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APLIKASI PENANDA DNA MIKROSATELIT DAN DNA MITOKONDRIA

PADA PROGRAM PEMBIAKBAKAAN IKAN SIAKAP, Lates calcarifer

ABSTRAK

lkan siakap, Lates calcarifer merupakan ikan ternakan yang popular dan
mempunyai nilai ekonomi yang tinggi di Malaysia. Kekurangan induk yang
efektif untuk program pembiakan ikan siakap menjadi masalah kepada
pengurusan populasi akuakultur. Pengetahuan dan data yang menyeluruh
dari segi variasi genetik penting untuk menjayakan sesuatu program
pengkulturan dan meningkatkan produktiviti hasil ternakan. Kajian ini
membabitkan penentuan induk menggunakan penanda DNA mikrosatelit
dan mengetahui tahap variasi genetik pada ikan siakap di Malaysia
menggunakan penjujukan DNA mitokondria “control region” (mtDNA CR)
dan penanda DNA mikrosatelit. Sebanyak 20 lokus mikrosatelit digunakan
untuk pencapjarian DNA induk dan anak dalam penentuan induk kepada
anak ikan siakap. Simulasi berdasarkan data frekuensi alel menunjukkan 5
lokus berjaya menentukan 97% progeni kepada pasangan induk mereka.
Semua 20 lokus mikrosatelit yang digunakan dalam kajian ini adalah
polimorfik (PIC = 0.52). Sejumlah 59 haplotip ikan siakap diperolehi dari data
jujukan mtDNA CR. Nilai ini dianggap tinggi memandangkan nilai diversiti
haplotip (h), berjulat antara 0.9286 hingga 1.000. Perbezaan genetik
berpasangan antara populasi (Fst = 0.0407-0.1139 data mikrosatelit; 0.023-
0.0597, data mtDNA CR) berada pada tahap rendah hingga sederhana.

Analisis filogenetik menggunakan kaedah“Neighbor-joining” (NJ), “maximum
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likelihood” (ML), dan “maximum parsimony” (MP) menunjukkan rajah pohon
yang hampir sama. Populasi Sabah dikumpulkan pada kluster berlainan
daripada populasi Johor dan Terengganu dengan nilai bootstrap 72%(NJ),
100%(MP) dan 96% (ML) dan penempatan dalam kluster berlainan ini juga
disokong oleh plot analisis “Factorial Correspondence” (FCA) menggunakan

data mikrosatelit.
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APPLICATION OF MICROSATELLITE DNA AND MITOCHONDRIAL DNA
MARKERS IN BREEDING PROGRAM OF THE ASIAN SEA BASS,

Lates calcarifer

ABSTRACT

The Asian sea bass, Lates calcarifer is a popular aquaculture fish and has a
high economic value in Malaysia. The lack of effective broodstocks for sea
bass breeding program cause problems for the management of aquaculture
populations. Extensive knowledge and data of genetic variations are
important to have successful cultivation program and increase the
aquaculture productivity. This study involves the identification of the Asian
sea bass broodstocks using microsatellite DNA markers and examines the
level of genetic variation of Asian sea bass in Malaysia using mitochondrial
DNA control region (mtDNA CR) sequencing and microsatellite DNA
markers. A total of 20 microsatellite loci were used for DNA fingerprinting of
parent and progeny in the identification of the parents to their progeny in a
mass breeding program. Simulations based on allele frequency data showed
five loci were able to assigned 97% of progeny to their respective parents.
All 20 microsatellite loci used in this study were polymorphic (PIC = 0.52). A
total of 59 haplotypes were identified using the sequences of mtDNA CR.
This value can be considered high since haplotype diversity (h) value range
from 0.9286 to 1.000). Pairwise genetic differences between populations

(Fst = 0.0407-0.1139 microsatellite data; 0.023-0.0597, mtDNA CR data) is at
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low to moderate levels. Phylogenetic analysis using the neighbour-joining
(NJ), maximum likelihood (ML), and the maximum parsimony (MP) trees
showed similar topologies. The population of Sabah was placed in different
cluster to those of Johore and Terengganu populations with 72% (NJ), 100%
(MP) and 96% (ML) bootstrap values respectively, and the placement was
also supported by the analysis "Factorial Correspondence" (FCA) plot using

microsatellite data.

