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RINGKASAN

NURHALIZA. Variasi Genetik Lintah Laut (Pterobdella arugamensis) Pada
Ikan Kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus)
di Indonesia dan Malaysia dengan Menggunakan Gen Cytochrome C Oxydase
Subunit 1 (COI). Dosen Pembimbing Putri Desi Wulan Sari, S.Pi., M.Si. dan
Prof. Dr. Akhmad Taufiq Mukti, S.Pi., M.Si.

Salah satu kendala yang sering dialami oleh pembudidaya khususnya pada
budidaya ikan kerapu yaitu adanya serangan penyakit parasiter yang prevalensinya
masih tinggi. P. arugamensis adalah ektoparasit yang kerap menginfestasi ikan
kerapu dan mengakibatkan kerugian besar dalam budidaya perikanan di wilayah
Asia Tenggara. P. arugamensis menginfeksi ikan dengan cara menghisap darah
inangnya dan menyebabkan luka hingga anemia kronis. Cara efektif untuk
menangani infestasi ektoparasit P. arugamensis yaitu dengan melihat profil
molekuler dengan bantuan kunci identifikasi. Sampel diambil dari dua lokasi yaitu
Situbondo dan Terengganu, kemudian dilakukan ekstraksi DNA, amplifikasi PCR,
dan analisis sekuens gen COI. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis variasi
genetik dan hubungan kekerabatan P. arugamensis yang terdapat di Indonesia dan

Malaysia dengan memanfaatkan penanda molekuler gen COL.

Hasil penelitian menunjukkan adanya variasi genetik internal dengan jarak
genetik sekitar 5% yang tercantum dalam struktur percabangan pohon filogenetik.
Beberapa sampel dari lokasi yang sama cenderung mengelompok bersama, namun
tidak sepenuhnya menunjukkan pola pengelompokkan geografis yang konsisten.
Meskipun terdapat variasi genetik, semua sampel tetap menunjukkan tingkat
kedekatan molekuler yang signifikan, yang berarti kemungkinan terjadi aliran gen
antara populasi atau sejarah evolusi yang baru dari P. arugamensis di wilayah
tersebut. Karakteristik genetik P. arugamensis berdasarkan gen COl menunjukkan
tingkat kesamaan yang tinggi (>98%) dibandingkan dengan isolat dari kawasan
Asia Tenggara lain yang mengindikasikan variasi genetik intraspesifik yang
rendah. Morfologi P. arugamensis memiliki tubuh silindris panjang dan ukuran
penghisap yang bervariasi, serta menghasilkan fragmen DNA 650 bp.

v
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SUMMARY

NURHALIZA. Genetic Variation of Marine Leech (Pfterobdella arugamensis)
on Grouper Fish (Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus lanceolatus) in
Indonesia and Malaysia by Using Cytochrome C Oxydase Subunit I (COI)
Gene. Supervisor Putri Desi Wulan Sari, S.Pi., M.Si. and Prof. Dr. Akhmad
Taufiq Mukti, S.Pi., M. Si.

One of the obstacles often experienced by farmers, especially in grouper
aquaculture, is the attack of parasitic diseases whose prevalence is still high. P.
arugamensis is an ectoparasite that often infests grouper fish and causes huge losses
in aquaculture in the Southeast Asia region. P. arugamensis infects fish by sucking
the blood of its host and causing injury and chronic anemia. An effective way to
deal with P. arugamensis ectoparasite infestation is by looking at molecular profiles
with the help of identification keys. Samples were taken from two locations,
Situbondo and Terengganu, then DNA extraction, PCR amplification, and COI
gene sequence analysis were conducted. This study aims to analyze the genetic
variation and relationship of P. arugamensis found in Indonesia and Malaysia by

utilizing molecular markers of the COI gene.

The research results show internal genetic variation with a genetic distance
of around 5% listed in the phylogenetic tree branching structure. Some samples
from the same location tend to cluster together but did not show a completely
consistent geographical grouping pattern. Despite the genetic variation, all samples
still showed a significant level of molecular proximity, which means that there is
likely to be gene flow between populations or a recent evolutionary history of P.
arugamensis in the region. The genetic characteristics of P. arugamensis based on
the COI gene show a high degree of similarity (>98%) compared to isolates from
other Southeast Asian regions, indicating low intraspecific genetic variation. The
morphology of P. arugamensis has a long cylindrical body and varying sucker sizes

and produces 650 bp DNA fragments.
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I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang %_ __ﬁ i

Ikan kerapu Cantang (Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus
lanceolatus) merupakan ikan vang populer di Indonesia, sehingga banyak
dibudidayakan dan memiliki harga jual yang tinggi. Kegiatan ekspor kerapu di
Indonesia tercatat sebagai yang terbesar kedua di seluruh dunia setelah Filipina.
Budidaya ikan kerapu dimulai pada tahun 1970-an di Hong Kong, Malaysia,
Singapura, Taiwan, dan Thailand, sebelum menyebar ke seluruh kawasan Asia
Tenggara (Koepper et al. 2020). Volume ekspor kerapu mencapai 97,37% dengan
rata-rata pertumbuhan 3,50% setiap tahun. Estimasi peminat untuk kerapu
diperkirakan mencapai 35.000 ton setiap tahun, dengan negara-negara pengimpor
utama antara lain Hongkong, Taiwan, China, Jepang, Korea Selatan, Vietnam,
Thailand, Filipina, Amerika Serikat, Australia, Singapura, Malaysia, dan Prancis
(Ochtavia dkk., 2024).

Salah satu kendala utama dalam budidaya ikan kerapu adalah tingkat
kematian yang tinggi akibat penyakit (Liu ef al., 2017), yang berdampak langsung
pada produksi ikan kerapu dan keberlanjutan ekonomi sektor budidaya ikan suatu
negara (Rimmer et al., 2019). Virus, bakteri, jamur, dan parasit telah menjadi
penyebab utama penyakit menular pada ikan kerapu budidaya (Harikrishnan er al.,
2010). Serangan infeksi parasit menjadi salah satu tantangan paling serius dalam
akuakultur (Ochtavia dkk., 2024). Budidaya ikan juga bergantung pada kesehatan

dan manajemen kualitas air yang tepat. Tanpa adanya manajemen kualitas air yang
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tepat, ikan akan mengalami stres secara terus-menerus karena akibat infeksi parasit
yang menyebabkan terhambatnya pertumbuhan ikan hingga terjadi kematian pada
ikan. Penyakit parasiter yang sering menginfestasi ikan kerapu salah satunya parasit
lintah laut dari spesies Zeylanicobdella arugamensis.

Z. arugamensis merupakan ektoparasit lintah laut dari famili Piscicolidae
yang pertama kali ditemukan di Sri Lanka. Akan tetapi baru-baru ini, nama Z.
arugamensis telah diganti menjadi P. arugamensis (Azmey et al., 2022). Spesies
ini adalah parasit obligat yang melekat pada insang, mulut, atau kulit ikan dengan
cara menghisap darah dan bisa mengakibatkan anemia, luka terbuka, infeksi
sekunder, hingga kematian pada inangnya. Selain itu, P. arugamensis dapat
menyebabkan frypanosoma dan haemogregarine ke inangnya, menyebabkan
inangnya mati dan mengalami anemia kronis (Azmey et al., 2022). Ektoparasit ini
semakin mendapat perhatian dalam beberapa tahun terakhir karena memiliki
dampak cukup serius terhadap akuakultur, khususnya dalam budidaya ikan.
Infestasi P. arugamensis dapat menyebabkan kerugian ekonomi yang signifikan
melalui terhambatnya pertumbuhan ikan, meningkatnya kerentanan terhadap
infeksi sekunder, dan menurunnya nilai pasar ikan yang terkena dampak (Govedich
et al., 2005).

P. arugamensis di perairan Malaysia pertama kali dilaporkan pada kuda laut
(Hippocampus sp.) dan spesies belut yang tidak teridentifikasi (Ravi and Yahaya,
2017). P. arugamensis telah dilaporkan sebagai ektoparasit paling berbahaya yang
menyerang berbagai spesies ikan, karena kematian inang biasanya terjadi dalam

kurun waktu 3 hari setelah infestasi karena infeksi sekunder dengan bakteri patogen
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seperti Vibrio alginolyticus (Azmey et al., 2022). Ochtavia dkk. (2024)
menyebutkan bahwa kendala utama dalam budidaya ikan adalah prevalensi
serangan penyakit parasiter yang disebabkan oleh P. arugamensis masih tinggi.
Disebutkan juga bahwa hasil observasi yang telah dilakukan di beberapa lokasi
pertambakan dan keramba jaring apung (KJA) dihasilkan rata-rata nilai prevalensi
sebanyak 6 kali pengambilan mencapai 11-90% dari total sampel yang diperiksa
(50-225 ekor) dengan intensitas yang ditemukan pada tiap ekor ikan kerapu sebesar
4 -17 individu/ekor ikan.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa P. arugamensis dapat
menginfeksi hingga 100% pada ikan kerapu hibrida dibeberapa lokasi Asia
Tenggara (Mahardika dkk., 2023), hal ini menandakan bahwa persebaran lintah laut
(P. arugamensis) menjadi ancaman yang serius bagi industri perikanan. Tingginya
infestasi ini menunjukkan bahwa P. arugamensis memiliki kemampuan adaptasi
yang baik dan kemungkinan telah mengalami diferensiasi genetik untuk beradaptasi
dengan inang serta lingkungan setempat. Namun, sampai saat ini masih sedikit
penelitian yang mengeksplorasi aspek genetik spesies lintah laut ini secara
menyeluruh, terutama di daerah Indonesia dan Malaysia. Data mengenai variasi
genetik di antara populasi P. arugamensis sangat penting untuk memahami struktur
populasi, asal infestasi, serta kemungkinan adanya strain yang lebih virulen atau
tahan terhadap upaya pengendalian (Kua et al., 2024).

Wang et al. (2016) menjelaskan dalam penelitiannya bahwa berbagai
metode penanganan telah dicoba, termasuk merendamnya dalam air tawar maupun

memberikan zat kimia seperti imunostimulan guna mempercepat pertumbuhan dan
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tingkat keberlangsungan hidup ikan, namun hasil yang diperoleh belum dapat
mencapai target dikarenakan prevalensi dan intensitas masih menunjukkan angka
yang tinggi di berbagai lokasi. Metode yang dianggap efektif untuk mengetahui
infestasi ektoparasit salah satunya adalah melihat profil molekuler dengan bantuan
kunci identifikasi (Wang et al., 2016).

Berdasarkan rekonstruksi pohon filogenetik, penelitian lebih lanjut
diperlukan untuk melihat molekuler deoxyribonucleic acid (DNA) parasit dalam
menentukan validitas spesies dan hubungan satu sama lain dengan menggunakan
data molekuler, sehingga spesies parasit yang memiliki tingkat kesamaan
morfologis yang tinggi dapat dibedakan. Selain itu, urutan DNA dapat digunakan
untuk mengidentifikasi kekerabatan antar spesies parasit (Wang et al., 2016).
Pendekatan molekuler sangat penting untuk memahami sejarah evolusi karena
dapat digunakan sebagai sumber informasi tentang perkembangan biologi,
fisiologi, biokimia, dan biologi molekuler. Oleh karena itu, dalam kasus mutasi
genetik atau pergeseran DNA yang terjadi melalui sekuensing DNA pendekatan
molekuler dapat menambah, mengkonfirmasi, dan mengurangi berdasarkan fitur
morfologis organisme.

Mempelajari variasi genetik ini dapat membantu memprediksi respon
parasit terhadap berbagai pengendalian dan memberikan informasi untuk
membangun strategi pengendalian (Criscione et al., 2005). Penggunaan gen marker
Cytochrome C Oxydase Subunit 1 (COI) sebagai penanda molekuler dalam
penelitian ini sangat penting, mengingat gen COIl sering digunakan dalam studi

DNA barcoding dan analisis variasi genetik karena sifatnya yang cukup konservatif
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namun informatif dalam mengidentifikasi perbedaan antar populasi (Deagle et al.,
2014). Penelitian terhadap gen ini memungkinkan peneliti untuk menemukan
hubungan kekerabatan lintah laut di berbagai wilayah, mendeteksi kemungkinan
perbedaan genetik antar populasi Indonesia dan Malaysia, serta memahami pola
distribusi dan evolusi spesies ini dengan lebih mendetail. Penelitian ini ditujukan
untuk mengidentifikasi karakteristik genetik P. arugamensis di Indonesia dan
Malaysia berdasarkan sekuens gen cytochrome C oxydase subunit 1 (COl) dan
menganalisis tingkat variasi genetik pada P. arugamensis di Indonesia dan

Malaysia.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, dapat diketahui rumusan masalah
penelitian ini yaitu:
a. Bagaimana karakteristik genetik antara P. arugamensis di Indonesia dan
Malaysia berdasarkan gen COI?
b. Bagaimana tingkat variasi genetik antara P. arugamensis di Indonesia dan

Malaysia berdasarkan gen COI ?

1.3  Tujuan Penelitian

Penelitian Variasi Genetik Lintah Laut P. arugamensis di Indonesia dan
Malaysia :
a. Untuk mengidentifikasi karakteristik genetik antara P. arugamensis di Indonesia

dan Malaysia berdasarkan gen COI.
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b. Untuk menganalisis tingkat variasi genetik antara P. arugamensis di Indonesia

dan Malaysia berdasarkan gen COI.

1.4  Manfaat Penelitian

Penelitian ini memiliki manfaat untuk memberikan informasi kepada para
pembaca mengenai karakteristik genetik P. arugamensis di Indonesia dan Malaysia
berdasarkan gen COI serta untuk mengetahui tingkat variasi genetik antara
P. arugamensis di Indonesia dan Malaysia agar dapat mengimplikasikan dari
variasi genetik yang ditemukan untuk pencegahan dan pengendalian serangan
penyakit dari lintah laut di kedua negara tersebut. Selain itu, penelitian ini
diharapkan dapat menjadi referensi dalam penelitian selanjutnya mengenai variasi

genetik parasit lintah laut P. arugamensis.
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II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Ikan Kerapu Cantang (E. fuscoguttatus x E. lanceolatus)

Ikan kerapu cantang (E. fuscoguttatus * E. lanceolatus) merupakan ikan
hasil persilangan antara ikan kerapu macan (E. fuscoguttatus) betina dan ikan
kerapu kertang (E. lanceolatus) jantan yang dikembangkan untuk menciptakan
jenis baru ikan kerapu yang unggul dan dapat dibudidayakan di keramba jaring
apung (KJA) (Rochmad dan Mukti, 2020). Keunggulan ikan kerapu hibrida cantang
terletak pada pertumbuhannya yang pesat, dengan laju pertumbuhan dua kali lebih
cepat dibandingkan ikan kerapu macan yang umum dibudidayakan oleh masyarakat

(Rochmad dan Mukti, 2020). Ikan kerapu cantang dapat dilihat pada Gambar 1.

Gambar 1. Tkan kerapu cantang (E. fuscogutiatus x E. lanceolatus) (Rochmad dan Mukti, 2020)

2.1.1 Klasifikasi Kerapu Cantang (E. fuscoguttatus x E. lanceolatus)
Klasifikasi ikan kerapu cantang (E. fuscoguttatus x E. lanceolatus) menurut

Febrianto dkk. (2023) sebagai berikut :

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata
Kelas : Chondrichthyes
Subkelas : Elasmobranchii
Ordo : Percomorphi
Subordo : Percoidea
Famili : Serranidae
Genus : Epinephelus
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Spesies : E. fuscoguttatus x E. lanceolatus
2.1.2 Morfologi Ikan Kerapu Cantang (E. fuscoguttatus x E. lanceolatus)

Ikan kerapu cantang memiliki bentuk tubuh yang kompres dan
cenderung membulat. Ukuran kepalanya sedikit atau hampir sama dengan lebar
badannya, dan kulitnya berwarna coklat kehitaman dengan lima garis hitam
melintang di tubuhnya. Siripnya bercorak seperti ikan kerapu kertang dengan dasar
kuning dan bintik-bintik hitam yang banyak tersebar di kepala dan di dekat sirip
pectoral dengan jumlah bintik-bintik hitam yang berbeda untuk setiap spesies
(Rochmad dan Mukti, 2020). Sirip punggung melebar ke belakang, menyatu dengan
11 jari-jari keras dan 15 jari-jari lunak, sirip pectoral memiliki 17 jari-jari lunak,
sirip ventral terdiri dari 1 jari-jari keras dan 5 jari-jari lunak, sirip anal terdiri atas 2
jari-jari keras dan 8 jari-jari lunak, dan sirip caudal terdiri dari 13 jari-jari lunak,
ekor berbentuk rounded, mulut lebar superior (bibir bawah lebih panjang dari bibir
atas), jenis sisik ctenoid (bergerigi), serta bentuk gigi runcing (canine) (Rochmad

dan Mukti, 2020).

2.1.3 Habitat Ikan Kerapu Cantang (E. fuscoguttatus x E. lanceolatus)

Ikan kerapu sering ditemukan di perairan karang, atau di daerah berlumpur,
hidup pada kedalaman antara 40 meter hingga 60 meter. Sepanjang tahap hidupnya,
ikan kerapu muda tinggal di perairan terumbu karang pada kedalaman 0,5-3 meter,
kemudian saat dewasa berpindah ke tempat yang lebih dalam, dan biasanya
pergerakan ini terjadi pada siang dan sore hari. Berdasarkan Mulyani dkk. (2021)

kerapu dari muda hingga dewasa memiliki sifat demersal. Habitat kerapu macan
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adalah lingkungan terumbu karang. Pantai berpasir dan berbatu karang lepas
merupakan habitat yang disukai oleh kerapu macan dengan ukuran 50-200 gram.
Karang lepas berfungsi sebagai tempat perlindungan bagi benih ikan kerapu dari
pemangsa dan juga sebagai lokasi persembunyian untuk menyerang mangsa

(Mulyani dkk., 2021).

2.2 Prerobdella arugamensis

2.2.1 Klasifikasi P. arugamensis
De Silva (1963) melakukan klasifikasi dan menyatakan bahwa klasifikasi P.
arugamensis adalah sebagai berikut:

Filum : Annelida

Kelas : Clitellata

Subkelas : Hirudinea

Ordo : Rhynchobdellida

Famili : Piscicolidae

Genus : Pterobdella

Spesies  : Pterobdella arugamensis

P. arugamensis dapat dilihat pada Gambar 2.

Smm

Gambar 2. P. arugamensis (Murwantoko ef al., 2018) keterangan: (A) F. arugamensis dengan
pigmentasi tubuh coklat kehitaman, (B) P. arugamensis dengan pigmentasi tubuh coklat muda.
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2.2.2 Morfologi P. arugamensis

P. arugamensis termasuk dalam filum Annelida karena tubuhnya berbentuk
silindris yang tersusun memanjang seperti tumpukan cincin (Chandra, 1982).
P. arugamensis termasuk dalam kelas Clitellata karena pada bagian anterior cacing
ektoparasit ini terdapat oral sucker berbentuk cupuliform dan pada bagian posterior
berukuran lebih besar daripada bagian anterior (Agustiya dkk., 2023). P.
arugamensis biasanya disebut dengan lintah laut yang termasuk dalam sub class
Hirudinea karena memiliki dua sucker yang terdiri dari oral sucker pada bagian
anterior dan caudal sucker pada bagian posterior. P. arugamensis termasuk dalam
ordo Rhynchobdellida dan famili Piscicolidae dikarenakan spesies ini tidak
memiliki rahang tetapi memiliki alat penghisap untuk mengambil nutrisi pada inang
yang disebut dengan proboscis.

Lintah laut ini termasuk dalam genus Prerobdella karena memiliki annuli
berjumlah empat belas atau lebih serta memiliki bentuk tubuh silindris dan sepasang
eye spot pada sepertiga bagian bawah anferior sucker sehingga spesies cacing
ektoparasit ini termasuk spesies P. arugamensis (Agustiya dkk., 2023). Morfologi
eksternal menunjukkan spesimen lunak dan elastis dengan anatomi silinder yang
seragam, dengan individu dewasa berwarna hitam atau coklat muda, dan pada
penghisap anterior spesimen juga terlihat dua bintik mata. Ukuran penghisap
anterior dan posterior berbeda. Lintah laut dewasa memiliki panjang total 3—-16
mm. Morfologi internal: Ada dua misetoma, ovisak, dan lima testis. (Azmey et al.,

2022). Morfologi P. arugamensis dapat dilihat pada Gambar 3.

SKRIPSI VARIASI GENETIK LINTAH LAUT... NURHALIZA



IR —PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

11

Gambar 3. Morfologi P. arugamensis (Agustiya dkk., 2023) keterangan: (A) Bagian
anterior, AS: anterior sucker, ES: eye spot, SOGM: suboesophageal ganglionic mass, P:
praboscis, DU: ductis ejaculatorious, OV: ovary, TG: testicularr ganglion, T: testis, PV:
pulsative vesicle. (B) Bagian posterior, PS: posterior sucker, PCC: posterior crop caecum.

2.2.3 Inang dan Predileksi

Spesies lintah laut ini menempel pada seluruh permukaan tubuh, termasuk
mata, operculum, dan sirip (dorsal, ventral, pectoral, dan caudal) pada ikan kerapu
cantang (Agustiya dkk., 2023). P. arugamensis selalu menginfestasi ikan kerapu
sepanjang tahun, terutama pada ikan kerapu yang diternakkan di hatchery dan
tambak yang menggunakan air laut secara langsung, serta ikan kerapu yang

diternakkan di Keramba Jaring Apung (KJA) (Zafran dkk., 2020).

