elektroforesis


[bookmark: _Toc97055633][bookmark: _Toc97479828]
Amplifikasi 



[bookmark: _Toc97055634][bookmark: _Toc97479829][bookmark: _Toc97055632][bookmark: _Toc97479827]Translasi Sampel ke Kromatografi




Analisis Komputasi  (Mega Analysis Software)



Hasil



[bookmark: _Toc96410913][bookmark: _Toc94001329]Gambar 3. Bagan alir tahapan pelaksanaan penelitian	
3.4. [bookmark: _heading=h.1y810tw][bookmark: _Toc92973874][bookmark: _Toc100837549]Metode Pengumpulan Data
3.4.1 [bookmark: _heading=h.4i7ojhp][bookmark: _Toc100837550]Pengambilan Sampel 
Sampel diperoleh dari PPI Ujong Baroh Kabupaten Aceh Barat. Prosesnya dilakukan dengan mengambil beberapa daging ikan hiu martil. Sampel yang diambil menggunakan pisau cutter. Sampel diambil dari 2 individu hiu pada bagian daging dorsal (punggung). Kemudian sampel dimasukkan kedalam botol lalu ditambahkan etanol 96% untuk mengawetkan sampel dan menjaga sampel dari terjadinya kontaminasi. 
3.4.2 [bookmark: _Toc100837551]Preservasi Sampel 
Sampel yang didapatkan kemudian dipreservasi dengan etanol 96% menggunakan gunting dan pinset kemudian dipotong beberapa bagian dan disimpan dalam kotak sampel. Sampel yang diambil di lapangan berjumlah dua individu. Proses sterilisasi dilakukan dengan proses pemanasan gunting yang sudah dibasahi alkohol. Daging hiu martil bagian dorsal dipotong sedikit kemudian hasil dari potongan tersebut disimpan dalam tabung mikro 1,5 ml yang sudah berisi etanol. Sampel kemudian dibawa ke lab untuk dilakukan uji lab lebih lanjut.
3.4.3 [bookmark: _Toc100837552]Ekstraksi DNA
Ekstraksi DNA dapat dilakukan dengan menggunakan metode CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) Untuk mendapatkan gen hormon pertumbuhan dapat dilakukan dengan ekstraksi DNA sel ikan untuk mengisolasi DNA sel menggunakan metode CTAB sehingga didapat DNA genom (Suharsono 2005).
Tahapan – tahapan  pada ekstraksi menggunakan metode CTAB dimulai dari persiapan alat dan bahan yang akan digunakan seperti pinset, tisu, gunting, bunsen, etanol 96%, etanol absolut, etanol 70%, tube ekstraksi, proteinase-k dan C-TAB. Bunsen dinyalakan, pinset disterilkan dengan dicelupkan kedalam etanol yang telah dituang kedalam gelas beker, di tubenya berikan kode untuk memudahkan kita mencari sampel kemudian ujung pinset dipanaskan dengan bunsen yang telah dinyalakan, setiap pergantian sampel dilakukan perendaman dan pembakaran terhadap pinset tersebut.
Ekstraksi DNA diambil dari daging bagian dorsal ikan hiu martil lalu dipotong sampel ikan hiu martil seukuran 1-2 mm lalu masukan kedalam tube berukuran 1,5 ml dan dihaluskan sampel ikan hiu martil tersebut. Tambahkan 700 µl 2x buffer C-TAB dan 3-5 µl proteinase-k kemudian di inkubasi selama 4 jam dengan suhu 60oC. Setelah sampel tersebut lisis barulah tambahkan 700 µl Chloroform-Isoamyl Alcohol dikocok dengan kuat menggunakan tangan selama 15 detik, lalu sentrifugasi sampel pada 11000 rpm selama 15 menit. Pindahkan 560 µl larutan DNA ke tube baru berukuran 1,5 dan tambahkan Etanol absolut   560 µl, lalu sampel tersebut diinkubasi di dalam freezer dengan -20ºc  selama 3 jam. Sampel disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama 15 menit buang supernatan dan biarkan peletnya kemudian tunggu selama 2 jam untuk proses pengeringan dari supernatan tersebut. Ditambahkan 600 µl 70% EtOH dan 25 µl NaCI dan balikan beberapa kali, sentrifugasi pada 13000 rpm selama 15 menit. Kemudian buanglah EtOH dan keringkan peletnya terakhir tambahkan ddH2O 20-100 µl. 