XViii



BAB 1
PENGENALAN

11 Pengenalan

Siakap (barramundi; Lates calcarifer, Centopomidae) adalah salah
satu spesies ikan laut yang mempunyai nilai komersil yang penting di
kawasan Asia-Pasifik (Yue et al., 2002) dan di Malaysia, siakap merupakan
ikan laut yang mempunyai nilai permintaan yang tinggi (Grey, 1986).
Walaupun pengkulturan siakap menggunakan sangkar terapung telah
dimulakan sejak 1975 oleh Jabatan Perikanan (Ali, 1986) tetapi tiada data
genetik atau maklumat genetik tentang populasi ikan ini. Pusat pembiakan
ikan siakap telah lama ditubuhkan tetapi sehingga hari ini data tentang
diversiti genetik dan struktur populasi induk spesies ini sangat terhad (Sim &

Othman, 2005; Norfatimah et al., 2009).

Pengurusan populasi memerlukan pengetahuan dan data yang
menyeluruh dari segi variasi genetik. Data ini penting untuk menghasilkan
kejayaan rekabentuk program penambahbaikan genetik dan pengekalan
populasi sesuatu spesies (Shikano & Taniguchi, 2002). Demi menjayakan
program  penternakan, pengekalan kevariabelan genetik serta
pengoptimuman produktiviti penternakan ikan tidak boleh dipandang remeh.
Cabaran utama program pemeliharaan ialah pengekalan kevariabelan
genetik. Oleh sebab pengkulturan ikan selalunya menghadapi risiko tinggi

kehilangan diversiti genetik, maka pengurusan populasi ikan siakap



memerlukan pengetahuan yang mendalam tentang variasi genetik spesies

ini (Sim & Othman, 2005; Norfatimah et al., 2009).

Populasi Lates calcarifer ini telah dikaji dengan beberapa kaedah
seperti  menggunakan polimorfisime protein, DNA mitokondria dan
mikrosatelit. Kemajuan penanda genetik polimorfik yang tinggi seperti
mikrosatelit telah menyediakan cara yang sesuai untuk mengenal pasti
hubungan keibubapaan di kalangan individu — individu dan bertujuan untuk
mendapatkan maklumat salasilah kekeluargaan dalam program pemilihan
akuakultur (Castro et al., 2004). Mikrosatelit telah banyak digunakan sebagai
penanda dalam kajian haiwan akuatik seperti “European Seabass” (Garcia
de Leon et al., 1998), “Atlantic salmon” (Skaala et al., 2004) dan “Artic charr’

(Ditlecadet et al., 2006).

Memandangkan saiz yang kecil, kadar evolusi yang cepat secara
relatif dan pewarisan maternal-haploid, DNA mitokondria (mtDNA) sesuai
dan telah banyak digunakan dalam kajian struktur genetik populasi,
pengaliran gen, penghibridan, biogeografi, dan hubungan filogenetik bagi
pelbagai haiwan (Venkatesh, 2003; Tang et al., 2006; Teletchea et al., 2006;
Qi et al., 2007). Saiz genom mitokondria haiwan adalah lebih kurang 16.5 kb
dan kebiasaannya mengandungi 13 gen pengkod protein, 2 gen ribosom
RNA, 22 gen RNA penghantar, dan kawasan utama tak mengekod yang
mana membenarkan permulaan transkripsi dan replikasi mitokondria.
Penjujukan DNA mitokondria khususnya yang berevolusi cepat dan variasi

yang tinggi, contohnya “control region” (CR) telah berjaya digunakan untuk



kajian populasi genetik pada haiwan akuatik dan pelbagai spesies (Diniz et

al., 2005).