2.2.4 Identifikasi P. arugamensis

Pengamatan pada spesimen identifikasi merupakan hal yang sangat penting
dalam penentuan jenis dan morfologi spesies, salah satunya adalah identifikasi
morfometrik. Identifikasi morfometrik adalah suatu metode pengukuran bentuk
tubuh yang dijadikan sebagai dasar untuk membandingkan ukuran tubuh seperti
panjang tubuh ikan, lebar tubuh ikan dan tinggi badan ikan (Maya dkk., 2024).
[dentifikasi morfometrik pada ektoparasit dapat membantu mengidentifikasi

struktur dan morfologi parasit, termasuk dalam karakteristik morfometrik seperti
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panjang, lebar, dan diameter organ, hal ini dapat digunakan untuk penentuan spesies
atau genus parasit. Nagasawa and Uyeno (2009) menyebutkan bahwa identifikasi
morfometrik lintah laut Zeylanicobdella dilakukan dengan mengukur panjang total
lintah termasuk sucker, lebar, diameter oral, dan diameter caudal. Hasil dari
pengukuran bagian-bagian tubuh tersebut dapat digunakan untuk membedakan

antar spesies lintah laut Zeylanicobdella secara morfometrik.

2.2.5 Gejala Klinis

Ikan yang terserang oleh P. arugamensis menunjukkan gejala klinis seperti
lemas. Infestasi pada skala berat, ikan akan menunjukkan gejala klinis cenderung
berada di dasar kolam dengan kondisi yang sangat lemah. Akibat serangan parasit
ini, sirip ikan menjadi tipis, kemerahan, dan kulit membengkak (Nisa et al., 2021).
Serangan P. arugamensis dapat menyebabkan kerusakan pada jaringan kulit, parasit
seringkali menyebabkan kerusakan pada jaringan atau organ pada ikan karena

perlekatan, keberadaan, dan makanannya (Rach et al., 2000).

Selain itu, parasit juga dapat menyebabkan peningkatan kerentanan ikan
terhadap infeksi jamur, bakteri sekunder, dan erosi pada tempat perlekatan yang
dapat menjadi tempat jalurnya patogen sekunder untuk masuk ke dalam tubuh ikan
akibat rusaknya jaringan atau organ ikan. Semakin besar berat dan ukuran inang,
maka semakin besar pula infestasi parasit terhadap inang. Riko dkk. (2012)
mengatakan bahwa hal tersebut dikarenakan lama pemeliharaan inang dalam suatu

perairan, yang mengakibatkan semakin lamanya waktu yang dimiliki inang untuk

SKRIPSI VARIASI GENETIK LINTAH LAUT... NURHALIZA



IR —PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
13

kontak dengan parasit. Gejala klinis pada ikan kerapu yang terinfeksi P.

arugamensis dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 4. Gejala klinis ikan yang terinfeksi P. arugamensis. keterangan: (A) P.
arugamensis, (B) burok putih, (C) luka pada permukaan kulii. sumber : dokumentasi
pribadi.

2.2.6  Siklus Hidup P. arugamensis

Parasit P. arugamensis merupakan cacing yang termasuk dalam kelas
hirudinea yang dapat menimbulkan kerngian bagi pembudidaya karena dapat
menghambat pertumbuhan ikan. Siklus hidup telur P. arugamensis sampai menetas
dan menjadi P. arugamensis dewasa membutuhkan waktu 17-22 hari (Mahardika
dkk., 2018). Siklus hidup Prerobdella membutuhkan waktu 7 hari mulai dari telur
menetas dan 9 hari untuk perkembangan dari larva lintah sampai dewasa dan
mampu menghasilkan telur kembali. Waktu yang dibutuhkan sekitar 16 hari dengan
waktu mulai telur menetas hingga dewasa dengan salinitas air 28 ppt dan 27°C suhu

air.
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Tahapan perkembangan telur lintah laut dimulai dari kepompong lalu
blastula awal membutuhkan waktu kurang lebih 5 jam, gastrula awal membutuhkan
waktu 27 jam, gastrula akhir yang membutuhkan waktu 104 jam, dan embrio hingga
juvenil dalam waktu setelah 168 jam. Ravi and Yahaya (2017) mengatakan
perkembangan telur P. arugamensis dipengaruhi oleh suhu selama waktu
penetasan. Kua et al. (2010) juga menyebutkan bahwa siklus hidup P. arugamensis
dimulai dari lintah dewasa yang menginvestasi inang untuk bersiap menetas dalam
waktu 9-10 hari, setelah menetas terbentuk kepompong, lalu blastula awal, gastrula
awal, gastrula akhir, embrio, juvenil dan pada akhirnya menjadi cacing dewasa
dalam waktu kurang lebih 7 hari. Mahardika dkk. (2020) menjelaskan bahwa lintah
laut dan cocoon-nya dapat hidup dan menetas pada media pemeliharaan air laut

hingga payau (5-30 ppt). Siklus hidup P. arugamensis dapat dilihat pada Gambar

5.
. »(I,h' AN e
A . kj‘t” E
P ‘\'z‘-;;, s
‘f { ",;1’; (/‘_'::\‘:
\ A J J 3
. v Ddass i
hatching -
v oy 8

et

Gambar 5. Siklus hidup P. arugamensis (Kua et al., 2010)

2.3  Keragaman Genetik
Keberadaan semua perbedaan dalam suatu spesies termasuk aspek biokimia,

struktur dan sifat yang secara fisik diwariskan dari induk yang terbentuk dari DNA
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disebut keanekaragaman genetik. Keanekaragaman populasi menunjukkan proses
evolusi tingkat mikro yang terjadi pada tingkat genetik. Tingkat keanekaragaman
hayati yang paling rendah adalah habitat, komunitas, populasi dan spesies, karena
keanekaragaman genetik mempengaruhi respon suatu populasi terhadap seleksi
alam dan seleksi buatan. Keanekaragaman genetik sangat penting untuk
kelangsungan hidup generasi berikutnya (Mukhopadhyay and Bhattacarjee, 2016).
Gen-gen yang memiliki potensi yang tinggi disimpan dalam populasi yang

memiliki keragaman genetik yang tinggi.

Mutasi, rekombinasi, migrasi gen antara gen membentuk keanekaragaman
genetik, dan perkawinan antara jantan dan betina juga mempengaruhi
keanekaragaman genetik. Kemampuan untuk bertahan dari penyakit dan perubahan
iklim juga didukung oleh keanekaragaman genetik yang tinggi, hal tersebut menjadi
faktor penting dalam keberhasilan pemuliaan dan konservasi. Keberhasilan sistem
reproduksi merupakan faktor lain yang mempengaruhi tingkat keanekaragaman
genetik dalam suatu populasi, dalam situasi dimana tidak terjadinya perkawinan

sedarah maka keragaman genetik dapat dipertahankan (Tani et al., 2009).

2.4  Filogenetika

Filogenetika adalah analisis yang digunakan untuk mengidentifikasi
hubungan kekerabatan selama proses evolusi, hal tersebut dapat digambarkan
dengan menempatkan sekuen sebagai cabang luar dari sebuah pohon. Hubungan
evolusi sekuen menunjukkan tingkat sekuen yang berbeda dapat saling

berhubungan, dan kemiripan dua sekuen dapat saling berhubungan. Metode yang
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dapat digunakan untuk membuat pohon filogenetika dengan menggunakan data
molekuler, yaitu urutan nukleotida atau asam amino (Saitou and Imanishi, 1989).
Dua sekuen dapat saling berhubungan dan diletakkan sebagai neighboring outside
cabang dengan karakteristik yang sangat mirip dalam cabang umum (Mount, 2001).
Filogenetika adalah metode klasifikasi organisme secara taksonomi berdasarkan
sejarah evolusi, dan filogeni organisme adalah bagian penting dari ilmu
pengetahuan yang sistematik berdasarkan karakteristik organisme (Mount, 2001).
Filogenetika juga dapat berperan sebagai pusat evolusi biologi, menciptakan
paradigma lengkap tentang kehidupan dan perkembangan organisme di alam.
Analisis filogenetika dapat digunakan untuk melihat perubahan yang terjadi dalam
evolusi organisme yang berbeda, hal ini dapat mengidentifikasi sekuen yang dekat
dengan penempatan pada cabang pohon yang berdekatan. Analisis filogenetika juga
dapat digunakan untuk mengikuti perubahan yang terjadi secara cepat yang mampu
mengubah spesies seperti virus (Nielsen and Yang, 1998). Pohon evolusi
merupakan sebuah grafik dua dimensi yang menunjukkan adanya hubungan di
antara organisme atau sekuen gen dari organisme, cara tersebut adalah cara yang
paling umum untuk menggambarkan filogeni (Lesk, 2014). Sebuah konstruksi pada
pohon filogenetik, pemisahan sekuen yang didefinisikan sebagai jarak filogenetika
disebut raxa atau taxon (jika tunggal). Pohon ini terdiri dari cabang-cabang luar atau
daun-daun yang mewakili taxa, dan titik-titik dan cabang menunjukkan hubungan

di antara taxa sebagai A-D seperti pada Gambar 6.
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Gambar 6. Struktur pohon evolusi (Dharmayanti, 2011)

2.5 DNA Barcoding

DNA Barcoding merupakan teknik yang digunakan untuk mengidentifikasi
spesies berdasarkan urutan DNA tertentu dan biasanya menggunakan gen
mitokondrial cytochrome C oxydase subunit 1 (COl). Konsep ini telah
diperkenalkan oleh Hebert et a/. (2003) dan telah menjadi alat yang penting dalam
taksonomi modern yang memungkinkan mengidentifikasi spesies dengan cepat dan
akurat, bahkan untuk spesies yang sulit dibedakan secara morfologis. Konsep ini
menggunakan potongan pendek dari urutan DNA, keuntungan dari konsep DNA
barcoding yaitu dapat membantu dalam pengenalan spesies baru, pemantauan
keanekaragaman hayati, dan pengelolaan sumber daya alam.

Penerapan DNA barcoding telah digunakan untuk mengidentifikasi spesies
ikan dan invertebrata laut yang sering kali sulit dibedakan berdasarkan ciri
morfologis saja. Penelitian Robert et al. (2005) menunjukkan bahwa DNA
barcoding dapat mengungkapkan keanekaragaman spesies yang lebih tinggi
daripada yang terdeteksi melalui metode tradisional. Selain itu, teknik ini telah

digunakan untuk mendeteksi spesies invasif dan dapat memantau perubahan dalam
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komunitas biota akibat perubahan lingkungan. Adapun kekurangan dari teknik ini
adalah terdapat variasi genetik dalam spesies yang sama, hal tersebut dapat
menyebabkan kesulitan dalam mengidentifikasi suatu spesies, selain itu referensi
database yang kurang lengkap dapat membatasi keefektivan teknik ini. Tujuan dari
DNA barcoding adalah untuk mengetahui klasifikasi taksonomi konvensional
dengan data organisme yang barcode-nya sudah terdata dalam genbank

(Battacharya et al., 2016).

2.6  Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR juga dikenal sebagai reaksi rantai polymerase, adalah teknik biologi
molekuler yang dapat menghasilkan salinan DNA khusus dari sekuens
oligodeoksinukleotida atau primer melalui reaksi termal berulang yang terjadi
jutaan kali dalam waktu yang sangat singkat. Karena dinilai dapat menghasilkan
hasil yang lebih akurat, metode PCR telah banyak digunakan. Selain itu, metode
PCR memiliki keunggulan seperti sensitivitas dan spesifitas yang cepat; jika
dibandingkan dengan uji biokimia, metode ini sangat efektif untuk
mengidentifikasi, mengukur, dan mendeteksi organisme (Wulandari dkk., 2019).

Pra-denaturasi DNA templat, denaturasi DNA templat, annealing
(penempelan primer pada templat), extension (pemanjangan primer), dan post-
extension adalah tahapan PCR. Tahap kedua hingga keempat, terjadi tahapan
berulang, atau siklus, di mana jumlah DNA akan diulang. Beberapa komponen pasti
diperlukan untuk proses PCR seperti templat DNA, buffer PCR, enzim polimerase
DNA, dNTPs (deoxynucleotide triphosphates), dan sepasang primer yang disebut

"balik" dan "pergi". Oleh karena itu, primer digunakan untuk membatasi fragmen
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DNA target yang akan diamplifikasi dan juga karena proses ekstensi DNA
menyiapkan gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3', sensititas dan spesifitas hasil PCR

sangat dipengaruhi olehnya (Putra et al., 2020).

2.7  Sekuensing DNA

Bacaan urutan basa nukleotida DNA disebut sekuensing. Dua pendekatan
sekuensing yang saat ini digunakan adalah metode sintesis molekul DNA dan
pemberhentian sintesis tersebut pada basa tertentu. Metode Maxam-Gilbert disebut
sebagai pendekatan degradasi fragmen DNA secara kimiawi, dan metode Sanger
disebut sebagai pendekatan sintesis molekul DNA dan pemberhentian sintesis
tersebut pada basa tertentu. Proses sekuensing menggunakan teknik gel
elektrophoresis polyacrylamide untuk membedakan fragmen DNA berukuran
berbeda. Metode Sanger umumnya lebih banyak digunakan karena lebih mudah,
praktis, dan efektif. Metode ini dimaksudkan untuk mengidentifikasi urutan basa
nukleotida dalam fragmen DNA, yang biasanya kurang dari 1.000 bp panjangnya.
"Standard Emas" adalah pengurutan Sanger yang memiliki akurasi dasar 99,99%

(Totomoch-serra et al., 2017).

2.8  Gen Cytochrome C Oxydase Subunit 1 (COI)

Pada studi karakteristik genetik dan filogeni, Gen cytochrome C oxydase
subunit 1 (COT) termasuk gen mitokondria yang sering digunakan (Wibowo et al,,
2013). Sekuennya yang pendek digunakan sebagai gen standar untuk identifikasi
spesies hewan berbasis barcode DNA. Gen COI memiliki beberapa kelebihan,

salah satunya adalah bahwa ia tidak mengalami delesi atau insersi pada sekuennya
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dan ada beberapa bagian yang bersifat lestari (converse) sehingga gen ini dapat
digunakan sebagai DNA barcode.

Adapun kelemahan dari gen COI yaitu panjang gennya relatif pendek berkisar

648 bp (Sutrisno, 2018). Gen COI dapat membedakan spesies yang dekat dan semua

filum, sehingga gen ini merupakan marka genetik umum dalam DNA barcoding

(Mustikasari dan Agustiani, 2021). Fragmen yang dimiliki oleh gen ini berupa

spektrum filogenetik yang luas dan menunjukkan divergensi sekuens intraspesies.
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Masalah pada budidaya ikan yang paling umum adalah masalah lingkungan,
seperti pencemaran air atau kualitas air yang buruk. Faktor-faktor ini dapat
menyebabkan stres bagi ikan, menurunkan daya tahan tubuhnya, dan membuatnya
rentan terhadap penyakit yang disebabkan oleh parasit lintah (Irianto, 2017).
Budidaya ikan juga bergantung pada kesehatan dan manajemen kualitas air yang
baik, tanpa manajemen kualitas air yang baik, ikan akan terpapar patogen dan stres
terus-menerus, yang dapat menyebabkan kematian. Adanya serangan penyakit
parasiter yang disebabkan oleh lintah P. arugamensis adalah salah satu kendala
utama dalam budidaya yang masih sangat umum. P. arugamensis merupakan
spesies lintah laut yang dapat menginfeksi ikan budidaya dan keberadaannya
semakin menjadi perhatian dalam beberapa tahun terakhir, karena parasit ini
memberikan dampak yang cukup serius terhadap akuakultur khususnya dalam
budidaya ikan. Infestasi P. arugamensis dapat menyebabkan ikan mengalami luka
pada permukaan kulit dan ulserasi yang berpotensi sebagai penyebab infeksi
sekunder. Selain itu, P. arugamensis dapat menyebarkan trypanosoma dan
haemoragi yang dapat menyebabkan kematian dan inang mengalami anemia kronis
(Azmey et al., 2022).

Infestasi P. arugamensis juga dapat menyebabkan kerugian ekonomi yang
cukup signifikan, seperti terhambatnya pertumbuhan ikan, meningkatnya
kerentanan terhadap infeksi sekunder dapat menurunkan nilai pasar ikan yang
terkena dampaknya (Govedich et al., 2005). Kendala utama pada budidaya ikan

adalah prevalensi serangan parasit P. arugamensis masih tinggi, biasanya kematian
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inang yang terinfeksi P. arugamensis terjadi dalam kurun waktu 3 hari, hal tersebut
disebabkan oleh infeksi sekunder dengan bakteri patogen.

Secara umum, distribusi lintah laut P. arugamensis cukup luas di kawasan
Indo-Pasifik, namun sebagian besar lebih sering berada di kawasan perairan tropis
Indonesia dan Malaysia. Murwantoko et al. (2018) menyebutkan prevalensi spesies
ini berkisar 30-40% pada ikan budidaya di daerah Bali dan Sulawesi. Cruz ef al.
(2000) juga melaporkan bahwa ditemukannya spesies ini di perairan karang
Filipina, dan di Malaysia, lintah laut paling banyak ditemukan di perairan laut
dangkal di Sabah dan Sarawak, yang didominasi oleh ekosistem terumbu karang,
serta daerah perikanan, serta ditemukan pada beberapa spesies ikan kerapu yang
tersebar di daerah tersebut. Pernyataan tersebut menunjukkan lintah laut
P. arugamensis mampu menyesuaikan terhadap lingkungan, karena terdapat
keterikatan dengan suhu air (water temperature), salinitas (salinity), serta
keberadaan terumbu karang,

Kasus pada P. arugamensis, keragaman genetik dapat mempengaruhi
kapasitasnya untuk menginfeksi spesies ikan yang berbeda, atau beradaptasi dengan
berbagai kondisi lingkungan di berbagai lokasi budidaya. Dengan mempelajari
variasi genetik ini dapat membantu memprediksi respon parasit terhadap berbagai
pengelolaan dan menginformasikan pengembangan strategi pengendalian
(Criscione et al., 2005). Variasi genetik dalam populasi parasit secara signifikan
mempengaruhi kemampuan mereka untuk menghindari respon imun inang, dan
mengembangkan resistensi terhadap tindakan pengendalian (Tan et al., 2019). Oleh

karena itu, variasi genetik populasi pada parasit dalam akuakultur dapat
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memberikan wawasan mengenai pola penyebaran, potensi adaptasi parasit, asal-
usul parasit, persebaran parasit dan interaksi antara inang dengan parasit. Wang et
al. (2016) mengatakan bahwa salah satu cara yang dianggap efektif untuk
mengetahui infestasi ektoparasit yaitu dengan cara melihat profil morfologis
dengan bantuan kunci identifikasi. Pendekatan molekuler sangat penting untuk
memahami sejarah evolusi karena dapat digunakan sebagai sumber informasi
tentang perkembangan biologi, fisiologi, biokimia, dan biologi molekuler. Dengan
demikian, pendekatan molekuler dapat menambah, mengkonfirmasi, dan
mengurangi berdasarkan fitur morfologis suatu organisme dalam kasus mutasi
genetik atau pergeseran deoxyribonucleic acid (DNA) yang terjadi melalui
sekuensing DNA, serta urutan DNA dapat digunakan untuk menentukan
kekerabatan antar spesies parasit dan mengamati molekuler DNA parasit dalam
menentukan validitas dan hubungan spesies berdasarkan rekonstruksi pohon

filogenetik. Kerangka konsep penelitian dapat dilihat pada Gambar 7.
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Gambar 7. Kerangka konsep penelitian
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3.1 Hipotesis

Berdasarkan rumusan masalah yang ada, hipotesis berikut diberikan:

Hipotesis Pertama
Ho: Tidak ada variasi genetik antara P. arugamensis Indonesia dengan Malaysia

Hi: Terdapat variasi genetik antara P. arugamensis Indonesia dengan Malaysia
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IV MATERI DAN METODE '

4.1  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2024 — Januari 2025 di
Laboratorium Molekuler Fakultas Biosumber dan Industri Makanan, Universitas
Sultan Zainal Abidin, Terengganu, Malaysia. Pengmbilan sampel dilakukan di dua
wilayah perairan yaitu Balai Perikanan Budidaya Air Payau (BPBAP) Situbondo,
Jawa Timur serta Pusat Pembenihan dan Asuhan Ikan Marin, Terengganu,
Malaysia. Pengujian PCR dilakukan di Laboratorium Molekuler Fakultas
Biosumber dan Industri Makanan, Universitas Sultan Zainal Abidin, Terengganu,

Malaysia. Peta lokasi pengambilan sampel dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. Peta lokasi sampling
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4.2  Materi Penelitian
Materi penelitian meliputi peralatan penelitian dan bahan yang digunakan

dalam penelitian.

4.2.1 Peralatan Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian kali ini berupa software
GenBank NCBI, software LAS X, software MEGA 12, sofiware DnaSP, software
Imagel, sentrifuge(®Eppendorf, Europe),vortex(®MS1, USA), Spinner Cubee(®
GeneReach, Taiwan), Thermo Mixer C(®Eppendorf, Europe), UV transilluminator
(®Maestrogen, Taiwan), Gel Documentation System (®Fujifilm LAS-4000,
Japan), microwave (®Sharp, Japan), Analitic Balance (®Radwag, Poland), 100 ml
* 1 ml Glass Beacker (®HMBG Ex20, Malaysia), PCR Thermal Cycler (® Applied
Biosystems, USA), 100 ml Glass Beacker (®HMBG Boro 3.3, Malaysia),
Mikropipet (®Joanlab, China), Microtip, Cetakan Elektroforesis, Laminar Flow
(®TNEI, India), Autoclave (®Hirayama HVES0, Japan), Power Supply
Electrophoresis (®CBS Scientific EPS- 300 II, USA), submarine electrophoresis
system (®Advance Mupid-Exu, Japan), microtube PCR 0,2 ml, microtube 1,5 ml,
pinset, gunting, bunsen (®Campingaz CT-200, France), microscope compound
(®LEICA ICCS50 E, German).