3.4.4 [bookmark: _Toc100837553]Amplifikasi DNA
Proses PCR dilakukan dengan memakai sampel DNA ikan hiu martil yang sudah di ekstraksi. Proses amplifikasi DNA ikan hiu menggunakan marker DNA mitokondria dengan memanfaatkan region COI, primer forward FishF2 dan primer reverse FishR2 dengan urutan basa untuk primer forward FishF2 5‟TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC3‟ dan urutan basa buat primer reverse FishR2 5‟TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA3‟ (Ward et al. 2005).
Komponen yang digunakan dalam proses amplifikasi ini meliputi ddH2O 8,5 µl, red master mix 12,5 µl, primer F2 1 µl , primer R2 1 µl, dan  DNA 2 µl. dalam proses amplifikasi menggunakan mesin Sensoquest Labcycler. Tahapan dalam amplifikasi terdiri dari beberapa langkah yaitu pre-denaturasi 94ºC selama 3 menit, denaturasi 94ºC selama 30 detik, annealing 51ºC selama 30 detik, extention 72ºC selama 1 menit, final extension72ºC selama 10 menit dengan siklus 35 kali. Tahap denaturasi, annealing dan extension dilakukan sebanyak 35 siklus (Ward et al. 2005) berlangsung selama 30-60 detik.
3.4.5 [bookmark: _Toc100837554]Elektroforesis
Proses elektroforesis dilakukan dengan menyiapkan hasil amplifikasi dan bahan pembuatan gel agarosa sebagai media pemisah (Harahap 2018). Elektroforesis merupakan teknik untuk memisahkan molekul bermuatan, bertujuan untuk mengetahui kualitas DNA dari produk PCR. Tahap awal adalah dengan pembuatan gel agarosa 2,0 % dan TAE (Tris-acetate EDTA) buffer sebanyak 60 ml, kemudian ditambahkan gel red 2 µl, dimasukan gel agarosa kedalam baki kemudian diletakkan sisir elektroforesis didalam satu ujung baki gel agarosa digunakan untuk membuat sumur tunggu selama 40 menit sampai gel tersebut keras. Sampel hasil amplifikasi disuntikan dalam cetakan gel agarosa, kemudian dalam proses elektroforesis perlu adanya pengaturan untuk menjalankan alat dan lainnya diatur pada tegangan 100 volt, 500 mA selama 30 menit.
3.4.6 [bookmark: _Toc100837555]Translasi DNA
Translasi DNA merupakan metode untuk menentukan urutan basa nukleotida pada DNA. Urutan DNA mampu memberikan informasi genetik keturunan baik berasal dari nukleus (inti), plasmid, mitokondria, maupun kloroplas jaringan makhluk hidup (Randi dan Lucchini 1998). Produk PCR yang bagus berdasarkan elektroforesis dikirimkan ke First Base Laboratorium, Malaysia untuk dilakukan translasi DNA.
3.5 [bookmark: _Toc100837556]Analisa Data
Hasil sekuen yang diperoleh kemudian dianalisis menggunakan program Mega 6.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis) data yang sudah disejajarkan. Kedua sekuen disejajarkan (allignment) dengan menggunakan menu clustall W (Thompson et al. 1994). Lalu dicocokan kemiripannya pada GenBank di NCBI (National Center for Biotechnology Information) dengan menggunakan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) serta membandingkan dengan referensi hasil lainnya (Tamura et al. 2011).  Perbandingan sekuen di ambil dari database DNA pada GenBank. Data sekuen diambil dari beberapa wilayah, mulai Arab 3 sekuen, Australia 3 sekuen, Indonesia 5 sekuen, serta Malaysia 3 sekuen.
Analisis pada penelitian ini menggunakan MEGA aplikasi 6.0, analisis filogenetik memakai metode Neighbor-Joining menggunakan kimura 2-parameter model dengan bootstrap sebanyak 1000. Bootstrap dapat digunakan sebagai tolak ukur dalam menentukan tingkat kepercayaan terhadap konstruksi pohon filogenetik (Kumar et al. 2001). Tingginya nilai bootstrap maka tingkat kepercayaan pohon filogenetik hasil konstruksi tersebut semakin tinggi.