Sehubungan itu, pelbagai kejayaan penanda DNA mikrosatelit dan
DNA mitokondria banyak digunakan dalam penyelidikan akuakultur.
Walaupun beberapa populasi ikan siakap di Singapura dan Asia telah dikaiji
menggunakan penanda mikrosatelit (Yue et al., 2002; Zhu et al., 2006),
penjujukan nukleotida penuh genom mitokondria (Lin et al., 2006), namun
maklumat genetik tentang populasi ikan siakap di Malaysia untuk program

penambahbaikan genetik dan pembiakan masih belum diterokai.

Tujuan kajian ini dilakukan adalah untuk membuktikan kegunaan
penanda genetik mikrosatelit (jujukan berulang pendek) dan penjujukan gen
pada DNA mitokondria untuk ikan siakap. Objektif kajian dibahagikan

kepada dua bahagian:

(@) Menentukan pasangan induk kepada setiap anak ikan siakap
dalam program pembiakbakaan dengan menggunakan penanda

DNA mikrosatelit.

(b) Menentukan variasi genetik populasi induk ikan siakap

menggunakan penanda DNA mikrosatelit dan DNA mitokondria.



BAB 2

TINJAUAN BAHAN BACAAN

2.1 Ikan Siakap, Lates calcarifer (Bloch)

Nama saintifik ikan siakap ialah Lates calcarifer (Rajah 2.1). la
diperkenalkan oleh Bloch pada tahun 1790. lkan ini dapat diperolehi dari
bahagian utara sehingga Taiwan, bahagian selatan sehingga Pulau Fraser
di pantai barat Australia, bahagian timur sehingga Papua New Guinea dan

bahagian barat sehingga Teluk Farsi (Grey, 1986).

Oleh sebab ikan ini bertaburan luas, maka ia mempunyai nama yang
berbeza-beza di kawasan yang berlainan. Secara umumnya, ikan ini lebih
dikenali sebagai “Asian Seabass” dan “Barramundi” dalam Bahasa Inggeris.
Nama tempatan L. calcarifer di Malaysia termasuklah “Siakap” dan “Siakap
Putih”. “Kakap” merupakan nama tempatan ikan ini di Indonesia. Di India,
nama tempatannya termasuklah “Bhekti” dan “Seabass”. Di Australia pula,
nama tempatan lebih dikenali sebagai “Barramundi” ataupun “Giant Perch”.
Di Papua New Guinea ia dikenali sebagai “Anama” dan “Giant Perch”. Di
negara Jepun pula, ikan ini dikenali sebagai “Akemi”’ (FishBase:

http://www.fishbase.org).


http://www.fishbase.org/

Rajah 2.1 lkan siakap, Lates calcarifer (Bloch)



2.1.1 Taksonomi lkan Siakap

Berikut merupakan hierarki taksonomi ikan siakap, Lates calcarifer (Bloch)
yang dibekalkan oleh ITIS (Integrated Taxonomic Information System) no.

serial taksonomi: 167669.

Kingdom Animalia

Filum Chordata
Subfilum Vetebrata
Superkelas Osteichthyes
Kelas Actinopterygii
Subkelas Neopterygii
Infrakelas Teleostei
Superorder Acanthopterygii
Order Perciformes
Suborder Percoidei
Famili Centropomidae
Subfamili Latinae

Genus Lates

Spesies

Lates calcarifer



2.1.2 Morfologi Ikan Siakap

Ikan siakap dikenali dengan ciri hujung kepala yang tajam, bahagian
depan kepala yang cekung, rahang besar dan luas berhampiran mata dan
sirip kaundal yang berbentuk bulat (Rajah 2.2). lkan siakap mempunyai
lapan sirip dorsal yang pertama dengan tujuh atau lapan duri dan sirip dorsal
kedua yang lembut yang mana terdapat sepuluh atau sebelas tulang yang

lembut.

Siakap dewasa mempunyai warna biru kehijauan dan keperangan
pada bahagian dorsal. Sisik seakan berwarna perak dan pada bahagian
bawah berwarna putih. lkan siakap yang belum matang terdapat tompok
perang dengan belang putih yang jelas dari sirip dorsal hingga ke muncung

depan (FOA, 2006).