4.2.2 Bahan Penelitian

Penelitian ini menggunakan bahan-bahan yaitu berupa media 1x TBE
Buffer, agarose 100g (®1% Base, Singapore), Gel stain 10000x (®Trans, China),
2x PCRBIO Taq Mix Red (®PCRBio, United Kingdom), Nuclease-free water 1,25

mL (®Norgen, Canada), 2x CTAB Buffer, 3m NaCl, ethanol absolute 70%, ethanol
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absolute 100%, DNA ladder 100bp (®Trans, China), proteinase K solution
(®Thermo Scientific, USA), alkohol 70%, ethanol 95%, dan 6 sampel lintah laut
(P. arugamensis) Indonesia yang berlokasi di BPBAP Situbondo dan 6 sampel dari

Malaysia yang berlokasi di Pusat Pembenihan dan Asuhan Ikan Marin, Terengganu.

4.3  Metode Peneclitian

Metode penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah metode
observasional deskriptif dengan rancangan eksploratif. Metode observasional
deskriptif merupakan metode yang menggambarkan fenomena yang ditemukan
baik berupa faktor risiko maupun suatu efek atau hasil pada penelitian yang bersifat
deskriptif tidak perlu ada hipotesis (Sugiono, 2013). Penelitian eksploratif
merupakan penelitian yang bertujuan melakukan eksplorasi untuk memperdalam

pengetahuan dan mencari ide baru.

4.4 Prosedur Penelitian

4.4.1 Preparasi Sampel

Sampel diambil dari ikan yang terinfeksi P. arugamensis. Pengambilan
sampel dilakukan dengan pelabelan kode berdasarkan nama ikan, asal spesimen,
dan tanggal pengambilan sampel. Sampel dipindahkan ke dalam tube dan diberi
ethanol 95% untuk sampel lintah laut Malaysia dan alkohol 70% untuk sampel
lintah laut Indonesia dan dibawa ke laboratorium untuk dilakukan
pemeriksaan. Setelah dimasukkan ke dalam tube, lintah dipotong menjadi empat

bagian dan sampel disimpan dalam suhu ruang.
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4.4.2 Pengamatan Morfologi dan Morfometrik
Sampel P. arugamensis yang digunakan berjumlah 6 ekor dari BPBAP
Situbondo dan 6 ekor dari Pusat Pembenihan dan Asuhan Ikan Marin, Terengganu,
Malaysia. Pengamatan morfologi menggunakan microscope compound LEICA
ICC50 E yang tersambung dengan software LAS X dan dilakukan di Laboratorium
Sains Akuatik, Universitas Sultan Zainal Abidin. Sedangkan pengukuran
morfometrik dilakukan dengan menggunakan sofiware Imagel, Kkarakter
morfometrik yang diukur adalah total panjang tubuh, panjang tubuh, lebar tubuh,

diameter anterior sucker dan diameter posterial sucker.

4.4.3 Isolasi DNA (Ekstraksi) Sampel dengan CTAB

Isolasi DNA P. arugamensis dilakukan menggunakan metode cety!
trimethylammonium bromide (CTAB) extraction yang dilakﬁkan sesuai petunjuk
dengan beberapa langkah. Adapun prosedur isolasi DNA yang dilakukan yaitu
persiapan alat dan bahan antara lain microtube 1,5 ml, bunsen, pinset, gunting, 2x
CTAB buffer, chloroform-isoamyl alcohol (C1A 24:1), proteinase K solution, 100%
ethanol absolute, 70% ethanol absolute, 3m NaCl, free water (ddH20) dan sampel
P. arugamensis masing-masing sebanyak enam ekor. Sampel P. arugamensis
dipindahkan ke dalam microtube dan sampel dihancurkan menggunakan gunting di
dalam microtube. Kemudian 2x CTAB buffer ditambahkan sebanyak 600 pL,
setelah itu tambahkan proteinase K sebanyak 10 uL. Kemudian sampel diinkubasi
pada suhu 60°C selama 3 jam atau hingga sampel menjadi larut.

Sampel ditambahkan Chloroform-Isoamyl alcohol (CIA 24:1) sebanyak

600 pL, lalu sampel dihomogenkan selama 15 detik. Kemudian sampel di sentrifuge
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dengan kecepatan 11.000 rpm selama 15 menit. Setelah disentrifuge, sampel
dipindahkan ke dalam microtube yang baru sebanyak 500 uL dan ditambahkan
100% ethanol absolute sebanyak 500 pL. Kemudian microtube dibolak-balikkan
selama beberapa detik, lalu sampel diinkubasi selama semalaman. Setelah
diinkubasi semalaman, sampel disentrifuge dengan kecepatan 13.000 rpm selama
15 menit. Supernatan yang berada dalam microtube dibuang dan DNA yang berada
dalam microtube dibiarkan, lalu tambahkan 70% ethanol absolute sebanyak 600 pL
dan 3M NaCl sebanyak 25 pL. Microtube dibolak-balikkan selama beberapa detik,
dan sentrifuge dengan kecepatan 13.000 rpm selama 15 menit. Ethanol absolute
dalam microtube dibuang dan keringkan DNA yang menempel pada microtube.
DNA dilarutkan menggunakan ddH,O sebanyak 20-100 uL. Sampel disimpan ke

dalam freezer pada suhu -20°C.

4.4.4 Amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR)

Metode Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode replikasi
DNA (perbanyakan DNA) secara enzimatik yang dapat menghasilkan DNA dalam
jumlah besar dengan waktu yang relatif lebih singkat (Kurniawati dkk., 2019).
Adapun prinsip metode PCR yaitu melakukan amplifikasi segmen DNA spesifik
dengan pelekatan dua primer komplementer dengan sekuen khusus gen target.
Pasangan primer yang digunakan adalah primer forward LCO 1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') dan primer reverse HCO 2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') (Folmer et al. 1994). Metode PCR
terdapat tiga tahapan yaitu denaturasi, anneling (penempelan), dan extension

(pemanjangan) (Aminah dkk., 2019). Pra-denaturasi dilakukan pada suhu 94°C
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selama 4 menit, denaturasi dilakukan pada suhu 94°C selama 30 detik, anneling
dengan suhu 47,9°C selama 50 detik, dan extension pada suhu 72°C selama 1 menit.
Pada tahap denaturasi hingga extension terjadi 39 siklus. Proses terakhir yaitu final
extension di suhu 72°C selama 7 menit.

Pembuatan master mix diperlukan primer forward LCO 1490 dan primer
reverse HCO 2198, primer ditambahkan sebanyak 9.5 pul, ddH20 38 pul, 2x PCRBIO
Taq Mix Red sebanyak 247 pl, dan ekstraksi DNA sebanyak 4 pl. Selanjutnya, hasil
PCR dilakukan proses elektroforesis untuk mengidentifikasi fragmen DNA yang
akan dilihat pada UV transilluminator atau dengan gel document system

(Muhammad-Rasul ez al., 2018).

4.4.5 Elektroforesis

Hasil PCR dielektroforesis pada gel agarose. Agarose 2% (0,6 g
ditambahkan ke dalam buffer TBE 30 mL.) didihkan di microwave. Setelah agarose
hangat, gel stain ditambahkan sebanyak 1,5 pl. Setelah itu, agarose dimasukkan ke
dalam cetakan elektroforesis yang telah dipasang comb. Setelah agarose mengeras,
4 ul produk PCR dimasukkan ke sumur pertama yang diisi dengan 1 pl penanda
molekuler (marker). Selama empat puluh menit, elektroforesis dilakukan dengan
voltase 100 volt. Gel yang diangkat kemudian diamati di atas transilluminator
ultraviolet atau gel documentation system dan didokumentasikan. Besar pasangan
base yang dihasilkan untuk mendeteksi gen COI sebesar 650 bp. Setelah pembacaan
besar pasangan base yang terlihat, tahap PCR berakhir dengan hasil amplifikasi gen

COI P. arugamensis yang positif.
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4.4.6 Sekuensing DNA

Hasil PCR yang telah di amplifikasi dan telah dilihat pada UV
transilluminator atau gel document system akan dilakukan sekuensing DNA dengan
pihak ketiga yaitu Perusahaan Sanger Sekuensing berlokasi di Seri Kembangan,
Selangor, Malaysia yang bertujuan untuk mendapatkan susunan basa dan kemudian
hasilnya akan dicocokkan dengan data pada NCBI yang digunakan untuk mencari

kesamaan sekuens nukleotida dengan sekuens di GenBank (Harun dkk., 2018).

4.5  Parameter Penelitian

Parameter yang digunakan dalam penelitian ini meliputi parameter utama
dan parameter pendukung. Parameter utama dalam penelitian ini yaitu konfirmasi
sekuens DNA barcoding sampel P. arugamensis dari Indonesia dan Malaysia,
variasi genetik dari P. arugamensis, pohon filogenetik, dan DNA polimorfisme.
Parameter pendukung yaitu identifikasi morfologi dan morfometrik P.

arugamensis.

4.6  Analisis Data Molekuler
4.6.1 Analisis Homologi Berdasarkan GenBank NCBI

Hasil sekuensing deoxyribonucleic acid (DNA) disejajarkan (alignment)
dan diedit menggunakan sofiware MEGA 12 dan dibandingkan dengan data pada
Gene Bank (GenBank) National Center for Biotechnology Information (NCBI)
menggunakan metode Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Sekuens yang

dipilih dari GenBank akan disimpan dalam format Fast-4ll (FASTA) (Hariyanto

dkk., 2015).
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4.6.2 Analisis DNA Polimorfisme

Hasil dari pensejajaran sekuens dianalisis menggunakan software DnaSP
ver. 6 untuk mengetahui jumlah polimorfisme. Polimorfisme yang dimaksud yaitu
seperti jenis, letak, dan jumlah mutasi pada sekuen sehingga dapat diketahui
keanekaragaman nukleotida (gen) (Yuliani dkk., 2017). Berikut beberapa rumus
yang digunakan dalam analisis DNA polimorfisme :

a. Keragaman nukleotida (1) menurut Nei and Li (1979):

n
T = —n_ 1 ' 'xinTZ'ij
i<j
Keterangan :
n = jumlah sekuens dalam sampel
xi dan x;= frekuensi sekuens ke-i dan ke-j

m;j = jumlah perbedaan nukleotida persitus antara sekuens i dan j

b. Keragaman haplotipe (Hd) menurut Zein (2007) :

1—Z:m2

Keterangan :

p = frekuensi dari haplotipe ke i

4.6.3 Analisis Filogenetik

Tujuan analisis filogenetik adalah untuk mengetahui hubungan kekerabatan
antara sampel P. arugamensis yang digunakan dan sampel yang ditemukan di

GenBank. Analisis filogenetik dilakukan menggunakan metode maximum
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likelihood dengan model parameter Hasegawa-Kishino-Yano (HKY+G) dan nilai

bootstrap 1000x yang ditemukan di software MEGA 12 (Triswiyana, 2021).

4.6.4 Identifikasi Morfologi dan Morfometrik

Data pengamatan morfologi dan pengukuran morfometrik disusun ke dalam
Microsoft Excel 2013 dan disajikan dalam bentuk tabel pada Microsoft Word.
Selanjutnya dilakukan perhitungan standar deviasi (SD) pada setiap karakter
morfometrik semua sampel P. arugamensis, kemudian dilakukan uji normalitas
dengan software SPSS ver. 27 dan apabila hasilnya terdistribusi normal maka
dilanjut dengan uji T-Independent, apabila hasil data tidak terdistribusi normal

maka alternatifnya dilanjut dengan uji Mann-Whitney.

a. Standar Deviasi

Standar deviasi (SD) merupakan pencerminan penyimpangan yang sangat
tinggi, sehingga penyebaran data menunjukkan hasil yang normal (Riadi dan Ulum,
2021). Rumus Standar Deviasi sebagai berikut :

JE(Xi— 1)?

N

Standar Deviasi =

Keterangan :
X; = Nilai Tengah
u = Nilai rata-rata

N = Jumlah data
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b.  Uji Normalitas
Uji normalitas yang digunakan pada perhitungan morfometrik adalah uji
normalitas Shapiro-Wilk karena data yang digunakan dalam penelitian ini < 50
sampel. Agustin dan Permatasari (2020) menyebutkan bahwa uji normalitas
Shapiro-Wilk merupakan uji yang bertujuan untuk mengetahui sebaran data acak
suatu sampel yang digunakan dalam simulasi data serta sampelnya tidak mencapai
50. Dasar pengambilan keputusan menurut Santoso (2016) bisa dilakukan
berdasarkan probabilitas yaitu jika probabilitas > 0,05 maka distribusi dari populasi
normal. Apabila probabilitas < 0,05 maka populasi tidak terdistribusi secara normal.
c. Uji Mann-Whitney
Uji Mann-Whitney termasuk dalam uji statistik non-parametrik dan
merupakan metode statistik yang tidak memerlukan asumsi tentang distribusi data,
seperti normalitas atau keseragaman varians serta kemampuannya dalam
membandingkan dua kelompok independen (Cantica dkk., 2023). Hasil hipotesis
dari uji Mann-Whitney akan memberikan gambaran tentang ada tidaknya
perbedaan signifikan antara morfometrik Malaysia dan Indonesia, meskipun data
tidak memenuhi asumsi klasik statistik parametrik (Nurmaizura dkk., 2024). Dasar
pengambilan keputusan dari uji tersebut ialah jika Asymp. Sig. (2-tailed) < 0,05
maka terdapat perbedaan yang signifikan, apabila Asymp. Sig. (2-tailed) > 0,05

maka tidak terdapat perbedaan yang signifikan (Nurmaizura dkk., 2024).
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4.7  Diagram Alir Penelitian

Pengambilan
sampel P.
arugamensis

|

Pengamatan
morgologi dan
pengukuran
morfometrik P.
arugamensis

Isolasi DNA
(ekstraksi)

l

Amplifikasi DNA
(PCR)

|

Elektroforesis

}

Sekuensing DNA

|

Data sekuens
(Protein

Nukleotida)

Analisis DNA
polimorfisme dengan
DnaSP

Analisis homologi
sekuens dengan
NCBI BLAST

Analisis filogenetik
dengan MEGAI12

A

Variasi genetik P,
arugamensis
berdasarkan gen
CcOl

Gambar 9. Diagram alir penelitian
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5.1 Hasil Penelitian

5.1.1 Hasil Homologi Sekuens Gen COI Menggunakan BLAST NCBI

Hasil identifikasi sekuens dengan BLAST dapat dilihat pada Tabel 1. Data
sekuens hasil BLAST merupakan data yang menunjukkan spesies terdekat dan juga
merupakan type strains dari suatu spesies. Tabel 1 menunjukkan hasil dari sampel
P. arugamensis Indonesia dan Malaysia bahwa terdapat kemiripan dengan spesies
Penang (kode akses KY441719, KY441720, KY441721), spesies Terengganu
dengan kode akses MW590479, spesies Lombok dengan kode akses MW590422,
dan spesies Bali dengan kode akses MH299847. Nilai yang diperoleh yaitu 86.04%
- 99.53% dengan query cover 71% - 100% dan nilai E-value pada semua sampel

yaitu 0.0.
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Tabel 1. Hasil BLAST gen COI P. arugamensis yang dibandingkan dengan NCBI

BLAST
Spesies Access Code | Query | E-

Lokasi of NCBI | Cover | value | Ildentity

P. arugamensis Bali MH299847 | 100% | 0.0 | 99,38%

' 99.39%

P. arugamensis Terengganu | MW590479 [ 95% 0.0 |[99,35%
P. arugamensis Penang KY441720 | 97% 0.0 |99,53% |.

98% 99,37%

P. arugamensis Penang KY441721 97% 0.0 99,53%

98% 99,37%

P. arugamensis Penang KY441719 | 97% 0.0 |99,53%

98% 99,37%

P. arugamensis Lombok | MW590422 | 95% 0.0 |99,52%

99,51%

P. arugamensis Brunei MW590444 | 95% 0.0 |[99,35%

P. arugamensis Brunei MW590454 | 95% 0.0 99,19%

P. arugamensis Tran FM208110 | 71% 0.0 |93,95%

72%

P. arugamensis Borneo DQ414344 | 99% 0.0 |96,59%

P. arugamensis Hainan NC035308 | 100% 0.0 [9923%

99,38%

Pterobdella Australia | DQ414334 | 99% 0.0 | 89.44%

amara 89,36%

Aestabdella USA DQ414300 | 99% 0.0 |90,22%

abditovesiculata 90,14%

Myzobdella lugubris USA DQ414324 | 93% 0.0 | 86,63%

94% 86,49%

Piscicolaria reducta USA DQ414339 | 93% 0.0 86,04%

94% 85,90%

5.1.2 Identifikasi Molekuler Berdasarkan Gen COIl

Hasil dari elektroforesis P. arugamensis yang teramplifikasi menunjukkan
band tunggal pada 650 bp untuk P. arugamensis dari Malaysia dan Indonesia. Pita
(band) yang berada pada 650 bp menunjukkan bahwa fragmen DNA yang

dihasilkan memiliki panjang 650 pasangan basa. Pita terlihat secara jelas dan tebal
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menandakan bahwa konsentrasi DNA vang teramplifikasi cukup tinggi, serta
mengindikasikan spesifisitas karena tidak ada kemunculan band lain pada daerah
tersebut. Hal ini menunjukkan bahwa struktur genetik P. arugamensis relatif stabil
di kedua negara, karena gen m/DNA memiliki ukuran yang konsisten disemua
sampel. Beberapa pita nampak lebih terang dari yang lain dikarenakan jumlah DNA
yang didapatkan dari sampel tersebut berbeda-beda, sampel dengan pita yang lebih
terang artinya mengandung lebih banyak DNA. Hasil elektroforesis P. arugamensis

dapat dilihat pada Gambar 10.

LM1 LM3 LMS LI1 LI3 a1 M3 s
o bt dines ok L4 4
vi- RN R 4| LA6 (- LI4
A A | A Y

650 bp

Gambar 10. Visualisasi Pita DNA P. arugamensis berdasarkan Gen COI. Keterangan: [A]
Indonesia (LI). |B] Malaysia (LM).

5.1.3 Hasil DNA Polimorfisme P. arugamensis

Hasil pada Tabel 2 menunjukkan bahwa data tersebut merupakan hasil dari
analisis DNA polimorfisme dengan soffware DnaSP yang bertujuan untuk
mengukur tingkat keragaman genetik dalam suatu populasi. Data ini menunjukkan
populasi dengan keragaman genetik moderat hingga tinggi dengan nilai keragaman
haplotipe 0,853 dan keragaman nukleotida 0,058 pada 17 sekuens dari 107 situs
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yang dianalisis menunjukkan tingkat variasi yang signifikan dalam sampel tersebut.
Berikut hasil analisis DNA polimorfisme dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil analisis DNA polimorfisme dengan menggunakan sofiware DnaSP

Parameter Nilai
Juinial urutan i7
Jumlah situs polimorfik 107
Jumlah haplotipe (h) 9
Keragaman haplotipe (Hd) 0,853
Jumlah rata-rata perbedaan nukleotida (k) | 27.103
Keragaman nukleotida () 0,058

Nilai 17 menunjukkan bahwa terdapat 17 sekuens yang telah digunakan
dalam penelitian. Nilai 107 menunjukkan bahwa terdapat 107 posisi yang berbeda
dari keseluruhan panjang sekuens DNA yang diteliti, dan nilai 107 situs polimorfik
dapat dianggap cukup tinggi berdasarkan panjang total sekuens yang dianalisis.
Nilai 9 pada jumlah haplotipe dari 17 sekuens menunjukkan bahwa populasi
menmiliki tingkat keunikan genetik moderat.

Hasil keragaman haplotipe (Hd) berkisar 0,853 dan nilai ini dianggap cukup
tinggi (hampir satu) karena terdapat banyak haplotipe yang berbeda dalam populasi
yang diteliti. Nilai 27.103 menunjukkan jumlah variasi yang signifikan, yang berarti
bahwa terdapat sekitar 27 perbedaan nukleotida antara dua sekuens yang dipilih
secara acak dari populasi. Nilai ®# mengindikasikan persentase variasi nukleotida
antara dua sekuens yang sama per-situs. Nilai 0,058 menunjukkan perbedaan lokasi
nukleotida sekitar 5,8% antara dua sekuens yang dipilih secara acak. Nilai tersebut

berarti terdapat tingkat variasi genetik yang tinggi pada tingkat nukleotida.
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5.1.4 Hasil Filogenetik P. arugamensis

Hasil multiple sequence alignment (MSA) dari sampel lintah laut dengan
menggunakan gen COI dapat dilihat pada Lampiran 13. Setiap baris menunjukkan
urutan DNA dari spesimen yang berbeda, dan setiap kolom mencerminkan satu
posisi nukleotida yang sejajar di sepanjang gen COI. Penanda titik (“.”)
menunjukkan nukleotida yang sama dengan baris referensi (terdapat pada baris
pertama), sementara huruf A, T, G, atau C menunjukkan variasi basa nukleotida
yang terjadi pada sampel tersebut. Warna kuning menandakan situs polimorfik,
yaitu tempat di mana terjadi penggantian basa antara spesimen. Situs polimorfik ini
merupakan elemen penting dalam analisis genetik karena dapat digunakan untuk
mengidentifikasi variasi genetik dalam populasi, membedakan populasi dari daerah
geografis yang berlainan, serta sebagai landasan dalam penyusunan pohon
filogenetik.