[bookmark: _Toc100837557]BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. [bookmark: _Toc100837558] Identifikasi Hiu martil 
4.1.1. Identifikasi Hiu martil melalui menu BLAST 
Hasil elektroforesis pada ikan hiu martil dengan menggunakan gel agarosa 2% dapat dilihat pada gambar dibawah ini:
[image: C:\Users\SAMSUNG\Downloads\WhatsApp Image 2022-05-18 at 14.22.14.jpeg]Smear
Pita DNA


Gambar 3. Visualisasi produk PCR hasil amplifikasi dari sampel ikan hiu martil
	Ket :	1= kode sampel hiu martil 2= kode sampel hiu martil (-)=kontrol negatif
	
Pada tahapan proses elektroforesis digunakan kontrol negatif yang berguna untuk mendeteksi ada atau tidaknya bakteri pada DNA. Kontrol negatif penting ditambahkan dalam tahapan tersebut karena dapat menentukan proses dari elektroforesis berhasil ataupun tidak. Kualitas DNA yang baik ditandai dengan warna yang terang dan sedikit smear. Jadi, berdasarkan hasil dari elektroforesis gambar diatas didapatkan 2 pita DNA yang terang dengan smear yang sedikit. Menurut Ehtisham et al. (2016), pada tahapan siklus PCR terdapat tahapan yang dianggap kritis yaitu tahapan annealing. Tahapan annealing dengan suhu terlalu tinggi dapat menyebabkan primer menempel dengan buruk dan DNA hasil amplifikasi rendah. Namun, apabila suhu terlalu rendah maka dapat menyebabkan penempelan primer yang tidak diinginkan. 
Hasil identifikasi melalui BLAST di National Center for Biotechnology Information (NCBI) memperlihatkan bahwa hasil yang didapat yaitu jenis ikan hiu martil dengan kode 1 dengan kemiripan sebesar 95% (Tabel 3) diketahui nilai dari query cover dan per Ident hampir mencapai 100%. Sedangkan hiu martil dengan kode 2 memiliki kemiripan sebesar 98% (Tabel 4) diketahui nilai dari query cover dan Per Ident hampir mencapai 100%.
Menurut pendapat  Hu dan  Kurgan (2018) bahwa sekuen termasuk dalam kategori genus yakni ketika hasil BLAST memiliki skor tertinggi sebesar 96%. Sedangkan kategori famili dengan skor <96%. Sekuen hasil BLAST yang mencirikan karakter atau spesies yang sama ditandai dengan nilai Per Ident dan query cover mendekati 100% (Newell et al. 2013).
Hasil analisis dari BLAST memberikan informasi mengenai query cover dan Per Ident. Per Ident dan query cover adalah persentase panjang query yang digunakan dalam proses pencarian database (Apriliyanto dan Sembiring 2016). Menurut Triandiza dan Madduppa (2018) kemiripan tertinggi pada GenBank, dapat dicirikan dengan nilai query cover dan nilai Per Ident yang mendekati 100. Hasil dari pencocokan nukleotida sampel Meulaboh1 menggunakan BLAST bahwa spesies tersebut merupakan hiu martil. Berikut adalah tabel dari hasil analisis BLAST:


Tabel 3. Hasil analisis identifikasi hiu martil menggunakan BLAST kode 1
	Description
	Scientific Name
	Query Cover
	Per. Ident
	Accession 

	Sphyrna lewini mitochondrion complete genome
	Sphyrna lewini
	95%	
	99.85 %
	JX827259.1

	Sphyrna lewini isolate 478 cytochrome c oxidase subunit I gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	95%
	99.69 %
	JN315443.1

	Sphyrna lewini isolate 172 cytochrome c oxidase subunit I gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	95%
	99.69 %
	JN315441.1

	Sphyrna lewini voucher ARO 12 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - alnHdr_304561416
	Sphyrna lewini
	95%
	99.69 %
	KF009669.1


	Sphyrna lewini voucher USNM:FISH:442494 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	94%
	99.84 %
	MG816735.1



	Hasil dari pencocokan nukleotida sampel Meulaboh2 menggunakan BLAST bahwa sampel tersebut merupakan hiu martil. Berikut adalah tabel dari hasil analisis BLAST:
Tabel 4. Hasil analisis identifikasi hiu martil menggunakan BLAST kode 2
	Description
	Scientific Name
	Query Cover
	Per. Ident
	Accession 

	Sphyrna lewini voucher RSRC 58 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	98%	
	99.11%
	KP177289.1

	Sphyrna lewini voucher RSRC 13 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	98%
	99.11%
	KP177245.1

	Sphyrna lewini voucher RSRC 75 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	98%
	99.11%
	KP177306.1