Sirip Dorsal Sirip Dors:ill Berduri Garis Lateral
Sirip Kaudal Lembut |

Yang Membulat |

Rahang Atas yang
melebihi mata

Mulut

Preoperkulum
Sirip Anal Membulat, Operkulum

dengan 3 duri keras dan
7-8 tulang lembut Sirip Pelvis

Rajah 2.2  Morfologi luar ikan siakap, Lates calcarifer




2.1.3 Biologi dan Kitar Hidup lkan Siakap

Ikan siakap merupakan ikan air tawar atau payau. la merupakan
spesies eurihalin dan katadromi. Eurihalin bermaksud ikan siakap boleh
hidup di kawasan air yang berlainan kemasinan atau saliniti. Katadromi pula
bermaksud, ikan-ikan dewasa dan matang akan berhijrah ke kawasan

muara sungai atau laut untuk membiak.

Ikan siakap berhabitat di kawasan teluk, sungai dan muara perairan
yang bersih. Rajah 2.3 menunjukkan kitar hidup umum ikan siakap. lkan
yang matang akan berada dalam muara sungai (saliniti 30 — 32 ppt dan
kedalaman 10 — 15m). Peringkat juvenil (15 — 20 hari atau 0.4 — 0.7 cm)
boleh didapati di sepanjang pantai dan kawasan air payau. Juvenil yang
lebih besar (< 1.0 cm) boleh didapati di kawasan air tawar, contohnya di
tasik dan bendang yang bersambung dengan sungai utama di mana ikan
akan membesar di kawasan air tawar dan membiak di kawasan air masin

(FOA, 2006).



juvenile berhijrah ke ke hulu di
2akhir musim hujan

Membesar hingga
matang 3 - 4 tahun
di kawasan air tawar

dan betina akan
jrah ke muara untuk

antan yang matang bergerak ke
kawasan pantai pada permulaan

Jantan bertukar jantina musim hujan

pada 6 - 8 tahun

Rajah 2.3 Kitar hidup umum ikan siakap, L. calcarifer - diubah suai daripada

Grey, (1986).

Pada musim mengawan, ikan siakap jantan dan betina akan berhijrah
ke muara untuk membiak, dan akan kembali ke perairan asal mereka.
Menurut kajian Guiguen et al., (1993) menyatakan sesetengah ikan adalah
hermafrodit protandrus iaitu mengalami pertukaran jantina daripada jantan
kepada betina bergantung pada usia contohnya ikan siakap. |kan siakap
jantan yang melebihi usia lima tahun selalunya akan mengalami perubahan

jantina untuk bertukar menjadi betina (Grey, 1986)

Kebiasaannya induk-induk yang matang (saiz sekurang-kurangnya

3.0 kg) akan menduduki kawasan pantai atau kawasan air masin dengan
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saliniti antara 30 — 32 ppt (bahagian perseribu). Kawasan ini biasanya tidak
melebihi 5 km dari pantai atau kedalaman air kurang 14 meter dan biasanya
berhampiran muara sungai dan kawasan paya bakau. Induk-induk akan
bertelur berpandukan kepada kitaran bulan. Kebiasaannya ikan akan
bertelur pada waktu malam antara pukul 8 hingga 11 malam dan bertepatan

dengan permulaan air pasang (FOA, 2006).

Juvenil-juvenil yang menetas dari telur-telur akan dihanyutkan oleh
ombak dan arus air pasang ke kawasan muara sungai dan kawasan hutan
bakau (kawasan air payau) untuk membesar. lkan-ikan akan menduduki
kawasan ini sehingga ukuran mencapai lebih kurang 200 mm (8 inci). Ikan-
ikan dewasa boleh juga didapati di kawasan-kawasan sungai air payau atau
air tawar dan akan berhijrah ke kawasan air masin apabila sudah cukup
matang (Grey, 1986). Kebiasaannya antara makanan ikan siakap adalah

ikan, udang, udang karang, ketam dan serangga akuatik (Agri-BDC, 2006).