Analisis filogenetik dilakukan dengan menggunakan metode Maximum-
Likelihood dari sekuen nukleotida P. arugamensis dengan data dari berbagai spesies
P. arugamensis pembanding di Genbank. Hasil analisis filogenetik P. arugamensis
terdiri dari 4 kelompok yaitu kelompok utama (seluruh sampel P. arugamensis),
kelompok 1 masih satu spesies namun terdapat variasi genetik dari kelompok 2 dan
2 outgroup. Skala 0.050 menunjukkan jarak genetik yang berarti terdapat perbedaan
5% pada setiap situs dalam sekuens nukleotida. Nilai bootstrap muncul di setiap
node dan mencerminkan tingkat kepercayaan pada cabang yang terbentuk.
Konstruksi pohon filogenetik yang diperoleh dengan data Genbank dapat dilihat

pada Gambar 11.
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Gambar 11. Hasil analisis pohon filogenetik P arugamensis berdasarkan susunan nukleotida
gen COL P. arugamensis Malaysia dan Indonesia dipadankan dengan susunan nukleotida data
dari GenBank sebagai pembanding. keterangan: warna biru (LM dan LI ) sebagai isolat yang
berkerabat dekat dengan isolat referensi dari GenBank, merah sebagai kekerabatan yang terdapat
variasi genetik dari kelompok 1, dan hijau sebagai data pembanding (outgroup).

P. arugamensis memiliki satu klad (kelompok) berdasarkan struktur pohon
filogenetik menunjukkan bahwa kelompok tersebut adalah monofiletik atau
memiliki nenek moyang yang sama, yang berarti semua sampel P. arugamensis
termasuk dalam spesies yang sama. Spesimen dari Iran (FM208110) dan Australia
(DQ414334 — P. amara) menciptakan percabangan yang terpisah dari kelompok
utama Asia Tenggara, hal ini menunjukkan adanya variasi genetik yang signifikan
yang memang diprediksi secara geografis dan evolusi. Qutgroup tambahan seperti
Aestabdella abditovesiculata (DQ414300), Myzobdella lugubris (DQ414324), dan
Piscicolaria reducta (DQ414339) dengan jelas ditempatkan di luar klade utama.
Outgroup digunakan untuk membangun pohon filogenetik dan menegaskan bahwa
kelompok utama (P. arugamensis) secara nyata membentuk satu klade monofiletik,
terpisah dari spesies lainnya. Sampel LI (Situbondo) dari Indonesia menunjukkan

cabang yang sedikit berbeda, tetapi tetap berada dalam klade yang sama dengan
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Penang dan Lombok, sedangkan sampel LM (Terengganu) berada dalam satu
cabang dengan spesimen KY441721 Penang, MH299847 Bali, MW590422 dan

Lombok.

5.1.5 Morfologi P. arugamensis

Hasil dari pengamatan morfologi pada penelitian ini menunjukkan bahwa
P. arugamensis memiliki tubuh silindris dan elastis. Bagian mulut terdiri dari dua
jenis sucker yaitu anterior sucker dan posterior sucker. Anterior sucker berbentuk
oval, sedangkan posterior sucker berbentuk cakram. Ukuran posterior sucker lebih
besar dibandingkan dengan anterior sucker, hal ini menunjukkan adaptasi parasit
secara efektif untuk menempel pada inang.

Morfologi eksternal menunjukkan tubuh P. arugamensis bersifat lunak,
individu dewasa berwarna hitam atau coklat muda, dan terdapat dua bintik mata
dibagian anterior sucker. Perbedaan pigmentasi antara P. arugamensis dari
Malaysia dan Indonesia dapat dilihat pada Gambar 12. P. arugamensis dari
Indonesia memiliki pigmentasi berwarna coklat muda, sedangkan yang dari

' Malaysia memiliki pigmentasi berwarna coklat kehitaman.
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Gambar 12. P. arugamensis Indonesia dan Malaysia. keterangan: (A) L1 ; AS: anterior sucker,
PCC: posterior crop caecum, ES: eye spot, P: proboscis, OV: ovari, T: testis, PS: posterior
sucker. (B) LM ; PS: posterior sucker, PCC: posterior crop caecum, AS: anterior sucker, ES:
eve spot, P: proboscis

5.1.6 Morfometrik P. arugamensis

Pengukuran morfometrik meliputi panjang tubuh total, panjang tubuh, lebar
tubuh, diameter anterior sucker, dan diameter posterior sucker. Hasil dari
pemeriksaan morfometrik pada penelitian ini menunjukkan bahwa panjang tubuh
total P. arugamensis Indonesia memiliki rata-rata + SD yaitu 7,44 = 1,12 mm dan
P. arugamensis Malaysia berkisar 7,63 = 0,98 mm. Anterior sucker P. arugamensis
Malaysia dan Indonesia berbentuk oval dengan diameter anterior sucker berkisar
0,30 £+ 0,08 mm dan 0,26 £ 0,11 mm. Diameter posterior sucker P. arugamensis

Indonesia berkisar 0,32 + 0,20 mm , sedangkan P. arugamensis Malaysia
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diameternya berkisar 0,26 £ 0,10 mm. Data hasil pengukuran dapat dilihat pada

Tabel 3.

Tabel 3. Hasil pengukuran morfometrik P. arugamensis Malaysia dan Indonesia

Rata-rata + Standar deviasi (SD)
(mm)
Perhitungan morfometrik
Malaysia Indonesia
Panjang tubuh total 7.63 + 0,98 744 +1,12
Panjang tubuh 6,67 £ 0,77 6,66 + 0,92
Lebar tubuh 0,68 £0.08 0,42 £0,08
Diameter aniterior sucker 0,30 L 0,08 0,26 L 0,11
Diameter posterior sucker 0,26 £ 0,10 0,32 +0,20

Tabel 3 menunjukkan bahwa nilai rata-rata > standar deviasi yang berarti

sebaran data sampel relatif rendah, dengan kata lain data cenderung konsisten atau

tidak tersebar luas. Selanjutnya, dilakukan uji normalitas bertujuan untuk

mengetahui apakah data pada Tabel 3 tersebut terdistribusi normal atau sebaliknya,

hasil uji normalitas dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4. Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
L Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Perhitungan Malaysia .344 5 .054 753 5 .032
Morfometrik Indonesia .359 5 033 729 5 019
a. Lilliefors Significance Correction
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Pengujian ini menggunakan uji normalitas Shapiro-Wilk karena nilai

sampel kurang dari 50. Bedasarkan hasil uji normalitas pada Tabel 2 menunjukkan

bahwa nilai signifikansi Malaysia yaitu 0,032 dan Indonesia 0,019. Kedua nilai

tersebut menunjukkan nilai signifikansi < 0,05 maka dinyatakan data tidak

berdistribusi normal. Sehingga uji lanjutan yang digunakan yaitu uji non-

paramterik yaitu uji Mann-Whitney, hasil uji Mann-Whitney dapat dilihat pada
Tabel 5.

Tabel 5. Hasil uji hipotesis menggunakan uji Mann-Whitney

Test Statistics®
Perhitungan Morfometrik
Mann-Whitney U 11.500
Wilcoxon W 26.500
Z -.210
Asymp. Sig. (2-tailed) .834
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .841°

a. Grouping Variable: L

b. Not corrected for ties.
Berdasarkan hasil uji hipotesis, teriihat bahwa nilai Asymp. Sig. (2-tailed)
yaitu 0,834 > 0,05. Hal tersebut menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang

signifikan antara perhitungan morfometrik Malaysia dengan Indonesia.

5.2 Pembahasan
Hasil visualisasi pita DNA P. arugamensis berdasarkan gen COl yang
dibuat melalui elektroforesis gel agarosa pada gel A dan B mengandung fragmen

DNA (pasangan basa) 650 bp. Gen ini memiliki keunggulan dan juga memiliki
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variasi yang cukup untuk membedakan spesies dalam tingkat konservasi sekuens
yang tinggi pada spesies yang sama. Sebagaimana dinyatakan oleh Hebert ez al.
(2003), gen COI telah terbukti efektif untuk mengidentifikasi taksonomi berbagai
kelompok hewan, termasuk lintah dan hewan akuatik lainnya. Pita DNA tunggal
yang ditemukan pada sampel menunjukkan spesifisitas primer yang baik dalam
mengamplifikasi gen target COI. Tidak adanya produk amplifikasi non-spesifik,
seperti pita tambahan berukuran berbeda, menunjukkan bahwa primer yang
digunakan memiliki spesifisitas yang tinggi untuk daerah target pada genom P.
arugamensis. Folmer et al. (1994) telah mengembangkan primer COl universal
yang digunakan dalam studi filogenetik invertebrata, dan spesifisitas ini penting
untuk analisis sekuensing yang akurat.

Primer dengan spesifisitas tinggi mengindikasikan bahwa sekuens yang
dihasilkan benar-benar menunjukkan variasi genetik spesies target tanpa merusak
DNA organisme lain atau memperluas regio genom organisme non-target. Gel A
dan gel B memiliki perbedaan hasil, berbagai permasalahan teknis dapat
menyebabkan perbedaan ini. Faktor-faktor seperti konsentrasi primer, jumlah siklus
PCR, suhu penempelan primer, dan konsentrasi templat DNA sangat mepengaruhi
amplifikasi DNA (Schrader ef al., 2012). Tidak adanya pita pada beberapa sampel
(khususnya pada gel A) dapat disebabkan oleh penghambat PCR atau jumlah DNA
yang tidak mencukupi. Selain itu, sampel yang disimpan pada suhu yang tidak tepat
atau sering mengalami pembekuan dan pencairan dapat mengalami degradasi DNA

yang menyebabkan kegagalan amplifikasi PCR (Schander and Halanych, 2003).
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Hasil BLAST gen COI dari situs NCBI menunjukkan bahwa isolat LM dan
LI memiliki hubungan kekerabatan sebesar 95%-100% dengan isolat MH299847,
MWS590479, KY441719, KY441720, KY441721, dan MW590422 yang berasal
dari Bali, Terengganu, Penang, dan Lombok. Identitas P. arugamensis, yaitu senilai
99% pada Tabel 1 menunjukkan tingkat kemiripan genetik yang sangat tinggi, tetapi
tidak identik sempurna karena beberapa faktor genetik dan ekologi. Pengurutan
sekuens DNA P. arugamensis dari beberapa lokasi menunjukkan tingkat
konservasi genetik yang tinggi dalam spesies ini. Lambatnya perkembangan gen
yang dikonservasi, termasuk COl yang sering digunakan untuk mengidentifikasi
spesies, merupakan penyebab kesamaan genetik yang signifikan (Hebert et al.,
2003).

Beberapa kelompok taksonomi gen penanda molekuler seperti COI
menunjukkan tingkat keragaman yang rendah karena adanya tekanan seleksi
pemurnian untuk menjaga kestabilan fungsi protein (Pentinsaari et al., 2016). Selain
itu, transfer gen yang intensif antara populasi yang berbeda secara geografis,
terutama melalui distribusi inang, dapat mengeliminasi perubahan genetik yang
signifikan (Siddall and Burreson, 1998). Tan ef a/. (2012) juga mengatakan bahwa
penyebaran parasit pada inang yang berimigrasi seperti ikan menyebabkan
homogenitas genetik di berbagai lokasi geografis dan menyebabkan aliran gen yang
intens antar populasi. Kemampuan P. arugamensis untuk menempel pada sejumlah
spesies ikan teleost, termasuk kerapu, meningkatkan peluangnya untuk menyebar
ke seluruh wilayah Indo-Pasifik Barat. Studi Azmey e a/. (2022) menemukan bukti

kuat bahwa kegiatan akuakultur menjadi salah satu penyebab penyebaran lintah ini,
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Kemungkinan besar, migrasi induk atau benih yang terinfeksi parasit di antara
lokasi akuakultur telah membuat P. arugamensis menyebar ke berbagai lokasi
geografis tanpa memberikan waktu yang cukup untuk terjadinya perbedaan genetik
yang besar.

Penyebaran populasi baru dari lokasi yang sama dapat menyebabkan
populasi yang berbeda tetap memiliki kemiripan genetik yang tinggi karena waktu
mutasi yang singkat (Avise, 2000). Selain itu, sangat memungkinkan bagi populasi
P. arugamensis memiliki hambatan genetik yang cukup besar atau efek pendiri
dalam sejarahnya, sehingga menghasilkan basis genetik yang relatif seragam
(Govedich et al., 2005). Efek pendiri, yang juga disebut sebagai hambatan genetik
(bottleneck genetic), kemungkinan disebabkan oleh kolonisasi awal yang
menyebabkan populasi baru memiliki keragaman genetik vang rendah (Blakeslee
et al., 2019). Tekanan seleksi yang seragam di wilayah laut dengan kondisi ekologi
yang sama di Asia Tenggara berkontribusi pada sedikitnya perbedaan genetik
(Williams and Burreson, 2006).

Sifat parasitisme lintah ini dapat menghambat aliran gen pada jalur migrasi
inang tertentu, sehingga mengurangi munculnya variasi genetik (Siddall and
Burreson, 1998). Stabilitas ekologi jangka panjang di habitat P. arugamensis juga
membantu melestarikan urutan genetik, karena seleksi alam cenderung
mempertahankan genotipe yang sesuai atau yang telah beradaptasi (Near ef al.,
2012). Perubahan terkecil pada sekuens DNA mitokondria, terutama substitusi
nukleotida yang mempertahankan fungsi gen sekaligus menyebabkan sedikit

keragaman (Lavrov, 2007).
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Analisis DNA polimorfisme pada Tabel 2 menunjukkan jumlah situs
polimorfik senilai 107 dari 17 sekuens, hal tersebut mengindikasikan adanya variasi
genetik yang cukup besar dalam populasi. Jumlah situs polimorfik yang sangat
tinggi ini dapat diartikan bahwa populasi tersebut mengalami perbedaan genetik
yang cukup besar atau beradaptasi dengan kondisi lingkungan yang berbeda
(Frankham et al., 2010). Roesti er al. (2014) juga mengemukakan bahwa variasi
genetik dalam populasi dapat mendukung adaptasi melalui proses genetik yang
rumit, di mana perpaduan variasi ini meningkatkan kemampuan populasi untuk
beradaptasi dengan lingkungan yang beragam. Hughes ef a/. (2008) berpendapat
bahwa kemampuan suatu populasi untuk menyesuaikan diri terhadap perubahan
lingkungan dapat divkur dengan melihat jumlah haplotipe populasi, tingkat
keragaman haplotipe yang lebih tinggi berkorelasi dengan potensi adaptasi yang
lebih baik.

Nilai keragaman haplotipe (Hd) sebesar 0,853 mengindikasikan populasi
dengan keragaman genetik yang stabil dan struktur populasi yang kompleks (Grant
and Bowen, 1998). Nilai Hd yang tinggi pada penelitian ini menunjukkan bahwa
meskipun jumlah sekuens relatif keci! (17 individu), distribusi haplotipe cukup
merata dan tidak didominasi oleh satu atau beberapa haplotipe saja, sehingga
menurut Freeland et a/. (2011) hal ini menjadi indikator populasi yang tidak
mengalami hambatan genetik yang signifikan dalam sejarah evolusinya. Jumlah
rata-rata perbedaan nukleotida (k = 27.103) merupakan indikator penting
keragaman genetik di antara individu-individu dalam suatu populasi. Nilai k yang

sangat tinggi mengindikasikan akumulasi variasi genetik yang cukup besar,
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sebagaimana dikemukakan oleh Tajima (1983), yang kemungkinan disebabkan
oleh jangka waktu divergensi yang panjang atau tingkat mutasi yang tinggi pada
gen yang diteliti. Slatkin and Hudson (1991) menyatakan bahwa nilai k yang tinggi
dapat menggambarkan sebuah populasi dengan ukuran besar yang relatif stabil
dalam jangka waktu evolusi yang panjang, hal ini memungkinkan pembentukan
variasi genetik melalui mutasi.

Nilai keragaman nukleotida (m) merupakan parameter utama untuk
mengukur keragaman genetik suatu populasi. Berdasarkan Nei and Kumar (2000),
nilai = lebih dari 0,01 pada DNA inti mengimplikasikan sebuah populasi dengan
ukuran efektif yang besar yang tetap stabil selama evolusi. Frankham et a/. (2010)
dan Bielecki et a/. (2012) berpendapat bahwa nilai = di atas 0,01 pada DNA inti
menunjukkan variasi genetik yang sedang hingga tinggi, yang sangat penting untuk
adaptasi populasi dan kemampuan bertahan terhadap perubahan lingkungan. Nilai
n sebesar 0,058 yang diperoleh dalam penelitian ini menunjukkan tingkat
keragaman genetik yang signifikan, yang mendukung kemungkinan adaptasi jangka
panjang dari populasi. Berdasarkan keragaman haplotipe yang tinggi (Hd = 0,853)
dan keragaman nukleotida sedang hingga tinggi (7 = 0,058), populasi yang telah
diteliti kemungkinan memiliki sejarah demografi yang stabil dengan ukuran
populasi relatif besar selama periode evolusi yang signifikan.

Pohon filogenetik menunjukkan hubungan evolusi antara populasi yang
didasarkan pada variasi nukleotida, di mana panjang cabang menggambarkan
jumlah substitusi genetik. Nilai boofsfrap muncul di setiap node dan mencerminkan

tingkat kepercayaan pada cabang yang terbentuk. Nilai hootstrap 91 pada klade L1
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(Situbondo) menandakan bahwa 91% dari 1000 vji bootstrap mendukung cabang
tersebut, skala 0,050 menunjukan jarak genetik sebesar 5% dalam perubahan
persitus. Pohon ini menunjukkan bahwa spesimen KY441721 dari Penang,
MH299847 dari Bali, MW590422 dari Lombok, dan LM (Terengganu) termasuk
dalam satu klade besar. Hasil tersebut mengindikasikan adanya tingkat kekerabatan
genetik yang tinggi antara spesimen dari Malaysia bagian barat dan Indonesia
(Kvist et al., 2023) .

Dukungan bhootstrap 36 dan 49 bisa dianggap rendah, tetapi tetap
menunjukkan hubungan genetik yang tidak terlalu jauh, hal ini menegaskan dugaan
bahwa populasi di daerah ini memiliki asal evolusi yang serupa atau mungkin telah
terjadi transmigrasi individu antar perairan di kawasan tersebut, seperti melalui arus
laut atau perdagangan ikan (Azmey e al., 2020). Kategori nilai bootstrap menurut
Dharmayanti (2011) terdiri dari tinggi (>85%), sedang (70—85%), lemah (50-69%),
dan sangat lemah (<50%). Pohon filogenetik yang baik seharusnya memiliki nilai
bootstrap lebih dari 70% pada cabang-cabang utama, karena angka ini
menunjukkan bahwa hasil analisis cukup kuat dan dapat dipercaya. Nilai di bawah
70% sering dianggap tidak cukup kuat untuk mendukung hubungan kekerabatan
yang ditampilkan.

Sampel LI (Situbondo) dari Indonesia menunjukkan cabang yang sedikit
berbeda, tetapi tetap dalam klade yang sama dengan Penang dan Lombok,
Pernyataan ini didukung oleh nilai hoofstrap 91, yang menunjukkan dukungannya
sangat kuat bahwa sampel Situbondo benar-benar berhubungan dekat dengan

kelompok tersebut. Oleh karena itu, Situbondo memiliki peranan penting sebagai
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penghubung antara populasi bagian barat (Lombok, Penang) dan bagian timur, hal
ini menunjukkan adanya aliran genetik lintah laut di kawasan pantai Asia Tenggara,
meskipun ada perbedaan geografis (Tan et al., 2012). P. arugamensis dari Tran
(FM208110) memiliki posisi yang lebih basal pada klade, mengimplikasikan
adanya efek pendiri atau kolonisasi jarak jauh dari populasi Asia Barat (Kvist et al.,
2023). Prinsip-prinsip genetika populasi yang dijelaskan oleh Avise (2000) dan
Apakupakul et al. (1999), nilai bootstrap yang tinggi (88%) pada cabang yang
membedakan spesimen Iran dengan kelompok utama Asia Tenggara mendukung
hipotesis bahwa isolasi geografis telah menunjukkan diferensiasi genetik yang
signifikan.

Terbentuknya cabang yang terpisah dengan jarak genetik yang besar
menunjukkan dugaan adanya proses spesiasi alopatrik yang sedang berlangsung.
Spesiasi alopatrik merupakan proses terbentuknya spesies baru melalui isolasi
geografis (Yamaguchi and Iwasa, 2013). Spesimen dari Brunei (MW590444 dan
MW590454), Borneo (DQ414344), dan Hainan (NC035308) membentuk
kelompok terpisah yang masih dekat secara evolusioner dengan klade utama.
Kelompok ini menunjukkan nilai hootstrap yang tinggi (97 dan 98), yang
mengindikasikan konsistensi evolusioner dalam kelompok tersebut. Meskipun
kawasan geografis terletak pada bagian timur laut dibandingkan dengan Indonesia
bagian barat, hubungan genetik yang kuat menunjukkan bahwa lintah laut dari
daerah tersebut kemungkinan memiliki nenek moyang yang serupa, atau telah
mengalami perbedaan genetik secara bertahap dalam jalur evolusi yang berdekatan

(Utevsky and Trontelj, 2004).
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Cabang dengan nilai bootstrap 100 antara spesies Myzobdella lugubris dan
Piscicolaria reducta dari Amerika Serikat menunjukkan hubungan kekerabatan
yang sangat kuat dan dapat dipercaya. Nilai hootstrap 100% menunjukkan bahwa
dari 1000 kali pengulangan analisis hootstrap, semuanya menghasilkan topologi
vang identik untuk pengelompokan kedna spesies tersebut. Nilai tersebut
mengindikasikan bahwa kedua spesies itu memiliki kesamaan genetik yang sangat
tinggi dan kemungkinan besar berasal dari leluhur yang sama dalam periode evolusi
yang cukup baru (Nei and Kumar, 2000). Williams and Burreson (2006)
menemukan adanya homogenitas di antara kedua genus tersebut dalam famili
Piscicolidae.