	Sphyrna lewini voucher RSRC 65 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - alnHdr_304561416
	Sphyrna lewini
	98%
	99.11%
	KP177296.1

	Sphyrna lewini voucher RSRC 52 cytochrome oxidase subunit I (COI) gene, partial cds; mitochondrial
	Sphyrna lewini
	98%
	99.11%
	KP177256.1



4.1.2. [bookmark: _Toc100837559]Komposisi Nukleotida
[bookmark: _Toc98230011]Hasil amplifikasi gen COI ikan hiu martil di perairan Aceh Barat menggunakan primer Fish F2 dan Fish R2 didapatkan 683 base pair ikan hiu martil Meulaboh1 dan 658 base pair hiu martil Meulaboh2. Hasil base pair dari kedua ikan hiu martil tersebut hampir sama dengan penelitian yang sudah dilakukan oleh (Ward et al. 2005).
Tabel 5. Nilai komposisi nukleotida ikan hiu martil
	Nama Spesies
	Urutan Basa Nukleotida

	
	T(U)
	C
	A
	G

	Sphyrna lewini_Meulaboh1
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	Sphyrna lewini_Meulaboh2
	32,6
	26,6
	25,7
	15,0

	KM973197.1 Sphyrna lewini_Arab1
	32,6
	26,6
	25,7
	15,0

	KM973196.1 Sphyrna lewini_Arab2
	32,6
	26,6
	25,7
	15,0

	KM973195.1 Sphyrna lewini_Arab3
	32,6
	26,6
	25,7
	15,0

	MT883994.1 Sphyrna lewini_Australia1
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT883993.1 Sphyrna lewini_Australia2
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT883992.1 Sphyrna lewini_Australia3
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT324248.1 Sphyrna lewini _Indonesia1
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT324247.1 Sphyrna lewini _Indonesia2
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT324246.1 Sphyrna lewini _Indonesia3
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT324245.1 Sphyrna lewini _Indonesia4
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MT324245.1 Sphyrna lewini _Indonesia5
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MG644331.1 Sphyrna lewini _Malaysia1
	32,9
	26,4
	25,7
	15,0

	MG644330.1 Sphyrna lewini _Malaysia2
	32,9
	26,4
	25,9
	14,8

	MG644321.1 Sphyrna lewini _Malaysia3
	32,0
	28,7
	26,0
	13,3

	Nilai rata-rata
	32,8
	26,6
	25,7
	14,9


	Dari tabel diatas, rata-rata nilai nukleotida yang terdapat pada tabel tersebut, yaitu nilai (T) = 32,8 %, (C) = 26,6 %, (A) = 25,7 %, dan (G) = 14,9%. perbedaan komposisi nukleotida pada ikan hiu martil tersebut menunjukkan adanya indikasi variasi genetik. Menurut Dharmayanti (2011), variasi genetik memiliki peran yang penting bagi ikan karena ikan-ikan dengan variasi genetik yang tinggi akan bertahan dengan adanya tekanan lingkungan termasuk serangan penyakit.
4.2. Hubungan kekerabatan 
4.2.1. [bookmark: _Toc100837561]Pohon filogenetik 
	Analisis filogenetik dilakukan untuk dapat melihat kekerabatan diantara spesies hiu martil. Sekuen DNA hiu martil berjumlah dua sekuen dan ditambah dari data yang diambil melalui GenBank dengan pembanding yang berjumlah 14 sekuen. Dari wilayah Arab terdapat 3 sekuen, Australia 3 sekuen, Indonesia 5 sekuen dan Malaysia 3 sekuen. Analisis filogenetik memakai metode Neighbor-Joining dengan Kimura 2-parameter model. Rekonstruksi pohon filogenetik dengan metode Neighbor-Joining dilakukan untuk memperoleh estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat, merefleksikan jarak yang nyata di antara DNA yang dianalisis (Suriana et al. 2019). Hasil rekonstruksi pohon filogenetik dapat dilihat pada gambar dibawah ini:
[image: D:\sidang SKel\file baru.png]
Gambar 4. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan metode Neighbor Joining dengan Kimura 2-parameter model bootstrap 1000 kali.