2.1.4 Pengeluaran lkan Siakap di Malaysia

Pengeluaran ikan siakap di Malaysia berkembang dengan kadar 7.0%
setahun. Pengeluaran ikan siakap di Asia tidak hanya melalui ternakan
tetapi juga daripada sumber tangkapan. Penternakan ikan siakap,
L. calcarifer kebelakangan ini merupakan satu industri komersil kerana
permintaan tempatan terhadapnya yang tinggi terutama dalam bidang
katering dari pihak pengusaha restoran dan hotel. Kementerian Pertanian

dan Asas Tani Malaysia menyatakan penternakan ikan siakap telah mula
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dibiakkan secara besar-besaran di Thailand sejak 70-an dan pengeluaran
semasa dunia bagi ikan siakap yang diternak adalah 20,000 tan metrik di
mana pengeluar terbesar ialah Thailand, Taiwan, Malaysia dan Indonesia.
Malaysia mengeluarkan ikan siakap yang diternak dalam jumlah yang besar

berbanding yang ditangkap (FOA, 2006).

Menurut Awang (1986) pengkulturan ikan siakap di Malaysia bermula
pada pertengahan tahun 1970an menggunakan induk liar atau benih yang di
import dari luar dan dikultur dalam sangkar yang dibina pada kawasan yang
sesuai. Pembiakan larva ikan siakap, L. calcarifer di Malaysia mula
dibangunkan oleh Institut Penyelidikan Perikanan yang berpusat di Gelugor,
Pulau Pinang pada tahun 1982 (Awang, 1986). |kan siakap dipelihara atau
dikultur secara komersial samada dalam kolam atau sangkar air
payau/masin atau air tawar. Beberapa tempat yang terkenal dengan aktiviti
pengkulturan ikan dalam sangkar ialah di Kukup, Kong-Kong Laut dan Sedili
di Johor, Pulau Ketam di Selangor, Bukit Tambun dan Pulau Aman di Pulau
Pinang, Besut dan Setiu di Terengganu, Jubakar di Kelantan serta Tanjung

Dawai dan Pulau Langkawi di Kedah (Agri-BDC, 2006).

Selain daripada ternakan domestik, Malaysia juga mengimport ikan
siakap daripada negara jiran terutamanya daripada selatan Thailand apabila
terdapat kekurangan bekalan dan dalam masa yang sama mengeksport
sejumlah besar ikan siakap hidup ke Singapura. Data yang dikeluarkan oleh

Jabatan Perikanan merekodkan bahawa Malaysia mengeksport 64.7 tan
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ikan siakap sejuk beku yang bernilai RM 175,610 ke Singapura, Taiwan,

Australia dan Brunei pada tahun 2001 (Agri-BDC, 2006).

2.2 DNA Mikrosatelit

Mikrosatelit atau jujukan berulang pendek (SSR) merupakan satu
lokus DNA (atau kawasan yang mempunyai jujukan DNA) dengan jujukan
DNA yang pendek dan diulang beberapa kali. Unit ulangan jujukan yang
selalu terdapat pada mikrosatelit adalah di-, tri-, atau tetranukleotida.
Mikrosatelit banyak terdapat di seluruh genom dan menunjukkan tahap alel
polimorfik yang tinggi (Ellegren, 2004). Mikrosatelit merupakan penanda
genetik bersifat kodominan yang bersaiz kecil dan mudah diamplifikasi
dengan kaedah tindakbalas berantai polimerase (PCR). Ciri-ciri ini
memberikan asas untuk kejayaan aplikasi penanda mikrosatelit dalam
pelbagai kajian biologi dan perubatan, termasuk forensik, epidemiologi
molekul, parasitologi, ekologi, pemetaan genetik, populasi dan genetik

pemuliharaan (Neff et al., 2000).