Namun, populasi P. arugamensis yang berasal dari tempat yang berbeda
menunjukkan pemisahan yang jelas dan tingkat variasi genetik yang cukup tinggi,
yang diduga sebagai dampak dari isolasi geografis dan adaptasi lokal (Utevsky and
Trontelj, 2004). Pohon ini menunjukkan bahwa P. arugamensis dari Indonesia dan
Malaysia adalah populasi yang tergolong dalam satu spesies dengan variasi genetik
yang sedang. Namun, adanya klade-klade terpisah seperti kelompok Brunei dan
Iran mengindikasikan bahwa lintah laut ini sedang mengalami proses divergensi
intraspesifik. Pola sekuens yang serupa di multiple sequence alignment (MSA)
menghasilkan cabang yang berdekatan di pohon filogenetik, seperti Situbondo dan
Lombok. Perbedaan nukleotida yang signifikan di MSA mengakibatkan
percabangan yang lebih jauh seperti pada Iran dan Hainan, sehingga mendukung
pernyataan adanya variasi genetik antar populasi yang berbeda secara geografis

(Futuyama, 2010). Konsistensi antara MSA dan filogenetik memperkuat bahwa
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populasi di Indonesia dan Malaysia adalah bagian dari satu kelompok genetik, tetapi
menunjukkan keberagaman lokal yang signifikan .

Ciri-ciri morfologi pada P. arugamensis dari dua lokasi tersebut
menunjukkan adanya perbedaan. Sampel P. arugamensis yang berasal dari
Situbondo (Indonesia) memiliki pigmentasi warna tubuh yang lebih cerah (coklat
muda) dibandingkan dari sampel P. arugamensis (coklat kehitaman) yang berasal
dari Terengganu (Malaysia), hal tersebut telah dijelaskan oleh Azmey et al. (2022)
bahwa habitat atau kondisi lingkungan dapat mempengaruhi perbedaan pigmentasi
tubuh. Intensitas cahaya, substrat habitat, salinitas dan parameter air, serta interaksi
terhadap host menyebabkan adanya perbedaan pigmentasi tubuh pada P.
arugamensis (Phillips et al., 2020). Secara keseluruhan, morfologi P. arugamensis
dari penelitian sebelumnya seperti Azmey et al. (2022), Ravi and Yahaya (2017),
Agustiya dkk. (2023), Ochtavia dkk. (2024), dan Murwantoko et al. (2018)
" menunjukkan bahwa morfologi P. arugamensis memiliki kemiripan morfologi
yang sama.

Adapun perbedaan morfologi antara P. arugamensis dengan genus lain
namun masih berkerabat dekat dengan P. arugamensis yang berasal dari Amerika
Utara yaitu Myzobdella lugubris dan Piscicolaria reducta. Studi Williams. (2007).
telah menyebutkan bahwa Genus Myzobdella memiliki ciri-ciri tubuh vang relatif
datar dan lebar dengan banyak annuli yang memberikan tampilan bersegmen halus
pada tubuh, serta pengisap caudal yang sangat besar dan memiliki kemampuan
untuk menghasilkan lendir dalam jumlah yang banyak. Sementara itu, genus

Piscicola memiliki tubuh yang ramping dan memanjang dengan annuli yang halus,
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pengisap caudal dan oral yang serupa, dan permukaan tubuh yang halus tanpa papila
dorsal.

Standar deviasi yang rendah menunjukkan bahwa data sampel
mengelompok di sekitar rata-rata, sedangkan standar deviasi yang tinggi
menandakan lebih banyak variabilitas di antara sampel (Riadi dan Ulum, 2021).
Hasil morfometrik P. arugamensis yang berasal dari Malaysia dan Indonesia
menunjukkan persamaan yang signifikan, walaupun terdapat variasi deskriptif pada
beberapa parameter. Standar deviasi yang rendah pada lebar tubuh (£0.08 mm)
dalam kedua populasi menunjukkan adanya homogenitas morfologi yang kuat,
sesuai dengan penelitian Mandarim-de-Lacerda and Del Sol (2017) yang
menyebutkan bahwa SD yang rendah mencerminkan stabilitas populasi. Akan
tetapi, standar deviasi yang lebih besar pada diameter posterior sucker di Indonesia
(£0.20 mm) mengindikasikan adanya variasi intra-populasi yang lebih signifikan,
yang mungkin disebabkan oleh faktor genetik atau lingkungan. Borda and Siddall
(2004) dan Borda et al. (2008) menyebutkan bahwa faktor-faktor geografis dan
ekologis dapat memengaruhi variasi morfometrik.

Hasil uji normalitas Shapiro-Wilk menunjukkan bahwa data morfometrik P.
arugamensis dari Malaysia dan Indonesia tidak terdistribusi normal (p-value
Malaysia = 0.032, Indonesia = 0.019). Ketiadaan normalitas ini memerlukan
penerapan uji non-parametrik, dalam hal ini uji Mann-Whitney digunakan untuk
membandingkan dua kelompok. Hasil uji Mann-Whitney (Asymp. Sig. = 0.834)
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang signifikan antara morfometri P.

arugamensis dari kedua negara. Oleh karena itu, walaupun terdapat variasi
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deskriptif pada beberapa parameter, secara statistik perbedaan tersebut tidak
signifikan sehingga kedua populasi dianggap memiliki karakter morfometrik yang
sama.

Karakteristik genetik P. arugamensis yang dianalisis dengan gen
cytochrome C oxydase subunit 1 (COI) menunjukkan sekuen COI dari P.
arugamensis yang menginfeksi ikan kerapu hibrida di Malaysia memiliki tingkat
kesamaan (similarity) yang tinggi (>98%) jika dibandingkan dengan isolat dari
daerah Asia Tenggara lainnya, yang mengindikasikan variasi genetik intraspesifik
yang tergolong rendah (Azmey et al., 2022). Penelitian Ochtavia dkk. (2024) juga
mendukung adanya homogenitas genetik di wilayah Asia Tenggara yang
menyebutkan bahwa populasi P. arugamensis di daerah ini masih memiliki
hubungan dekat secara molekuler meskipun terdapat variasi lokal. P. arugamensis
yang melekat pada kerapu memiliki bentuk tubuh silindris yang memanjang,
dengan penghisap anterior dan posterior yang berbeda ukuran. Amplifikasi gen
COI pada P. arugamensis menghasilkan fragmen dengan panjang sekitar £650
pasang basa, menggunakan primer universal seperti LCO1490 dan HCO2198

(Folmer et al., 1994).
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VI PENUTUP

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian, dapat ditarik kesimpulan antara lain :

. Hasil sekuensing dan analisis gen COI menunjukkan variasi genetik

intraspesifik pada P. arugamensis dari Indonesia (Situbondo, Bali, Lombok)
dan Malaysia (Penang, Terengganu), dengan adanya situs polimorfik pada
nukleotida spesifik, namun tetap menunjukkan homologi yang tinggi antar
populasi yang berarti bahwa spesimen dari kedua negara tersebut masih
termasuk dalam satu spesies yang identik secara genetik. Pohon filogenetik
menunjukkan bahwa beberapa sampel dari lokasi yang berbeda membentuk
klade yang sama dengan nilai bootstrap tinggi (>90) seperti sampel LI
(Situbondo) dari Indonesia menunjukkan cabangnya masih termasuk dalam
klade yang sama dengan Penang dan Lombok dengan nilai bootstrap 91,
yang menunjukkan dukungannya sangat kuat bahwa sampel Situbondo
benar-benar berhubungan dekat dengan kelompok tersebut, sedangkan
sampel LM (Terengganu) berada dalam satu cabang dengan spesimen
KY441721 Penang, MH299847 Bali, MWS590422 dan Lombok,
mengindikasikan adanya tingkat kekerabatan genetik yang tinggi antara
spesimen dari Malaysia bagian barat dan Indonesia. Nilai jarak genetik antar
populasi sekitar 5% yang menunjukkan terjadinya diferensiasi populasi

akibat faktor lingkungan, geografis, dan tekanan seleksi alam.

SKRIPSI VARIASI GENETIK LINTAH LAUT... NURHALIZA




\wa

IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLA Ry S

tﬁ"’ 2 % i“:
i @mmuamv

w e

\A{ JQ?‘J
AIRLAKERC

gURARAYA

2. Karaktersasi genetik P. arugamensis berdasarkan gen COI menunjukkan
adanya tingkat kesamaan (similarity) yang tinggi (>98%) jika dibandingkan
dengan isolat dari daerah Asia Tenggara lainnya, yang mengindikasikan
variasi genetik intraspesifik yang tergolong rendah, dengan morfologi P.
arugamensis yang memiliki tubuh silindris memanjang dan ukuran
penghisapnya berbeda, serta gen COl P. arugamensis menghasilkan
fragmen DNA berkisar 650 bp.
6.2  Saran

Saran untuk studi selanjutnya dapat mengkaji analisis struktur populasi
secara spasial dengan pendekatan /andscape genetics, guna memahami dampak
distribusi geografis terhadap variasi genetik. Studi juga perlu memperluas objek
dengan membandingkan variasi genetik lintah laut yang menginfestasi spesies
inang lainnya, seperti Kerapu Macan (Epinephelus fuscoguttatus) atau Kerapu
Bebek (Cromileptes altivelis), untuk mengetahui apakah spesies inang berpengaruh
pada struktur genetik parasit. Selain itu, disarankan untuk meningkatkan jumlah
sampel dan memperluas cakupan lokasi pengambilan sampel, baik di Indonesia
maupun Malaysia guna memperkuat representasi populasi lintah laut yang diteliti.
Disarankan untuk penelitian selanjutnya agar tidak hanya menggunakan gen
cytochrome C oxydase subunit I (COI), tetapi juga melibatkan penanda genetik lain
seperti 16S rRNA, ITS, atau COIl agar mendapatkan pemahaman variasi genetik

yang lebih komprehensif dan akurat.
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LOVTHVLNIT ALLANGD ISVIIVA ISdTIAS

VZI'TVHUNN

1st_BASE 5309172 LM1_1CO1490 - Notepad = o x

File Edit Format View Help

>1st BASE 5309172 LM1 LCO1490
CGGAGCTTGATCTGCATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAAT
GATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGGTTAAT TATAATTTTTTTTATAGT TATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGT
AACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGAT TTTGATTATTACCACCAT
CATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATAT
AGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGTGCATTAAATTTT
ATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTACTGTTGT
ATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCC
AGTTGGTGGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC

Suojodip winpagas [T suanyas eie(q ‘[ uendwe|
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T LAVTHVINIT ALLANAD ISVIIVA

VZI'TVHINN

1 15t BASE_5309173_IM2 LCO1490 - Notepad - o x

File fdit Formatl View Help

>1st_BASE_5309173_LM2_LCO1490
ANNNNTNNNTATTCGGAGCTTGATCTGNATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTA
GATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAA
TTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTIG
ATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCACCA
TTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGG
TGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTAT
TAATTACTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACAT
CATTCTTCGATCCAGTTGGTGGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCGGAAGAATTTAAAA
AAAA

Suojodip winjagas AT suenyas vle( ‘7 ueandurey
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LOVITHVLINIT ILILANAD ISVIIVA ISdTIAS

VZI'TVHYNN

1st_BASE_5309174_LM3_LCO1490 - Notepad
File Edit Format View Help

B1st BASE 5309174 LM3 LCO1490
NNNNATTTTANNTTCGGAGCTTGNTCTGNATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGT
AGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTA
ATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTT
GATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCACC
ATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAG
GTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTA
TTAATTACTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACA
TCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCTGGAAAATTTAAAA
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VZI'TVHINN

" 15t_BASE_5309175_tM4_LCO1490 - Notepod - [v] X

Fde Edit Format View Help

B1st_ BASE_5309175_LM4_LCO1490
NNNNTNTNNTNTTCGGAGCTTGNTCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGT
AGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTA
ATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTT
GATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCACC
ATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAG
GTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTA
TTAATTACTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACA
TCATTCTI‘CGATCCAGTTGGTGGGTGGGGA’I‘\CCAATITTATACCAACATTTATTTI‘GATT’IT[TGGTCACCTGGAAATITATAA

Fuojodip win[agas pJAT Suanyas ele( ‘4 uendurey
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"} 151_BASE_5309176_LM6_LCO1490 - Notepad - i ] X

file Edit Format View Help

>1st_BASE_5309176_LM6_LCO1490
NNNTATNNNNNTATTCGGAGCTTGNTCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAG
GTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGG TTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTC
TAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATT
TTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCA
CCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTT
AGGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAG
TATTAATTACTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATA
CATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCGGAGAGATTTAA
AA
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"7 141_BASE_$309177 L14_1CO1490 - Notepad - o X

File Edit Format View Help

>1st_BASE_5309177_LI4_LCO1490
NNNNNNNTNNNTTCGGAGCTTGNTCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGT TTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGG
TAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCT
AATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTT
TGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGAACAGTCTACCCAC
CATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTA
GGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGT
ATTAATTACTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATAC
ATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCGGAGAATTTAAA
A

Buojodip winjaqas 11 susndjes eje( "9 uendwe]
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VZI'TVHINN

" rew FASTA - Notepad - 8 X

File Edit Format View Help

>LMI_Pterobdella_arugamensis
AGCTTGATCTGCATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAAT
AATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAG
ACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACA
GGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTITTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAAT
TTTAGGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTACTGT
TGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGTGG
GGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC

>LM2_Pterobdella_arugamensis
CGGAGCTTGATCTGNATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACT
CAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTC
CAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGT
ACAGGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATITAGCAGGAATTTCATC
AATTTTAGGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTAC
TGTTGTATTACTACTTTTATCTITACCTGTATTAGCAGC TGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGG
TGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTITITGGTCAC

>LM3_Pterobdella_arugamensis
GGAGCTTGNTCTGNATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTC
AATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCC
AGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTA
CAGGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCA
ATTTTAGGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTACT
GTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTITAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGT
GGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTIGGTCA
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" *new FASTA - Notepad - [s] X

File Edit Formatl View Help

>LM4_Pterobdella_arugamensis
CGGAGCTTGNTCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAAC
TCAATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTITGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCT
CCAGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATC TTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGG
TACAGGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTT TACATTTAGCAGGAATTTCAT
CAATTTTAGGTGCATTAAATTTTATTACAACAAT TTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTA
CTGTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTG
GGTGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCA

>LM6_Pterobdella_arugamensis
GAGCTTGNTCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTC
AATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCC
AGACATGGCTTTTCCACGACTTAATAATC TTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTA
CAGGTTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTITCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCA
ATTTTAGGTGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCATTATTTGTTTGAGCAGTATTAATTACT
GTTGTATTACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGT
GGGGATCCAATTTTATACCAACATTTATTITGATTTTTTGGTCAC

>LI4_Piwerobdella_arugamensis
TCTGCAATAATTGGAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCAATAATTAC
AGCACATGGGTTAATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTCTAATTGGTGGTTTTGGTAAC TGGC TAGTACCTTTAATAATTGGTGCTCCAGACATGG
CTTTTCCACGACTTAATAATCTTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTCTTCTTTTATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTTGA
ACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAATATAGCTCATTCTGGGCCATCAGTAGATTTAGCAATTTTTTCTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGG
TGCATTAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCAT TAT TTGTTTGAGCAGTATTAATTACTGTTGTATT
ACTACTTTTATCTTTACCTGTATTAGCAGCTGCTATTACAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATACATCATTCTTCGATCCAGTTGGTGGGTGGGGAT
CCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTITTTGGTCA

>
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Lampiran 9. Analisis dan hasil homologi sekuens dengan NCBI BLAST

M Gmoll B Youluoe B Mas @ LanchMesting - 2. @ SSCASN ODiN [l Sebekn Cadon Toru 3 At

National Library of Medicine

Natianal Center for B v Information

BLAST ¥ » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help

"' Important update
i)

Effective August 2025, the ClusteredNR database will become the default Protein BLAST database Learn more about ClusteredNR

m blastp blastx tblastn thlastx

BLASTN programs search nuciactide databeses Using 3 nucholide gquery. more. Retet page

Standard Nucleotide BLAST

Enter Query Sequence

Enter accession number(s). gi(s). of FASTA sequence(s) Ciear Quety subiange
ATCATTATTTGTTTGAGCA! ATMTI»\LTGTTGYAT‘-\LTACFT?#TEZITY &

ACCTGTATTAGCAGCTGCTAT TAGAATATTACTTACAGATCGTAATTTTAATA Fithoy
MATCCAGTTGG TG TGHGGATCCAATT TTATAGCARCATTT =
ATTTTGATTTTITGGTCAL . To
Or. upload file Choose Fiie  No file chosen
Job Title
Y
Align two or more Sequences "
M G @ outuor B Mass @ LanmcoMesting 2 @ SsCASHORON [l Seleisi Caton Farw [ A Boskrmere
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxenomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show | 100V
selectall 100 sequences selected
Desengtion Sewontific Kamu Bl T’ Chiney Bes Astissnr
Seore Seorae Cover
(v o = ' 8 100 o7 2
8 v i Gl L 7 ' 100% 1618 f 1
Hiared \ it ot i s JenG 0 10 A3 637 !
a " 1 y 3 b 1 i a7 10 053 837 175
Tl 5 sl L b ’ } a7 €37 2
[ [t B g skaln Fish Lood 2 " 40 J a7 837 81
m ¥ 1 ) a7 )0 9937 837
8 Z=dan 2} 4 3 J o5k, a0 e682% MiGe0164.1
2 L E L4200 oh ¥ ¥ 10 0942 LONEE034.1
= o L0z FLRENIC fng. par 00 w52 MV S3422 1 %
B 2 ! 3 1 1 f 10 G936% B2 106.1 ﬁ
L IRaYe o wase | oNt 1 10 GDIS% 625 NIADEM21
bl L & X - 4 ] G 35 £28 -
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Lampiran 10. Data DNA Polimorfisme di DnaSP

ﬁ DNA Seguence Polymorphism - DATA NCBLfas - [Output of: DATA NCBI.fas]

4

File Data Display Analysis Overview  Generate

Tools

cEaE s B DE D

Window

78

Help

DA Potymorphism

input Data File: C . \DATA NCBifas

Number of sequences: 21 Number of sequences used 21
Selected regon: 21-16162 Number of stes 16142

Total number of stes (excluding stes with gaps / missing data): 462

Number of polymomphic (segregating) stes, S: 107
Total number of mutations. Eta: 126

Number of Haplotypes. h S
Hapictype igene) dversty. Hd. 0.781
Vanance of Haplotype diversty 0 00585
Standard Dewviation of Haplotype diversty 0076

Nucleotide diversty, Pi: 0 04504
Samping vanance of Pi. 0.0002170

Standard deviation of Pr. 0 01473
Nucleotide diversty {Jukes and Cantor), PC). 005310
Theta jper ste) from Eta: 0 07581

Theta fper ste}from S, Theta-W. 0.06437
Vanance of theta ino recombmnation): 0 0004834
Standard deviation of theta ino recombination) 002212
Vanance of theta free recombinationj 0 0000387
Standard deviation of theta free recombination): 0.00622

Finte Stes Model
Theta {per ste) from Pi: 0.05247
Theta {per ste) from 5: 0.07482
Theta {per ste) from Eta. 0.08282

Average number of nuclectide diferences k 22 657
Stochastic vanance of k ino recombmnation), Vstk) 97623
Samping vanance of k ino recombnation), Vsk) 10 406

Total vanance of k {no recombination). V). 108 025
Stochastic vanance of k free recombination), Vst 7 552
Sampling vanance of k free recombnation). Vsk) 0 755

Total vanance of k free recombination). Vik): 8.308

Theta lper sequence) from S, Theta-W 25 741
Vanance of theta {no recombination): 104 460

[DNA Polymorphism
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Lampiran 11. Pensejajaran sekuens di MEGA 12

[ M12: Alignment Explore - o *

Data Edit Seatch Alignment Web Sequencer Display Windows Help

_— -

s EnEwe r «0xhBx +FHarQRag
DNA Sequences Translated Protein Sequences
SpecesiAbbne
1M1 .
2142
11M3
41M4
5 Ma
84
T RYL4ITIOP arug |
8 KY441720 Penary |
9 KY441721 Porary - |
10 MWS004T9 Terd - |
11 MHPESBAT Bad ||
12 MWS500422 Lonr| - |
13 MWS90444 Br - | . -
14 WSROI BAg - - - - - - - - .
15 FM2081104an |- |-
10 DO 14044 Borr
17 NCO35208 Ham
18 DO4TAIMP ad - |-
19 DO414300 Aess -
20 DOATAR Wyeg - |
21 DO41439 Prsc| - | -

|

66000

< >
Sitee 1 5 ®with wiogeps Selected genetic code: Standard
M12: Alignment Explorer = v} <
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Windows Help

O=B%EnEwre » «BX x +3 ar Q238
DNA Sequences Transtated Protein Sequences
SpecievAtby 7' * see a re sesasass saeas wlaveie warainlae e Wieie ejainie e laTh s Ceaiaaia wieslale’ aTeiaale Walewie afeewdn winTee alel e dleias Waaiane e
1My
Z2LM2
3iM3
4LM4
SAMG
Gu4
7 Ky4ar7iop.