Pohon filogeni adalah suatu bentuk gambaran dari silsilah makhluk hidup baik hewan maupun tumbuhan yang bercabang-cabang menyerupai pohon (Lubis 2014). Clade satu terdiri dari 10 individu yaitu S. lewini Malaysia1, S. lewini Malaysia2, S. lewini Indonesia4, S. lewini Indonesia3, S. lewini Indonesia2, S. lewini Australia3, S. lewini Australia2, S. lewini Australia1, S. lewini Meulaboh1, S. lewini Indonesia4. Pada clade ini adanya kemiripan antar individu, mengindikasikan bahwa individu tersebut merupakan satu keturunan dan bermigrasi dengan pola migrasi pada wilayah yang sama sehingga mengakibatkan populasi tersebut menjadi mirip secara genetik (Kunal et al. 2013).
Clade kedua terdiri dari 1 individu yaitu S. lewini Indonesia1. Selanjutnya clade ketiga terdiri dari 5 individu yaitu S. lewini Meulaboh2, S. lewini Arab1, S. lewini Arab2, S. lewini Arab3, S. lewini Malaysia3. Pada clade ini didapatkan 5 individu dari wilayah yang berbeda. Hal ini memungkinkan adanya genetik dari 5 individu ini  sangat dekat dan memiliki kesamaan (Grewe dan Hampton 1998). 
Berdasarkan hasil dari rekonstruksi pohon filogenetik diatas, didapatkan perbedaaan clade antara sampel Meulaboh1 dengan Meulaboh2. Hal ini diduga karena terdapatnya perbedaan basa nukleotida antara sampel Meulaboh1 dengan Meulaboh2. Perubahan nukleotida yang tinggi menyebabkan adanya perubahan nilai keragaman genetik (Hadi et al. 2020).
Garis yang semakin panjang menunjukan jarak evolusi semakin jauh sedangkan garis yang lebih pendek menunjukan dekatnya jarak evolusi suatu spesies (Anafarida 2020). Nilai bootstrap yang tinggi menentukan kestabilan pembentukan pohon yang terbentuk. Semakin tinggi nilai bootstrap, maka semakin baik pengelompokkan dan percabangan yang terbentuk (Saleky et al. 2020). Berdasarkan gambar diatas didapatkan nilai bootstrap pohon filogenetik. Pohon filogenetik yang tinggi dan baik adalah pohon filogenetik dengan kategori nilai bootstrap meliputi diatas 85% dan pohon filogenetik yang lemah ditandai dengan nilai bootsrap 50-69% (Lestari et al. 2018). 










4.2.2. [bookmark: _Toc100837560]Jarak Genetik 
Jarak genetik dapat menunjukkan kedekatan antara individu spesies secara genetik. Jarak genetik dari sampel ikan hiu martil dibandingkan dengan data yang diperoleh di GenBank. Saitou dan  Nei (1987) menjelaskan bahwa jarak genetik merupakan tingkat perbedaan genetik (perbedaan genom) pada suatu populasi atau spesies yang diukur menggunakan variabel numerik. Analisis hubungan kekerabatan antar spesies dapat dilihat dari jarak genetik di antara masing-masing individu (Yuliani et al. 2017). Proses analisis nilai jarak genetik menggunakan aplikasi MEGA 6.0, didapatkan dua nilai yaitu nilai antar populasi dan nilai intra populasi, adapun nilai tersebut dapat dilihat pada tabel 6 dan 7.
Tabel 6. Jarak genetik antar populasi	
	No
	Nama Spesies
	Spesies

	
	
	1
	2
	3
	4
	5

	1.
	Sphyrna_lewini_Meulaboh
	
	
	
	
	

	2.
	Sphyrna_lewini_Arab
	0,024
	
	
	
	

	3.
	Sphyrna_lewini_Australia
	0,024
	0,048
	
	
	

	4.
	Sphyrna_lewini_Indonesia
	0,024
	0,048
	0,000
	
	