9 KYA41721 Pora i
10 MWSA0478 Tor d
11 MHZO9047 Bah C|
12 MWS90422 Lo :
13 MWSG0444 B c|
14 MWA00454 B c|
15 FM2081100an g—
16 DO414344 i
17 NGO3SIOB Hain <
18 DO414IMP c|
19 DO414300 ;{
20 DOA14328

21 DG4143N c

< >

Stew 106 - ®with I w/ogaps Selected aenetic code: Standard
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[ M12: Asgnment Explorer - o x
Data Ednt Search Alignment Web Sequencer Display Windows Help
(el EnE e r «0X x +8ap Q321

G000

66000

21 DO414339 Prac|

< >
Stew 207 3 owith wiogeps Selected qenietic code: Standard
[ M1z Abgnment Explorec - o b
Data Edht Search Alignment Web Seyuencer Display Windows Help
=@ T r «0X x +24p Qaaa

) O

bt
ol
:

Y 0 O

O

18 DO4YAIM P
10 DQ414300

20 DO414324 M
21 DO414339 Pisc

< >
Suew 112 : ®with wiogaps Selected genetic code: Standard
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I 212 Aigrment Explarer

Data Edit Search Ahgnment Weh Sequences Display Windows Help
W] < R W ¥ «0x x +dap 2e8
DINA Sequences Translsted Protein Sequences
SpecesAIy Tttt sl ceaceri AT e eeeseiaes AL e B T

ERL R
4 1M
SMe
6ua
7 KYai71a P

NO0B0008000T

Stee 420 = vt

. wlo gaps Seiecied genetic code Standard

[ a2 Asgrerent Explorer
Data Edit Search Abgnment Web Sequencer Display Windows Help

e EnErbe » «OX %2 +FH4p 238

DNA Sequences Transbted Protem Sequences

SpocesAtbry ® <t s e
1M1

2142

EATH] ¢
4uae Ge
51Ma L‘;’
6U4 ;j
T KYATI P A

60 ©

06000

>
Stes 518 3 ® with

_ wio gaps Sedected genetic code Standard
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[ M12. Algnment Explorer
Data tdit Search Aligrment Web Sequencer Display Windows Help

s EmEve r «fOX x +Hap qaaa

DNA Sequences Transtated Protein Sequences
SpeciesAbbre v
LNEIE)
21m2
ERTES
a4
SLME
LR
I'KVHUWP

21 DOANII6 Prec €] <0 A 6TGG . 1 ¢ ¢ SATTTITT .

< r
Stes 530 : ®with | wio gaps Selected aenetic code: Standard
[ m12: Abgnment Explocer - a *
Data Edit Search Aligrment Web Sequencer Display Windows Help

(@ BeEwrse » «0X x +Fapr Q2342

DNA Sequences Translated Protein Sequences

1S PNININEE 5+ oo sfefde o daiminne s 50 oo w Bie e bin 6 aid Bae siee daeee e e siva aeeeE e e 8 e e e e e e e e W B e SR e e i e S e

DB TR IO -+ oo ufide o 0o sunigrern o a0 v o mn srmie et e e e B W Sy T

i mmmwwcwmc““
DM P G = o s oo s ca v aiianie sibie vib e s BB e b s me oaaaie ssl Bies oih

19 DO414300 Asst .

20 DO414324 My - B Sa mCa)S WAL ee e SR R LES e e SR WG e e A A e e SIERESTE SS0A ave S EIEIN AT EEEANNEIE RS T B
:n)mummc.. ............ . o ) o ) . ) . S

Stew 714 = ®owith  hwio gaps Selectad qenetic code: Standard
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Lampiran 12. Data sekuens berdasarkan situs yang terkonservasi

[ M2 Sequence Data Frplorer (seq bars meg)

Data Onplay Search Groups. Fighlght Statistics  Windows.
™M Gves *-4p 29 @3-
[1Mame
[N A clrcEry TCA A A (i T 1
A CRTCTTTITATCA A A GGTTGEGT T
= “ CRTCTTTITATCA A A GGTT1GGT T A
A cHTcmTITATCA A Al GGT 1661 T A
A clirclriiRTCcaA A A GGITGGT 1 A
A CRTCTTITATCA A A GEII1GGT 1 A
Y cHrclr I PRI CA A Al cBl166T T A
A (d R« FE8) TCA A A G il 1 1 A
A CTTCRTTIRATCA A A GBTITGGT T A
A cRTclrIIATCA Al A GGITGGT 1 A
A cRTCcHTTEATCA A A GGTTGGT T A
A clrcirTHATCA A A GGITEGT T A
A CATCRTITATCA A A GGITGG! 1 A
A CHTcHTIEATCA A A GGITGGT T A
A CTTCTTTEATCA A A TGTAGGT ¥ T
A CRTCHTTRRICA A A AGT 1661 T A
A clrclT IR CA A A GBITEGT T A
T THAcCHT THERTCT A A TGITEGT A T
T cRrcRTTIATCA A 6 GGTAGGT T A
A TTATHATTAGGT T A TGTTGGA T T
121, 0414329 A THATRACTAGGT T A TEI166A 1 1
£ B
st 13 mono Conservect 551/119000 21 tasa selcted Data
[ M12: Sequence Data Explorer (seq barumeg)
Data Risplay Search Groups Highlight Statistics Windovrs Halp
Bi0id gav T cvms *-4np 230
E]ﬂ.mu
Fhn
%zmz
31M3
[Jams
M6
lan L
[2]7. €v441713 P. acugamensis Penang|
%nmmmm
{19 kv441721 Penang .
1] 10, MW390479 Terenggany AllC
-] 11, MH299847 Bak ATTC
12, MWSS0422 Lombok ATTC
[2113 news90484 Brunei ATTC
%umnm ATIcC
1 15, FM208710 Iran R B
A <
ATTC
AT T
ATTT
18 Ec
TR

Comarved. 551139800 21 taxa selected
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[ 1442 Sequence Data Explore tse b imeg) = o X
Data Display Search Groups. Highlight Statistics  Windows Help

BiBR G I CVPRsS *-d b 22 B

ﬂu-r-

e [t

12 IM2

> > > > > PP P P> > P>

™ = = PP B3> RPEIPFPED>> D>
PFPOCO0DCODOQACOODGODDDH
PEEEEEE RS R R RN
e T R e R
>>Q>>>>>P>P>P P3P >E>»>
- = > > > > > PP PP PRI E >
ot D> ot ot i b b od o o o b o | o m w e
B I T T I e e i e T Tt
AA =N =ANANAANAANAAAN

~
~

siter 8 2 130600 Conserved: 551/139600 21 123 seiecred Data

B m12: Sequence Data Explorer (seq bans meg! = m  m
Data Dusplay Search Groups Highlight Statistics Windows Help

B i a4 cveis k-4 28 B

[

e P e R e )

| 16 Q414344 Botneo
17. NCO35308 Hainan

~ =3 >>>>>3>>3 2> >R
o o Y b =4 = bt o = b ot ] e =
- > > »>P>>>>>> > > B> PP > >r R
- AN -0 -0000AORODDDDDD
R e e i BT T e e e s )
—.-.)-l—c-ob-l-o-«q—-i-«-a-—‘o-—q-—q—-«-ﬂ
> PP AP P =>EP P> P P>
e e e e ol e N N e N R N N e e N N N s
I B T e T e B R R T T
R R T ]
~ 44 S4AASAANNNANANANANAAN
- 2> > >0 > > P PP EPErPD >R

TiA
7
T
TA
T
T
T
14
TA
Y
TA
T
1A
1
TA
1
TA
T A
TR
TA
CA

Stes 1582 1139400 Comserved: 5517133300 21 taxa solected Data
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[ M12: Sequence Data Explorer (seq barumeg) - a

Data Display g Search
[ I < BN Gl R

PERIEE R R R R R

Groups Highlight Statistics  Windows  Help
CVPFS A-d 28 -

T R e I T B R e e e W e e T
3o 3 B Q) o Do oo oot = -
R E R E R R E T R R R
—mMANN—=RNARAAAAAANADLAA
> r > POFPPOLOOOOOODD DD DD
L e
PP P 4> 3> > >>>P P> >
T e B R T I T T I T )
PR E R R R T R
> P > 2+ >»>=>>>>>>P>PPP»>P>

T P B oot — o = ot = =

Congerved. 5517139300 21 taa selected Data

[ 1412 Seqquence Data Feplares (s buan ) - a
Data Display  Seauch

TA
)

—~ = » > P P> P 2P P B >R>PEP I

| 21. DQd14339

stes 39 3 139800

SKRIPSI

Groups Highlight Statistics Windows Help
cvwes -4 88 3

L e
et e ot B mt o o ot o o = == =
>3 =3P UAIPOOFORFPOO000 G
> P~ =~ > P> P> PP EE>RE
b fY ot e g et e =t = o = =
“ =P >P P OPPPE>EPIEEREEr>
4 43> » PP PP PP >P>PD>ErrP

Conserved 551/139800 21 tava selected Data
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[ M12 Sequence Data Explorer {seq bani rweg) - o ®
Data Display Searth Gioups Highlight Sutistics  Windows  help

B i T cvres *-ap &8 m-

[ Name

id
e

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
L]
A
A
A
A
A
A

T S B T B P e B I o ST
4 4> > P P >P>>PEPERREE> P>
>>>>3>>0>>>>>>r>> > >
I E R E E E E R E P E E S E S T R
R E R R E R T S T
R e I e e e W I e T T
>>>» > POFPFP>P P> PR >
LR R R R R R N R R
N R E R R E R R RN
e Bt A A g e o omd A =d = om m m
EEE - EE R R EE R E R R R
T T T
4~ 43> > > P PP >>> > > >> P >>D

i >
ﬁh‘_ ‘7i£jﬂm Conserved: $51/139800 21 taxa selected Data

[0 M 12: Sequuence Data Explorer {seq bar mea) - a8 x
Data Dislay  Search Groups Highlight Satstks  Windows  Help

Bililgeid cves -4 28 o

&

awms
4.1M4
5.iM6
au
7.XYA1719 P, stugamensis Penangl
B, KV441720 Penang

9, KVA41721 Prriang

10 MWSIOLTD Terenggany
1, MH299347 Bai

12 MW590422 Lombok
73, MWS90444 Brunes

74, NWS90454 Brunes

15, FAA208110 o

16, DQA14IM Borneo

17, NCOISI08 Hainon

5. D443

19. DQAT4300

20, Q414324
2100414339

RN

N R O )
B T e T e e B i o B I B
R
¥ 3 3 b PP PrIEEEERE
T T e T T e T e P

EEEEEEEEE

A
A
N
AR
A
TA

- —3 3 om =
T D
AR

<
ster 5540 /13900 Consenvmt 5517139800 21 tana selected Data
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mmrs-mw-&plurumb-umw - o *
Data dl Groups Highlight Statistics Windows Help

B..usm BT cvms | b R (T - O e B
Name

TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAC
TTATAT
Yoo
TTATAT
TAGATC
TAGATC
TAGATC
TITATAT
TTATAC
CTTTAT
CTTTAC
CTTTAT
CTTTAT

[ |9.Kv441721 Penang
10. MW590479 Terenggany
1. MH299847 Bali

e e e e e B B
R R
ARNMNRAAMRAAAAAAANA
> B P PP >rPPPrPPrrrr>
e e e R e R e
R e e e e e T
» > > >>>2>2PO000000
e e T A BT R R )
R NN N

15. FM208110 iam

> > > > =
e e

(-]18 pOa143a
19. Q414300
{120, p414324
[~]21. 00414339

T R
- - NN =
“ > > > n
R D
- o = P o= = ¢
“ 4> 0>Q
SN AN -0
o> > P o

< »
stes 631 7 /139900 Conserved: 5517139800 21 thes selected Data
M2 Sequence Data Explorer [seq ba meg) - o] X
Data Display  Search  Groups Highlight  Statstic  Windows  Help
Bl awT? cvreis a2 SN
< |Name
M 3 :
[“lame2 2 s el s i iy 2 N RPE
[]ama R o veeeaa-... ... 0. ... W ...
lama 1if@rcarcal---.0..-.H8. ... I} U PR
[]s.1m6 o Sew wia SratE latea SRR SLd B . e B SN . o BT 5 B
Cleu WM. I ..-N.... .. .. . . 8. ..
17, KY441719 P. srugamensis CCCIGECTGCCCTOCETGECTGLECCTG -« = SR
|8 KY441720 Penang CC-TGGCTFGGCCTGGCTGGCTGGCCTGG - - - -, . .. ... PO RS RO | P S -
]9, K¥441721 Ponang CC-TGGCTGGCCTGGETGGCTIGGCCTGG - - - - o . . . .. .. bed mivss violile:s st Wess s lcos =
110, MWS500479 Terenggany T - S .. L s L oz el S s
(] 17 MH299047 Dai CCTGGAAGTTTACTGGAAGTTITACCTGGAAGTTITAATCAACATETATT TTTGGTCACCTGGAAGT TTACTGC
E]ﬂ,mzzw L. P I e s % =
(] 13 MW590444 8runei 2 ..R..-....B... .B-.. 8. ..... KR .... ..-N.....

GGRATTATTRCTICABATTGRTACACAAANTGCTANTAAARCAGAR
inwuisi -;m-------8----

>
Conserved: $51/139800 21 tava seiected Data
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Lampiran 13. Data sekuens berdasarkan variable dalam situs sekuens

] M12 Sequence Data Explorer (seq baru meg) - [s] X
DRata Desplay Search Croups Highlight Statistics Windows Help
B L0k a»T™ cveis -4 2@
[} Name

T R S ey R R P e Y . 'k - -AGCTTGATCTGCA- TARTHGC

2wz ' Saee e oo Boclocrreatclic [l TG c

[ama - - : - . FGGAGCTTG?TCTGIA TAATTGC

[Flame . .8 = CCGAGCTTIG?TICRGCRATAATEGC

[dswme e e e GAGCTIG?TCIGCAATAATEGE

Csu Giwae Wwm Wwdoas Hivsr e v  w s . e wa ma s wae aw e s o B 8- -rcllaciRaTER TG C

[]7. XY441719 P. srugamensis Penang|- - - - - - - - I B B I SR -----N--B--B--------H--B--B&-B GC

[ 8. x¥441720 Perang I P B B . B B O - o - - - GC

[7] 9. x¥441721 Penang : ieis walE wEE e B e waeans w .. B -B PP - = < - e

[2] 10, MWS90479 Terengganu SRR - SIS ATATTEGGAGCTTGATCIGCAATARTIGE

[Z] 11 MH299847 Bk AMAGATATTGGAACETTATATTTTATATTEGGAGCTTGATCTGCAATARTTGC

S e S ATTEGGAGCTTGATCTGCAATAATIGC

.................... e e TTTTATATTEGGAGCTTGATCRGCAATART NG

. S CATATTTITATATTCGGAGCTTGATCTGCAATAATRGC

......................................... . - .........%..8..8-..--....H.-.B--B8-B. -

- ST SACTTTIATATTTITATATTEGGAGCTTGATCAGCAATAATTIGT

T GCGATGACTTTATTCAACTAATCATAAAGATATTGGAACTTTATATTITTATATITEGGAGCTTGATCTGCAATAARTTGC

ACCTTATATTTTATATTIGGTIGCTTGATCTGCTATAATTIGE

. ACATTATATTTTATATINGGRGCTIGATCTIGCAATAATIGE

& ACTTIATATITTTATRITEGGAGCTIGATCTGCTIATGETAGE

121 paer4zze ACHTTATATTITATEI TEGGAGCTIGATCTGCTATGETAGEC

< >
Stes 17 /139300 Vatiable: 277/139800 21 tava selected Data

[ M12. Sequence Data Eqplore (seq baru meg) - o] 4

Data Display Search Groups Highlight Statistics Windows Help

B AHEQ e ™ cves - XS M-

EKACTA‘GT‘AYAAGGTT'EGYAAII'L‘GAGCAGAATrll’CACI-AECAGG-I-AGATYT!YAGAA.&ATGAT.CAAAT?1AI’AACI(!

GIAACTAGTATAAGGT TTGTAAT TCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGIAGATTTATAGAAAATGATCAAATTITATAACTCA

GIAACTAGTATAAGBT TTGTAAT T CGAGCAGAAT TATCACAACCAGGTAGATTIATAGAAAATGARCAAATTTATAACTCA

GIAACTAGTATAAGGT TTGTAAT TCGAGCAGAATTAT CACAACCAGGIAGATTTATAGAAAATGATCARATTTATAARTCA

GIAACTAGTATAAGBT T TGTAATTCOGABCAGAAT TATCACAACCAGGIAGAT TIATAGAAAATGATCAAATT IATAACTCA

GIAACTAGTATAAGGTTTIGIAATTCGABCAGAATTATCACAACCAGGIAGATTTATAGAAAATGATCAAATTITATAAGTCS

17, kvaar719 P, is Pen, AACTEAGTATAAGGT T TIGTAAT TCGABCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTITATAACTCA

[-] 8 k441720 Penang GIAACTAGTATAAGGT TTGTAAT ICGAGCAGAAT AT CACAACCAGGRAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAAGTCE

GAACTAGTIATAAGOTIIGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGIAGATTTIATAGAAAATGATCAAATITATAACTCA

GIAACTAGTATAAGBT TTGTAAT T COGABCAGAAL TATCACAACCAGGIAGAT THATAGAAARATGARCAAATT TATAAGTCY

(2] 1. MH299847 Bak GIAACTAGTATAAGGT ITGTAATTCOGAGCAGAATIATCACAACCAGGTIAGATTITATAGAAAATGATCAAATTTATAAGTCA

[ -] 12 Mws90422 Lombeic GIAACTAGTATAAGGT TTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAACTCA

13, MW590444 Brunsi GIAACTAGTATAAGGT TTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAAGTCA

GIAACTAGT ATAAGGT T TGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGRAGATTIATAGAAAATGATCAAATTTATAAGTCR

I8 e - AGATTIGTAATTCGAGCAGAAT T AT CACAACCAGGIAGAT TTATAGAAAATGAGCAAATTTATAATTCS

GIAACTAGTATAAGRT TTGTAAT TCGABCAGAATTATCACAACCAGGIAGATTIATAGAAAATGATCAAATTTATAATTCE

GIAACTAGTATAAGGT TTGT AATTCGAGCAGAARTATCACAACCAGGTAGATTTATAGAAAATGATCAAATTTATAAGTCA

GITACAAGAATAAGAT TTGTAAT ICGAGCAGAAT TATCACAACCAGGIRAGAT TRGIAGAAAATGATCARAT I TATAATTCA

QU ACTAGAATAAGAT TTGTTAT ICGAGBCAGAAL TGI CACAACCAGGAAGAT TIGIAGAAAATGATCAAATT TATAALTCA

- -I‘Ac')\ AATARGAATAATTATTICGARCTGAATTATCTICAACCAGGTAGATTGETAGAAAATGATCAAATTTATAAGT CT

[-121. paarasse TACATCAATAAGAATAATTAT 1CGAACTGAATTATCICAACCAGGTIAGAT TGETAGAAAATGATCAAATTTATAACT CI

< »
Sites 807 4139800 Variable: 2777139800 21 taxa selected Data

SKRIPSI VARIASI GENETIK LINTAH LAUT... NURHALIZA



IR — PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
89

[0 12 Sequence Lata Explocer fseq baru meg) &= o e
Data Dizplay Search Groups Highlight Statistics Windows Help
B Al e ™ cveis w-ap 292 m-

GTTAATTATAAT
TTAATTATAAT
TAATTATAAT
TAATTATAAT

STTAATTATAAT
VCATGOGT TAATTATAATL
A AATTATAAT
AATTATAAT
AATTATAAT
ARTTATAAL
AATTATAAT
AATTATAAT
AARTTATAAT
AATTATAAT
AATTATAAT
AATTATAAT
AATTATAAT
AATTATAAL
AATTATAAT
TAATTATAAT
TAATTATAAT

] 15, FM208110 kan
] 16 DO&14344 Bariwn

P T I T I e e e e e e

[~]21. 0041339

< ¥
Sites 159 : /139800 Vasiable: 277/139800 21 tana solected Data
[ 1412 Seuence Data Explorer tsexg baru reg) = o x
Data Dsplay Search Groups Highlight Statmstics Windows
Bigi a1 cves
[lrwman TAATAATCTTIAGATTTITGATTATTACCACCA
Zlawmz TAATAATCTIAGATTITIGAT
Cl3m3 TAATAATCTTAGATTITIGAT
El.wl TAATAATCITAGATITTOAT
sms TAATAATCTITAGATITIGAL
:361] TAATAATCTTAGATTITITIGAT
(17, K¥441719 9. arugamensis. TAATAATCTTAGATTTTIGAT
Etﬂ“lmhﬂq TAATAATCTTAGATTTITIGAT
E&lﬂ“lﬂ!?ﬂuﬂg TAATAATCTTIAGATTTITIGAT
] 10 MWS90479 Terenggenu TAATAATCTITAGATTTIGAT
E“.Wmﬂ&i TAATAATCTTIAGATTITGAT
C!lmw TAATAATCTTAGATTITGAT
(113 MWS90444 Bunei TAATAATCTTAGATTTITIGAT
L] 14 MWS0454 Brunet TAATAATCTTAGATTITGAT
L] 15 FM208110 ban TAATAATCTTAGATTITTGAT
16. DQA14344 Bornes TAATAATCTITAGATTTIGAT
L2117, NCO25308 Hainan TAATAATCTITAGATITITGAT
(112 DQ414334 TAATAATCTITAGATTITIGAT
~]19.DQ214300 TAATAATCTTAGATTITGAT
lenacmma TAATAATCTTAGATTIIGAT
EI?.M‘M)!S TAATAATCITAGATTITIGAT
< >
stes 238 7 /430800 Varisble. 277/139800 21 tasa selected Data
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[ 12 Sequence Data Explorer {seq bati meg; - o X
Data Display Search Groups Hightight Statistics Windows Help

B ARl avT* cves -4 S8 &

[~ name

IBENTTE] ATT At

[F]2.m2 atr AT

Tams ATT AT

Elema ATT AT

Clsive aAlt AT

Cleu AATT AT

(2] 7.%¥441719 P. srugamensis Perang] TIA A 1 T At

{8 K¥441720 Perang Martt ‘T

- 9. 6r441721 Penang A 1

- | 10. MW590479 Terenaganu A A T T

/] 11, MH299847 Bak AAT A

“§ T4, MWSD0434 Biuned

15 FM203110 ran

16, DO414344 Bomeo
“| 17, NCO35308 Hainan

] 18 DO414334

19 DO414300

20.DO414324

|21 patas

>
-
-t

=t o A a4 s md f oy o A4 oh e omd oy md =e e

Bl B G : ¥orlicck o8 1 Loy TIATCARCTAATL

Stes 317 330800 Vanable: 2717139800 21 taxa selocted Data

ERTLE]

A IM4

5.IM6

b.u

L KY441719 P. arugamensis Penang|

(]
¢
]
{
&l
]
{.-

(5115, FM208110 tran
{116, 00414344 Bomeo

(7117 NCO35308 Hainan
-] 18, DQAT433A
] 19, Q414300 1
[]20. 00414324 TTCATCTAT
[“]21. Dn4razze TICATCEAT
< o 3
Stes 3% 0 /130800 Variable: 277/139800 21 taxa selectedd Data
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[ M12: Sequence Data Explorer tseq bat meg)

Data  Display

Narme
[Fruwn

Stes 415

= /139800

Search

B il gw T2
%

]

e R e T B e R e N R e B e e |

[ M2 Sequence Data Explorer (seq barumeg)

Data Display

N
i

ERUE]
4(ma
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8. KY441720 Penang
9. KY441727 Penang
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11, MH299847 Bali
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]

14. MWS590454 Brunel
15, EM208110 tran
16, DOA14344 Bomeo
17. NCO35308 Hainan
18, DO414134

19. DO414300

20. DO4I4324
21.DQ414339
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SKRIPSI

1. KY441719 P. srugamentis Penang|

Search

ORI B T2

TRl | R

Groups Highlight Statistics Wincows.

CIVAPL 8 *-d
TAAATTITAT T 1A
TAAATTTTAT TTA
TAAATTTTAL 1A
TAAATTTITAT LT
TAAATTITAT TR
TAAATTTITAT 1714
TAAATTITAL 14
TAAATTITTAL 14
TAAATTITAT B
TAAATTITAT 1
TAAATTTTAY T
TAAATTITAT 3T
TAAATTITATY T
TAAATT T LAT 14
TAAATTITAL 1
TAAATTTTAT A
TAAATTITAL TTA
TAAATTTITAT T
TAAATTTTAT 1
TAAATTITAT 15
TAAATTTTAT 14

Variabile: 2/7¢139800 21 taua selected Oata
Groups Highlight Statistics ‘Windows Help
CVPS *-d > 293

Variatsle: 2777139800

ftacty taccllararrace
B1act TACCRGTAT
Bracst TACCHIGTAT
STACTT TACCEGTAT
HTACTT TACCHGTAT
CTACT TACCHGLAL
Wracta TACCHGT AT
rracrt TACCHGTAT
Riactt TACCHEGTAT
tTacTT TACCEGTAT
H1ACTT Tacclarat
TACTT TACCHGTAT
FTACTT TACCHEGTAT
g1ACTT TACCHGTAT
TACTT TACCRGTAT
TACTS TACCEIGTAT
TACTT TACCAGTAT
TATTACTT TACCHGTAT

racet
Tacchr

Grat

TTaAaTTACTY GrAT

21 taen selected Data
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B m12: Sequence Data Liplarer (seq baru.meg! - o x
Data Display Search Groups Hightight Statstics  Windows  Help

B LAl g™ cvnes *-adp SS @-

| Name

1M1 AAfacEECcATTBr rBoalfcclorflcclfcs -Moclicalicc TGATTTTTTGGCA
2.1M2 AATAC CATIETIEGATCCAGTTIGGIGG GGGGATCC TGATTTTTIGGHCA
M3 AATACATCATTETTEGATCCAGTTGGTGG-TGGEGATCC TGATTTTITGGHCA
4ma AATACATCATTETTEGATCCAGTIGGTIGGGTGGRGATCC TGATTTTTITGGRC A
5.IM6 AATACATCATTETTEGATCCAGTTIGGTIGG-TGGEGATCC TGATITTTTIGGHCA
(a1 AATACATCATIET TEGATCCAGTIGGIGGGTGGHBGATCC TGATTTTIIGGHCA
7 KY841719 P. ansgameni P AATACATCATTIETTEGATCCAGTIGGTGG - TGGAGATCC TGATTTTTITGGRCA
1B KY441720 Perang AATACATCATTETTEGATCCAGTTGGTIGG - TGGAGATCC TGATTTTITGGHCA
9 €V441721 Penarg AATACAECATTETIEGATCCAGITGGRGG TGGAGATCC TGATTITTIIGGRCA
10. MWS90479 Terengganu AATACATCATTETTEGATCCAGTEGGIGG - TGGAGATCCAAT TR Saaiadl. . e . . ... oo g o
11 MH299847 Bal AATACATCATTETTEGATCCAGTEGGTIGG - TGGAGATCC TGATTITTIITGGHCA
12 MW590422 Lombok AATACATCATTETTEGATCCAGTIGGTGG - TGGAGATCCAAT TTAGATECAAT - - -l oo .
13. MW550444 Brunei AAMTACATCATTEITEGATCCAGTTGGTGG - TGGAGATCC . -
14, MW390454 Brune: AATACRICATICI TRGATCCAGTRGGIGG - FGGRAGATCCAAT TERGATECAATT = - - - - fe- oo v oo -
151208710 ran - - -B--B--R--B--B-R---R--B--R--B---l-- - B
16. DO414384 Bomeo ARTACATICATIEI THGATCCAGTITGGEGG TGGBGALCC TGATTETT- - -@ -
17. NCD35308 Hainan AATACATCATIETTEGATCCAGTIGGIGG - FGGAGATCC TGATTTTTTGGGC A
umﬂlijl AATAC CATITTICGATCCAGITOGOAGG - BOGGEGATCC TaAtTI Il - .
19, DQ414300 AACACTICATTITTIEGACCCAGTAGGRGG - FGGAGATCC TeATTITT--- M. -
] 20. 00414324 AMTACAMCATINT TTGATCCRGTINGGIGE - FGGTGALCC TGATTEITT - - - .
J21 naans AsfacARcATTRT THGcAlccloTlaclas - Baallcalicc TGATTITT---J§- -
< o >

ster 633 213000 Varlable: 277/139200 21 tasa selected Daa

[ 1412 Sequence Data Explores fseq baiwmeg) - o ®
Data Display Search Groups. Highhght Statistics Windows Help

B i@ g cveis *-4 >SS M-

EM

Stes 7123 129800 Variable 277/139600 21 tana selected Date
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[ m12: Sequence Data Explorer (seq bartu meg) - o X
Data Dsplay  Seaich Growps. Highlight Statistics Windows. Help.

B.Li0@ @* ™ cveis w-d D Q8 -

1 .. - - . . ‘B B
BIEXTTH - R B i . -B. . . . e
ERTTE] o i = u = % -B- SO o s vneetn E6e SUREE G SwELEE EnE Sl
A.LM‘ ... B - - - = . CHEEN. D L e ee aaeied ie a7 ede e il
~lsme B i # -B- . . e
e s s I - % ) - . Fa e s 3 Bieis

1. K¥441719 P. anugamentis SEs - +: 5 & o B RN G wealE A e WSS FIPSPTIND g ey

Etﬂﬂimm e . - - - . . . o, . s o2 s e s b 4 e 6.eie 5s ad b e.s bla e s
qnnmmm g R B L I -B- . e
| 10 MWSE0479 Terenggany = dle 3 3 = . -B- SN - i s wis wd = WS e ele T E R
11, MH29984T Babi TT1 ACTG T 1 GTT i R :
:;12_mm — . e i A -B. . . . . . e e e et e e e e |
<113 MWS90444 Bruned - .. - - - . - . Bl B T A e :
. | 14, MWSS0454 Brunei = 3 K ” 3 A N B B, S o ST MG R UG FE Sew O 2% 6
15, a208110 Wan . . L L B I L S -
[ | 16. DQ414344 Bomeo . E c A N A B e T
i a T ATAG A 1 GG T T TTTATTGTATGAGCACACCACATATT
< >
stes 7917 /119800 Variable: 2777139800 21 tass selected Data
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Lampiran 14. Data sekuens berdasarkan singleton per-situs

[ M12: Sequernce Data Exploter (seq batu meg)

Data Display Search

Groups

BLEd g

[IName
[Fuma
[lamz
BENTE]
[-]ama
(L151M6
U

8. KY441720 Penang
. KY441721 Penang

KY441719 P arugamensis Penang| -

Highlight
S

G NP

Statsstics

Windows Help
- ]S m-

10. MWS90479 Terenggany |-« - - - - - s s - e e e e el e e sl s s s . domlles sE waee ATAT
1mH2o9e478a  [fo oo TCAACAAATCATAAAGATATTIGGAACTETTATATTTTATAT
[ 12, MWS590422 Lombok - R e R AR IR NI eI AT
3. MWS90444 Brundd 00 |- - - - - - - - s s e e e e el - - TTTTATAT
[‘_Luwmu&una‘ . - ATATTITTATAT
S.FM20B110IaR @0 Je]s ¢ s s s s e e e i h h i b e e e e d t e s e ee e e e x5 - =
6, DQ414344 Bomeo |ef- - - e o - o e e w ol o wi. . ¥ s W A . . ACTTTATATTITIATAT
117, NC035308 Hainan AlTGCGATGACTTTATTCAACTAATCATAAAGATATTGGAACTETTATATTTTIATAT
(ﬁmumus,u e e mimgiar g v mam g o mRE SRSV G wesmTaEEe B ik e ACBTTATATTTTIATAT
f_?w.Don-l.sou ----- ACATTATATTTTATAT
[Jaopaanizzs oo ACETTATATTITATTT
[121. D433 o I I PP R ACETTATATTTITATTY
<
Sites 12 /139800 Singleton: bi/139800 21 1axa selected Data
[ M12: Sequence Data Explorer (seq barumeg)
Data Display Search Gioups Statistics Windows Help
; BN k-4 220
GAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAARTRTICACAACCAGGRAGATTTATY
GIAACTAGTATAAGGTTTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGEAGATTTAT
GIAACTAGTATAAGGITIGTAATTCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGIAGATITAT
GAACTAGIATAAGGTITTGIAATTCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGIAGATTTAT
GIAACTAGTATAAGGITTIGIAATTICGAGCAGAATTATCACAACCAGGTIAGATITITATL
[Fleu GIAACTAGTATAAGGITTGIAATTCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGTAGATTTAL
[-]7 k¥ad1719 P. arugamensis PenanglGIA A C TAG T ATAAGG T T TGTAAT TCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGTRAGATTTAT
DBKY‘MH’IQM GIAACTAGTATAAGGTITTIGIAATICGAGCAGAATTATCACAACCAGGIAGATTTAT
(19 €v441721 Penang GIAACTAGTATAAGGFTTGTAATTCGAGCAGAARTATCACAACCAGGFAGATTTAT
[ GIAACTAGTATAAGGI TTIGTAATTCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGTAGATTITAT
GAACTAGTATAAGGTITTGTAATTICGAGCAGAATTATCACAACCAGGTIAGATITAT
GIAACTAGTATAAGGTITTGTAATTICGAGCAGAARTATCACAACCAGGIRAGATTITAT
I GAACTAGTATAAGGT TTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTAT
[] 14, MW590454 Brunei GIAACTAGTATAAGGITTIGTAATTCGAGCAGAAT TATCACAACCAGGRAGATTITAT
[]15. FM208110 ran L BRI AGATTTIGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTITAT
[]16. Q414344 Bormeo 'nnc1nurA1AAﬁﬁrrruiaarranG(AﬁAAfiAlcAcamccacﬁianAIrrnr
-] GIAACTAGTATAAGGT TIGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTAT
GITACAAGAATAAGAT TTGTAATTCGAGCAGAATTATCACAACCAGGTAGATTTGT
GITACTAGAATAAGATTTIGTITATTCGAGCAGAACTGTCACAACCAGGAAGATTTGT
GITACATCAATAAGAATAATTATTICGAACTGAATTATCTICAACCAGGTAGATTGET
G| TACATCAATARGAATAATTATTCGAACTGAATRTATCTCAACCAGGRAGATTGET

80 7139800

Sites

SKRIPSI

Singleton: 68/139800

VARIASI GENETIK LINTAH LAUT...

21 tana selected
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m M12 Sequence Dota Explorer (seq barumeg)

Data Display Search Gronps Highlight Statistics Windows Help

Rifimw» Tt cvwes -4 2 SIE-
AATAATTACAGCACATGOGTI TAATTATAATTITTITTITEATAGH
L_‘lZ.lMZ AATAATTACAGCANCATGGGTTAATTATAATTTITITRATAGT
Faima AATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATITITTITTATAGT
[Flama AATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTITIRTITIATAGT
. LM 6 AATAATTACAGCACATGGGTTAATTATAATTITIRTIITATAGT
e AATAATACAGC TTAATTIATAATITIRTTITATAGT
.l‘\'HﬂWP.umm’;Pemm;AjAIAAIIACnG(&CAIGGGTYAAIlJ\YAAI’TT11"llT»\!AGY
KY441720 Pensng AMATAATHACAGCRCATGGGT TAATTATAATTTITIMITRATAGT
. KY441721 Penang AéATAAT‘ACAGCl;CATGGGTTA!(!ATAAT‘-11711"'1\1#61
AATAATTACAGCACATGGGT TAATTATAATTTIRTTIATAGT
ATAATIACAGCACATGGGTTAATTATAATTTIRTTITATAGT
AATAAY{Y:'!(AGCA:!‘ATGGGITAAY!AYAA!TT'II‘II'l'-AIAGI'
AATAATIACAGCACATGOGTITAATTATAATTTIRTITTATAGT
AATAATTACAGCACATGGGT TAATTATAATTITTITTTRATAGT
AATAATLACAGCACATGGTTTAATTATAATTTTIRTITTATAGT
AATAATHACAGCRCATGGGTTAATTATAATTTITETIRATAGT
A:ATAATT_»ICAGC!oCATGGGITAATTATAA1YTITTIT=A'IAGT
AlAlAA:cati\btRc—\lgul||AAIIArAA|!rIt|r'r-A|A(.r
AATAATHIACAGCACATGGC T TAATTATAATTITEITTATAGE
li1AA!1A(AG(5(AIGGIIIAAI1ArAA1rtlrrrTA|Aal
A TAATEACAGCICATGOI T TAATTATAALTTIIRTIEATAGT

Sited 159 7 /139800 Singleton: 63/139800 21 taea selected
B 1472 Sequence Data Explorer (seq baru meal
Data Display Search Gioups. Highlight Statistics Windows Help
Bl g1t cves K-> Q&
7] Hame
[GliRccrHraaTAaTTGGHIGC I CCAGACATGGETTT
G T RCCTRTAATAATTIGGHGCTCCAGACATGGLTTT
GITACCTITAATAATTGGIGCTCCAGACATGGET T
[Zlamas TACCTITAATAATTGOIGLTCCAGACATGGE I TT
[L]swme GITACCTITAATAATTIGGTGCTCCAGACATGGCT T
Zleu GITACCTIIAATAATTIGGIGETCLAGACATGLET T
L] 7. kvaarmigp Penang{GITACCT I TAATAATTGGTGCTCCAGACATGGET T
[T]8 kva41720 Penang GITRCCTHTAATAATTGGHGC I CCAGACATGGCT T
[]9. kv441721 Peruang G TACCTITAATAATTGGRGCTCCAGACATGGETTT
J1D.Mwiwf9‘ﬂnqg-lm G'T&(,L l"‘ TAATAATTGGTOGCTCCAGACATGGET T
11, MH299847 Bab GTRCCTRTAATAATTIGGIGE ICCAGACATGGE T T 1T
] 12. MWS90422 Lombiok G TACCTTITAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTT
[] 13 MW590444 Brunei G TACCTITAATAATTGGTGCTCCAGACATGGCTTT
[] 14, MWS90454 Brunei G TACCTITAATAATTGGRGCTCCAGACATGGETTT
{] 15 F208110 lran GTACCATTAATAATTGGTGCACCAGACATAGETTT
[2]16. DQ414344 Bomeo GlTACCTITAATAATTGGTGCCCCAGATATAGCTTT
{2117, NC035308 Hainan GTACCTTTAATAATTGGTIGCTCCAGACATGGETTT
(=] 18 DO414334 GITRCCARTAATAAT TGGRGCGCCAGACATAGET T
(] 19. 414300 GTRCCACGTAATAATTGGRGCACCAGACATAGCATI
20.D0O414324 GTACCATTAATAATTGGIGEACCTIGATATAGECATT
1. DO414339 G TR CCARTAATAATTGGIGCACCTGATATAGCATT
Singleton: 68/139500 21 tava selected

SKRIPSI

VARIASI GENETIK LINTAH LAUT...

Data
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ACGAC
ACGAC

TATACCAAT
TATACCAA
TATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCAA
ATACCTAA
TATACCAA
AATACCTA
TATACCAAT
ACCAAT
ACCTATL
ALCAAT
ACCART
ACCAAT

B I I

TAT
TAT
AAT
TAT
TAT

AAT
AAT

rccacoleTTAATAAT
Tce \CTTAATAAT
1ce (CTTAATAATL
1cc CTTAATAAT
1ec TTAATAAT
Tcc TTAATAAT
Tec {CTTAATART
Tce TTAATAAT
Tce (CTTAATAAT
ree TTAATAAL
TCCACGACTTIAATAAT
TCCACGACTTAATAAT
1eC TTAATAAT
ol = FTTAATAAL
T TTAATAAT
cce TTAATAAT
Tieg TTAATAAT
10 CTTAATAAT
cce TTAATAAL
1 11 T

1 FTAAT

ARAARNANNANANANANNANNANAANANA

a5

= =3 e
AATTGGEHGGTTITGGTAACTGGCTAC
AATTGGTGGTITTGGTAACTGGETAC
AATTGGEGGTTTTGGTAACTGGCTAC
AATTGGTIGGTTTTGGTAACTGGCTAL
AATTGGTIGGTTITIGGTAACTGGLTAC
AATTGGRGGT T ITGGTAACTGGCTAE
AATTGGIGGTTTTGGTAACTGGCTAC
AATTGGTIGGTTTTIGGTAACTGGCTAC
AATTGGTGGTTTTGGTAACTGGCTAC
AATTGGTIGGT TTTIGGTAACTGGCTAC
ARTTGGIGGTTTTGGTAACTGGCTAC
AATTIGGTGGTTITGGTAACTGGETAC
AATTGGIGGTITTTGGTAACTGGCTAC
AATTGGEGGTITTIGGTAACTGGCTAC
AATTGGIGGGTTTIGGTAATTGATTACL
ARTTGGRGGTTITGGTAACTGATTGE
AATTGGEGGTTTITGGTAACTGGCTAC
AATIGGBGGC T TTIGGAAATTIGGT 1AC
AATTGGTIOGATTTIGOGITAATTGATTAL
AATTGGEGGGTITGGAAATTGACTIC
ARTTGGRGGGT TTGGAAATIGACTIC

2

- o %
AGATTTTGATTAflTACCccAaTCATT
AGATTTTGATTAMIACCRCCATCATT
AGATTTITGATTATTACCACCATCAT]
AGATTTTIGATTATTACCACCATCATT
AGATTTTGATTATTACCACCATCAN
AGATTTTGAITATTACCACCATCATT
AGATTTITGATTARTACCACCATCATT
AGATTTTGATTATTACCACCATCATT
AGATTTTGATTARTACCRECATCATLT
AGATTTTGATTATRTACCACCATCATIT
J\(il\'lIITEAIIA‘I!’ACLACLAILQII
AGATTTTGATTATTACCACCATCATT
AGATTTTGATTATTACCACCATCATT
AGATTTTGATTATTACCACCATCATT
AGATITTGATTATTACCACCTTICATT
AGATTTTGATTATTACCTCCATCATT
AGATTTTGATTATTACCACCATCATT
AGATTITGATTARTACCMCCITCACT
AGATTTITGATTACTACCACCATCACT
AGATTTIGATTATRTACCACCATCATLT
AGATTTTGATTARTACCACCATCATLT