	5.
	Sphyrna_lewini_Malaysia
	0,025
	0,033
	0,017
	0,017
	



Jarak antar populasi merupakan jarak yang dilihat dari antar populasi ikan hiu martil, misalnya jarak populasi S. lewini Arab dengan populasi S. lewini  Australia. Berdasarkan pada tabel diatas dapat dilihat bahwa terdapat jarak populasi yang berbeda-beda, antara lain S. lewini populasi Meulaboh dengan S. lewini populasi Arab memiliki nilai 0,024. S. lewini populasi Meulaboh dengan S. lewini populasi Australia 0,024. Kemudian S. lewini populasi Meulaboh dengan S. lewini populasi Indonesia 0,024 dan S. lewini populasi Meulaboh dengan S. lewini populasi Malaysia 0,025. Sedangkan jarak genetik antara S. lewini populasi Arab dengan S. lewini populasi Australia 0,048. S. lewini populasi Arab dengan S. lewini populasi Indonesia 0,048 adapun S. lewini populasi Arab dengan S. lewini populasi Malaysia 0,033. Kemudian jarak genetik antara S. lewini populasi Australia dan S. lewini populasi Indonesia 0,000. S. lewini populasi Australia dengan S. lewini  populasi Malaysia 0,017. Jarak genetik antara S. lewini  populasi Indonesia dengan S. lewini  populasi Malaysia 0,017.
Hasil analisis sampel jarak genetik memperlihatkan bahwa jarak terdekat adalah antara S. lewini populasi Australia dengan S. lewini populasi Indonesia 0,000. Jarak terjauh adalah antara Jarak genetik S. lewini populasi Arab dengan S. lewini populasi Australia 0,048. Semakin kecil nilai jarak genetik suatu spesies maka semakin dekat pula kekerabatannya (Dharmayanti 2011). Hasil perhitungan jarak genetik disajikan dalam bentuk matriks data yang kemudian digunakan untuk analisis hubungan kekerabatan antar spesies berdasarkan pohon filogeni. Menurut Dharmayanti (2011) mengemukakan metode ini dipilih karena sekuen jika digabungkan akan memberikan estimasi terbaik dari panjang cabang yang paling dekat yang merefleksikan jarak yang nyata di antara sekuen.


Tabel 7. Jarak genetik intra populasi 
	No
	Nama spesies
	Jarak

	1.
	Sphyrna_lewini_Meulaboh
	0,048081679

	2.
	Sphyrna_lewini_Arab
	0

	3.
	Sphyrna_lewini_Australia
	0

	4.
	Sphyrna_lewini_Indonesia
	0

	5.
	Sphyrna_lewini_Malaysia
	0,033952319



Jarak intra populasi merupakan jarak yang dilihat dari dalam populasi ikan hiu martil tersebut, misalnya jarak spesies  S. lewini populasi Meulaboh1 dengan S. lewini populasi Meulaboh2. Berdasarkan pada tabel diatas dapat dilihat bahwa jarak genetik yang bernilai nol dimiliki oleh populasi S. lewini Arab, S. lewini populasi Australia dan S. lewini populasi Indonesia. Perbedaan jarak genetik dalam sebuah kelompok suatu spesies yang rendah memperlihatkan bahwa spesies tersebut termasuk kelompok monofiletik (sama). Menurut Sukartini (2008), nilai jarak genetik dapat dikatakan tinggi apabila nilai mendekati angka 1 atau mempunyai perbedaan antar individu, sedangkan nilai jarak genetik dikatakan rendah jika mendekati angka 0. 
Semakin besar nilai jarak genetik suatu spesies maka semakin jauh hubungan kekerabatannya dan jika semakin kecil nilai jarak genetik suatu spesies maka semakin dekat hubungan kekerabatannya (Nugroho dan Rahayu 2015). Kelompok monofiletik merupakan suatu kelompok yang terdiri dari taksa yang disatukan oleh satu atau lebih karakter jenis ikan yang memiliki hubungan yang dekat dari nenek moyang yang sama (Muzzazinah 2017).





[bookmark: _Toc100837562]BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. [bookmark: _Toc100837563]Kesimpulan 
Berdasarkan hasil penelitian analisis hubungan kekerabatan pada ikan hiu martil (sphyrna lewini; griffith and smith, 1834) menggunakan genetik molekuler di perairan Aceh Barat diperoleh kesimpulan sebagai berikut:
1. Berdasarkan hasil analisis menggunakan BLAST pada sampel Meulaboh dengan pendekatan genetik molekuler menyatakan bahwa spesies tersebut adalah hiu martil.
2. Berdasarkan rekonstruksi pohon filogenetik terdapat 3 Clade, dimana  terdapatnya perbedaan Clade antara individu S.lewini Meulaboh1 dengan S.lewini Meulaboh2. 

5.2. [bookmark: _Toc100837564]Saran
Berdasarkan hasil kesimpulan pada penelitian, saran yang dapat diberikan oleh penulis:
1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai dari DNA spesies hiu martil tersebut. 
2. Harus adanya upaya konservasi terhadap ikan hiu martil untuk keberlangsungan hidup dari spesies tersebut. 
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