NURHALIZA
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[ M12 Sequence Data Explores (scq bans meg) - o x
Data Duplay Search Groups Highlight Statistics Windows Help
Bl T cves - S @
Maartcrrcr TMTATCAtcTBeAT TART TGAAAGTIGGGGT TGGTACAGGITGAACAGTCTACCCRCCATTATCAGCTART
TAATTCTTCTTETATCATCTIGCATTAATTIGARAGTIGGGGT TGGTACAGGTITGAACAGICTACCCACCATTATCAGCTAAT
HAATTCTTCTTRTATCATCTGCATTARTTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGRTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAAT
TAAT TCTTCTTHTATCATCTBCATTAATTGAAAGTIGGGGTTGGTACAGGITGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAAT
HAATTCTTICTTIHTAICATICTIGCATTAAT TGAAAGIGGGGT TGGTIACAGGETGAACAGICTIACCCACCATTAICAGCTARAT
IAAIIL!ICT(T.lA'ICAlCTd(AIIA.&'Ill.n‘\AAb'lGGGG'!IGGIAI:AGG]E!EAA(A(:ICTAE((A(LAITAI’(A(:CI'AAI
.Anrrmrcn'rt.:\rcntcfﬁcanA-A'rrGAA»\McscGrraGIACAﬁGi‘rGAACAmcr.\cccnccmw\rcaccr,\Ar
TAATTCTTCTTRTATCATCTIGCATTAATIGAAAGIGGGGTTGGT CTACCCACCATTATCAGE TART
TAATTCTTCTTITATCATCTGCATTAATTGAAAGTGGGGTTGGT CTACCCACCATTATCAGCTAAT
AATTCTTICTTRTATCATCTGCAT TAAT TGAAAGTGGGGT TGGTACAGGT TGAACAGTICTACCCACCATTATCAGCTAAL
TAATTCTTICT TR TATCATCTIGCATTAAT TGAAAGIGOGGTI TGGTACAGGTTGAACAGICIACCCACCATTATCAGCTIAAL
HAATTCTITCTTRTATCATCTIBCATTARTIGAAAGTGGGGTTGGTACAGGRTGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAAT
AATTCTTCTTRTATCATCTRCATTARTTGAAAGTGGGGTTGGTACAGGTGAACAGTCTACCCRCCATTATCAGCTAAT
7] 14, MW500454 Brunei AT TETTETT R TATCATCIBCATTARTIGAAAGTGGGGT TGGTACAGGETGAACAGTCTACCCACCATTATCAGCTAAT
5 FM208110 ran AATTCTTCTTRTATCATCTIGCATTAATIGAAAGTIGGTGTAGGTACAGGT TGAACTGTTTATCCGCCATTATCAGCTAAT
16. DQ414144 Dornec IAA'IY('Il(lelA‘(Al‘(l'ﬁ'CAfIA‘TTGAAAGTGGAGTfGETA(AGG?lI’GAACAGff1A€CCl(CAIYl!CAGC1AAI
TAATTCTTCTTRTATCATCTGCATTAAT TGAAAGTI GGG TGGTACAGGE I GAACAGTCTACCCACCATTATCAGCIAAT
T AT T I TACTTATATCTTCAGCATTAATTIGAAAGGGGTGT TGGTACAGGATGAACTGTATATCCACCATTATCATCTAAT
AT TCTTCTTATATCATCARCATTAGT TGAAAGGAGGGTAGGTACAGGTTGAACAGTATACCCACCATTATCAGCTAAT
[ 20. D0414324 TAAT T T LATTATTAGGT I CAGCTI T TAATTGAAACAGGTIGT TGGAACAGGTTGAACTGTIATACCCACCTITATCATCTAAT
[ 21.00414339 T AAT T T TATTAETAGGT TCANCT T TARATTGAAACAGGTGTTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTITATCATCTAAT
< 3
Stes 317 2 Singleton 68139800 21 1ae selocted Data
11472 Sequence Data Explotes [seq barumeg) o] X
Bata Display Search Groups Highlight Statistics Windows Help
B il ®m™T™ cvris k-4 QM-
ENUR] [Maraccicaticllocaccarcacracallli TAGCAAT TTIICT I TACAT I TAGCAGGAAT T TCATCAATTITTAGGHGCAT
21M2 HATAGCTCATICTGGGCCATCAGTIAGATTTAGCAAT TTITCITTACATTITAGCAGGAAT TTCATCAATTTIAGGTGCAT
ENTYES AT AGCTCATTCHGGGCCATCAGTAGARTTAGCAAT TT T RICTITACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGRGCAT
4iMa HATAGCTCATTICHGGGCCATCAGTAGARTTAGCAATTTTMTCTTITACATITAGCAGGAATTTCATCAATTTITAGGEGCAT
M6 AT AGETCATTCHGGGCCATCAGTAGARTTAGCAATTTTRICTITACATTTIAGCAGGAATTITCATCAATTITTAGGERGCAT
ai} 1ATdG(lCAl’YC?"GGGC(A?CAGI&GA'I’]IAG(AAT[71,[C|11A(A‘Y!AGCAGGAA'(I"ICA'CA!\I"II'|»\GG:|G(AI
(] 7. 00401719 P. arugamensis Penang T/A T AGC TC AT TCHGGACCATCAGTAGARTTAGCAATTTTRICTTITACATTTAGCAGGAATTITCATCAATTTTIAGGTIGCAT
[ 8 XY441720 Penang ‘AfAGCICAT((?-GGA((A'I(AG'{AGA"F'IIAGCIAI"ITT:TICTSIACATTIAGCAGGAAIIICAI(AATerAGGfGCAT
(19 Keaa1221 Perang TATAGETCATTCHGOGECATCAGTAGATTTAGCAAT T TTTICTTITACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGRGCAT
[L2] 10 MW590479 Terengganu AT AGCTCATTCTGGACCATCAGTAGAT T TAGCAATTTTRICTTTACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGEGCAT
11, MH2E0847 Bal HATAGCTCAT TCTGUGLECATCAGTAGARTTAGCAAT TTIRTCTTTIACATITAGCAGGAAT TICATCAATITIAGGIGEAT
112, MW590422 Lombok TATAGCTCATTCHGGGCCATCAGTAGAT TTAGCAAT TTIRTICITIACATTTIAGCAGGAATITCATCAATTITIAGGREGCAT
TATAGCTCATTCRGGACCATCAGTAGARTTAGCAAT TT T EICTTITACATTITAGCAGGAATTTCATCAATTTTAGGRGCAT
TATAGCTCATTICRGGACCATCAGTIAGATTTAGCAATTTIRTCTITACATTTAGCAGGAATTTCATCAATTTTIAGGREGCAT
(2] 5. FM208110 tan HATAGCTICATTCRGGGCCATCAGTGGARTTAGCAATTTTATCTITACATTITAGCGGGAAT TTCATCTATTITTAGGREGCAT
[116 DO414344 Bomeo AT AGCCCATTCAGGTICCATCAGTAGATTTAGCAATT I TR FCTITACATTTAGCAGGAATTTICATCAATTTTAGGRGCAT
| 17. NCO35308 Hainan TIATAGCTCATT 'i'GGACCAYCAGrAGAFTIAGCAArTrr;T,rCr!IACATrrAGc.\caA,ArrrcArca\grrvtnnuj‘cc.\r
18, D04 14334 1AaTAGCTCATT TCAGTTGATTIAGCAAT T TIETCTETACAT I TAGCAGGAATT -CATCTATTITTIAGGBGE 1T
{119, bQa14300 TATAGCCCATTCHGGTCCATCAGTI TGARCTAGCAATITIRICT ITACATTITAGCAGGAATTTCATCIATTT ITAGGAGE 1
{120 pQa143za T TAGCACATTCTGGACCATCAGTAGATATAGCAATTTITETCTCTACATTTAGCTGGTATTITCATCTATTITTAGGTIGGAT
[ 21. 0414339 I T AGCACATTCHG66ACCATCAGTAGATATAGCAATTITTETCTITTACATTTAGCIGGTATTITCATCTATITTIAGGRGCAT
< >
stes 196 7 110800 Singleton: 8/139600 21 tana selected Oata
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T M2 Sequence Data Explorer (seq baru mea)

Data Display

<

Skes 475 0 /139800

Search

BLigE a2
] Name

10 MWS30479 Terengganu

[ 12 Sequence Data Explorer (seq banymeg)

Data Display

Search

| .elE st cv

Mame

2. MWS90422 Lombiok
3. MW590444 Brunei
4. MW590454 Bunel
5. FM208110 Iran

16. DO414344 Baineo
117, NCO35308 Hanan
B DO414134

19, DQ414300

L DQAT4324

[ 21.paardn30

Ster 554 0 /130800

Groups Highlight Statistics Windows Heip
C VPi§ -4 38 0O-
MranarrrratfacRacaat tr1asallat RCoRIGAAATGGGT TRAAAT TRGAACGTIATATCA
HrAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGT TAAAAT TAGAACGTATATCA
HIAAAT I T TATTACAACAATTITTAAATATACGATGAAATGGGT TAAAATTAGAACSTATATCA
TARAT T T TATIFACAACAAT I TIAAATATACGATGAAATGGGT TAAAATTAGAACGTATATCA
HIAAAT TTTATHACAACAATTT TAAAATACGATGAAATGGGT IMAAAT TAGAACGTATATLA
TTAAAT T T TATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCA
ITAAAF1I\‘AI:I'A(:.'_AA(AA‘!!T1AA.\]T‘A!’,ACG‘!GAAAIGGGTI'&AAA!IIG&AFGT&IA!(‘A
HTAAATTTTATTACAACAATT T TAAATATACGATGAAATGGGT TAAAATTAGAACGTATATCA
TITAAATTTTATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGTTAAAATTAGAACGTATATCA
PrAaat 11T AT TACAACAAT T TTAAATATACGATGAAATGGGT TAAAATTAGAACGTATATCA
TTAAAT T T TATTACAACAAT T TTAAATATACGATGAAATGGGT TAAAAT TAGAACGTATATCA
HTAAATTTTATHACAACAATTTTAAATNATACGAT GAAATGGGT T A TRAGAACGIATATCA
TTAARTTTTATTACAACAATTTITAAATATACGATGAAATGGGT TAGAACGTATATCA
TTAARTITTATHFACARCAATTITTAAARATACGATGAAATGGAT TAGAGCGTATATCA
HiAaaAT LT T1TAAALATGCGATGAAATGGAT TAGAACGTATATLA
Hraaattate TITAAATATACGATGARATGGAT TRGAACGTATATCA
TTAAATT T TATTACAACAATTTTAAATATACGATGAAATGGGT TAGAACGTATATCA
HTAARTT T TATEACAACAATTTTAAATATACGTIIGAAAAGGCT TAGAACGTATATCG
HTAAATT T TATIHACKACAATTITTAAACATACGATGAARAGGCT TAGAGCGTATATCA
HIAAAT T T IATHACAACTGTAAT TAATATACGAT GAGAAGGGATAAAAT TRAGAACGAATACCT
TAAATTTTATHACKACTGTAATTAATATACGATGAGAAGGAATAAAATTGGAACGAATACCT
Singleton: 68/139800 21 taxa selectod Data

Groups Highlight Statisticy Windows Help

Pi 8 *-d 22
AT TAATTACTGITIGTARTACTACTTIITATCTT ATTAGCRGETGCTATTACAATAT
TATTAATTACTGTITGTARTACTACTTITTIAICTT Al CTGCTATTACAATAT
HATTAATTACTGTITGTARTACTACTITITATCTT Al TGCTATIACAATAL
TATTAATTACTGTTGTATRTACTACTTITTIATCTT Al TGCTATTACAATAT
TATTAATTACTGTITGTARTACTACTITIATCTY ATTAGCAGCTGCTATTACARTAL
TATTAATTACTIGTIGTARTACTACTTITTIATCTT ATTAGCAGCTGCTATTACAATAT
THATIAAT TACTGTITGTARTATTACTITIAICTT ATTAGCAGCIGCTATTACAATAT
TATTAATTACTGTTGTARTATIACTITTATCTT [ GTATTAGCAGCTGCTATTACAATAT
AT TAATTACTGTI TGTARTATTACTITTATCTITTACCHGTIATTAGCANGETGCTATTACAATAT
AT TAAT TACTGTIGTARTATTACI T ITATCTITTACCHGTAITAGCRGCTIGCTATTACAATAT
ATTAAT TACTGT TGTANTATTACTTITIATCTTTACCTRGTATTAGCRAGCTGCTATTACAATAT
AT T AAT LACTBT TGTARTATTACTTIITATCTTITACCHGTATIAGCRGCTGCTATTACAATAT
TATTAATTACTGTIIGTATTATTIACTTIITATCTT ATTAGCAGCTGCTATTACAATAT
HATTAATTACTGTIIGTAMTACTACTTITIIAICT] Al TATTACAATAL
TATTAAT TACTGTITGTARTATTACTTTFATCTTTACCEGTAT TACAATATL
AT TAATTACTGTTGTARTATTACTTITTIATCTITTACCTIGTATTAGCAGCTIGCTATTACAATAL
AT TAATTACTGTAGTAGTATTACT T TTATCATTACCAGTATITAGCRBGCAGCAATTACTATAT
TRTTAATTACCGTAGT T R TATTACTT I TATCATTACCRGTATTAGCRGCTGCTATTACTATAC
AT I TATTACAGTAAT TR TATIACTIT I TATCTITTACCHGTIATTAGCAGCAGCAATTACAATAC
AT T T AT TACAGTAAT I RTATTACTTITTATCTTTACCRGTATTAGCAGCAGCAATTACAATAC

Singleton: 68/139800 21 taca selected Data
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TEATTITGITITGAGCAGT
TIATTIGTIITGAGCAGT
TTATTTIGITIGAGCAGH
TTATTTGITIGAGECAGH
TTAITTTIGTITIGAGCAG!
TTATTTGTTTIGAGCAGT
TTATTITGTITIGAGCAG!
TTATTTIGITIGAGCAGI
TTATTTGTTTIGAGCAGT
TTATTTGTTTIGAGCAGT
TTATTIGTTITGAGCAGT
TTATTIGITIGAGCAG!
TTATTIGTTITGAGCAGI
TTATTTIGITIGAGCAGT
FTTATTIGITIGAGEAG
TTATTIGITIGAGCAGT
TTATITGTTTGAGCAGT
TTATTTIGTATGAGCAG!
TTATTIGTITGAGCAG!
TTATTIGTATIGAGCTG!
TTATTTGIATGAGCTG]

>

= ] X

TRCTTIACAGATECGTAAT
TACTTACAGATCGTAAT
TACTIACAGATCGIAAT
TACTTACAGATCGTAAT
TACTTACAGATCGTAAT
TACTTACAGATCGTAAT
TACTTACAGATCGTAAL
TACTTACAGATCGTAAT
TACTTACAGATCGTAAT
TACTTACAGATCGTAAL
TACTTACAGATCGTAAT
liA‘{']TAfAGAT{'GIAlI
TACTTACAGATCGTAAT
TRCTTACAGATCGTAAT
TRCTTACAGATCGTAAT
TRACTTACAGATCGTAAT
I':A:(TTA(AGATFGTIAI

TRECTTACAGATCGTAAT
TATTAACAGATCGAAAT
rlxﬂaacaﬁaT(ﬁAAAI
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[ 1412: Sequence Data Explorer seq banumeg)

IGGGGATCCAATTITATACCAACATTITAT
TGGGGATCCAATTTTATACCAACATTTAL

GGGGATCCAATTTTATACCAACATITAL

TG6GGGATCCAATTTTATACCAACATTTAT

GGOGATCCAATTTTATACCAACATITITAT
GGGOGATCCAATTTITATACCAACATTTAT

FGGAGATCCAATTITATACCAACATTITAT
TGGAGATCCAATTTITATACCAACATTTAT
“TGGAGATCCAATTITATATCAACATTTAL

TGGGGACCCAATTITATATCAACATTITATY
TGGAGATCCAARTTTITATACCAACATTTAT
GGGGGACCCTATTCTTITATCAACATTTAT
“TGGAGATCCAATTCTTITACCAACATTITAT

GGTGACCITATTCTTITATCAACACTTAT

TGGTGATCCTATTCTTTATCAACACTTAT

Data Display Search Groups Highhght Statistics Windows Help
Bigd a»® cvres w-ap 28 8-
Name

1M MrrraafacBicarrcricealficcacifloc
L2 HITTAATACATCATICTICGARCCAGITGG
3.1M3 HITTAATACATCATICITCGATCCAGITGG
4ima TTTTAATACATCATTICTTICGATCCAGTITGG
[lswms T TTAATACATCATICTICGATCCAGTIRGG
Fleu HITTAATACATCATTCTICGATCLAGITGG
[] 7. 0¥441719 P arugamenss Perang TT T TAATACATCAT TCTTICGARCCAGT GG
18 KY441720 Fenang T TTAANACATCATICTTICGATCCAGTRGG
9 KY441721 Renang HITTAATACATCATTICTTCGARCCAGIRGG
(110 MWS90479 Teretgganu TTTTAATACATCATTICTTICGATCCAGTINGG
[ 11, MH299847 Bak T TTAATACATCATTICTTICGATCCAGTNGG
12, MWS90422 Lombok iTrTAA ACATCATTICITCGATCCAGTIIGG
13.Mwsmm T T TAATACATCATTICTTCGATCCAGTIGG
] 14. IW580454 Brunei HITTAATACATCATTICTITCGATCCAGINGG
(-] 15. FM208910 b N R BT B .-
-] 16. DO414344 Bomea T TTAATACATCATTCTTTIGATCCAGTITGG
'ihﬂﬁﬂ&ﬁﬂm ITTTAATACATCATTCTICGATCLAGTITGG
118 DO4IAIM T TARATACATCATTTTTCGATCCAGTIGE
:v.omusm T TAAARCACTTICATTTTICGACCCAGIAGS
[]mnmuml MITTAAATACAACATTTTITIGATCLTIGTIGG
[£]21. oaar4sz0 T TAAATACAACATTTITTITGARCCTIGTITGG

<
Sites an::nm Singleton: 68/133800 21 taxs selected
[ 1412 Sequence Data Explorer (seq ban:meg;

Data Display Search Groups Highlight Statistics Windows Help
B L@E st cves w-a 88

7] Name
s
[FJamz
EETE]
lama
(]smme
e

[-] 7. X¥441719 P arugamensis Penang]

[7]8. XY441720 Penang
[1-19. x¥a41721 Penang

7] 14 MWS90454 Brunel
(-] #m208110 ran
[~ 16. DQ414344 Borres
17. HCO35308 Hainan
18 DO414334

(-] 19. 00414300

|1 20. DQ414324

|]21. 00414339

cc
GC

TGeece
TGGCC

Singleton: 68/139800 21 towa selected
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TITGATTT
TTTGATTT
TTIGATTT
TTIGATTT
TTIGATTT
TTIGATTT
TTTGATTT
TTTGATTT
TTIGATTT

TTTGATTT
TTTGATTT
TTTGATTT
TTTIGATIT
TCTGATTT
TCTGATTT
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Lampiran 15. Data morfometrik P. arugamensis

data mentah morfometrik - Excel

Insart Draw Page Layout Formulas Data Review View Help Q Tell me what you w
¥ : s = 5 |
Times New Romar = 12 - A A = ¥ - 2 Wrap Text General L
e B/ / U .- - - A- e- 4= - Merge&Center -~ $ - % ¥ W% FC
<
Clipboard 12 Fent = Alignment % Number
Al . I Perhitungan morfometrik
A B C D E F G H ! J K L A
Perhit N
- “_, “?:]: alpstn Rata rata SD
2 M1 |JEM2 JEM3 JLM4  |IMS  |LM6
Total panjang g2 | 56 | go1 | sor | 675 | 620 | 763 | oos
tubnh
3
4 Panjang ubub | 8,00 6.77 6.71 7.00 593 5.60 6.67 0.77
" Lebar tubuh 0,64 0.66 0.61 0.65 0.85 0.69 0.68 0.08
Diameter . ‘
7 033 035 0.34 0.14 0.27 0.35 0.3 0.08
anterior sucker
6
Diameter
posterior 0.18 0,18 0,14 0.38 0.28 0.40 0.26 0.1
7 sucker
8

data mentah morfometrik - Excel

Home Insert Draw Page Layout Formulas Raview View Help Q Tell me what you
Times New Romar = 12 = A A = ¥ - 24 Wrap Text Genesal
Paste < B I U. - oA - o= ¢ . - Merge & Center - $-% 2 %5
Clipbeard L Fent = Alignment i Number ~
Al . fu Perhitungan morfometrik
A B C D E F G H I ] K L
L)
Perhitungan Indonesia g
10 morfometrik RAfa-caia i
11 LIl LI2 LI3 LI4 LIS Ll6
Total panjang | o | 750 | sss | ss2 | s97 | 623 | 7 112
tubuh
12
13 Panjang mbuh | 7.36 6.62 547 7.63 7.47 542 6.66 092
34 Lebar ubuh 044 0.36 0.34 047 0.57 0.34 0,42 0.08
Diamet
Wt 1037 | 021 | o | o03s | o032 | o1s | o2 011
anterior sucker
15
Diameter
postenior 022 0.21 0.15 0.31 0.758 0.25 032 0.2
sucker
16
17
18
19
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Lampiran 16. Komposisi nukleotida pada setiap basa nitrogen

insert.  Pagelsyout  Formulss  Data  Raview  View

Arial g ~lAA T E 2 & Wrap Text Goneral - P' < R
Paste B L 3o - ¢+ F Merge & Center S R R R “‘,:‘ e 1
Chpboard = Fam L Arcpenent = Number i Sty '
Al f Domain: Data
A B c D E F (<] H

1 |Domain Data J

2 Tiu) c A G Total

3w 39,32411874 15,0537634 30,4147465 152073733 651

4 u 3937984496 14,8837209 30.5426357 15.1937084 645

5 KY441718 P. arugamensis Penang 30,40345360 150706436 30,6122449 149136578 637

8 KY441720 Penang 3040345369 149138578 30,6122449 15.0706436 637

7 KY441721 Penang 3956043856 147566719 30455259 152276295 637

8 MW530479 Terengganu 38.85350318 148088172 310509554 152866242 628

9 MH299847 Bai 3946251768 14427157 311173975 149929279 707

10 MWS580422 Lombok 3881789137 1485623 30,8306709 154952077 626

11 MWS590444 Brunei 39.24050633 14,7151899 30.8544304 15,1898734 832

12 MW580454 Brunei 39.05511811 14,8031496 31,023622 15,1181102 635

13 FM208110 Iran 3952483801 136069114 31,3174046 155507559 463

14 DQ414344 Bomeo 4045112782 14,1353383 31,1278185 14,2857143 665

15 NC035308 Hainan 4367922777 104325227 355423551 10,3458944 16161

16 DQ414334 P, amara Australia 38,15662651 14.8096386 31.0240064 14 9096386 864

17 DQ414300 Aestabdetta abditovesiculata USA 38,34586466 16,0802256 30.9774438 14,5864862 665

18 DQ414324 Myzobdella lugubris USA 40.15037594 14.4360902 31.4285714 139840624 665

19 DQ414339 Piscicolana reducta USA 4045112782 14,4360502 312781855 138345865 665
20 Avg. 42,02706288 12,1100709 33740005 121138612 155194118
21
it Nucleotide Composition  iafo (1 |
Ready (9 Ancessibiliny: Unavailable

B O search 0 o O = & &€ G & & 85 & 4 Hari panas yang akan d..
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Lampiran 17. Dokumentasi Penelitian
Pengambilan sampel lintah laut di y
. Pengamatan morfologi dan
Pusat Pembenihan dan Asuhan Ikan .
Marin pengukuran morfometrik
Ekstraksi DNA
-
| &
i
2 /
Amplifikasi pada PCR Pembuatan gel elektroforesis
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Proses elektroforesis Pemeriksaan hasil elektroforesis di gel
dokumen

Pengiriman paket sampel untuk
sekuensing DNA oleh pihak ketiga
yaitu Perusahaan Sanger Sekuensing
di Seri Kembangan, Selangor,
Malaysia.
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