Di dalam kajian perikanan dan akuakultur, mikrosatelit sangat
berguna untuk kajian penentuan genetik induk, pemilihan induk, pemetaan
genetik, dan mengenalpasti gen yang boleh diaplikasi dalam program
pemuliharaan dan pembiakbakaan (Chistiakov et al., 2006). Liu & Cordes,
(2004) menyatakan mikrosatelit banyak digunakan dalam kajian penentuan
induk dan hubungan keibubapaan pada populasi semulajadi dan akuakultur

serta pengawalan pengeluaran ikan akuakultur. Kajian Herbinger et al.,
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(1995) adalah contoh kejayaan aplikasi penanda mikrosatelit dalam kajian
hubungan keibubapaan. Kajian ini juga berjaya memadankan 91% progeni
kepada satu atau dua pasangan induk menggunakan 4 daripada 5 penanda
mikrosatelit dalam analisis induk “rainbow trout” di Kanada. Selain itu,
terdapat beberapa kajian lain yang menggunakan mikrosatelit sebagai
penanda dalam penentuan induk dan program pembiakbakaan spesies ikan
yang mempunyai nilai ekonomi pada populasi liar dan akuakultur. Ini
termasuk “European sea bass” (Garcia de Leon et al.,, 1998), “Atlantic
salmon” (Norris et al., 2000; King et al., 2001), “bluegill sunfish” Lepomis
macrochirus (Neff, 2001), “red sea bream” Pagrus major (Doyle et al., 2001),
“chinook salmon” Oncorhynchus tshawytscha dan “rainbow trout” (Bentzen

et al., 2001), dan “turbot” Scophthalmus maximus (Castro et al., 2004).
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2.2.1 Evolusi Penanda DNA Mikrosatelit

Jujukan DNA boleh berevolusi menerusi mutasi dengan membentuk
sesuatu yang baru (alel baru). Perubahan ini mengambil kira samada
terhasilnya alel baru melalui mutasi dan berapa banyak alel yang baru ini
tersebar secara inter dan intrapopulasi (Blankenship et al., 2002). Kadar
mutasi mikrosatelit dianggarkan 102-10° per lokus per generasi (Ellegren,
2000), dan ini beberapa kali ganda lebih besar daripada DNA tak berulang
biasa (10°). Dua hipotesis diutarakan untuk menerangkan evolusi
mikrosatelit iaitu ‘slipped — strand mispairing’ dan ‘unequal crossing over’

(Chistiakov et al., 2006).

Hipotesis ‘slipped — strand mispairing’ berlaku semasa replikasi DNA.
Melalui mekanisma ini, DNA polimerase dikatakan telah terpesong daripada
laluannya semasa replikasi, samada meninggalkan unit ulangan atau
menambahkan terlalu banyak unit ulangan. Ini akan menyebabkan untaian
baru mempunyai bilangan jujukan yang berbeza daripada untaian asal
(Ellegren, 2004). Ini menerangkan perubahan - perubahan kecil dalam
bilangan jujukan berlaku (menambah atau mengurangkan satu atau hanya
beberapa jujukan). Ini juga menjelaskan bagaimana lokus mikrosatelit boleh
dihasilkan di tempat pertama dan ada kemungkinan bahawa urutan
termasuk dua atau tiga ulangan secara rawak di seluruh genom.
Pergelinciran ini membolehkan jujukan berulang pendek ini diamplifikasi dari

generasi ke generasi berturut - turut (Chistiakov et al., 2006)
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Model ‘unequal crossing over menyatakan mutasi mikrosatelit
disebabkan oleh dua untaian kromosom mengalami kesalahan pelarasan
semasa rekombinasi dan menyebabkan pengurangan pada satu molekul

DNA dan penambahan pada molekul DNA yang lain (Oliveira et al., 2006)

2.2.2 Model Mutasi Mikrosatelit

Oliveira et al. (2006) menyatakan terdapat empat jenis model mutasi
yang telah dicadangkan untuk menerangkan kepelbagaian pada lokus
mikrosatelit iaitu; model mutasi “stepwise” (SMM), model alel infiniti (IAM),
model dwi fasa dan model alel-K. Namun, hanya model SMM dan IAM

sahaja yang sering digunakan dalam kebanyakan kajian.

Model SMM menyatakan bahawa ketika mikrosatelit bermutasi,
mereka hanya mendapat atau kehilangan satu ulangan (Chistiakov et al.,
2006). Ini bermakna bahawa dua alel yang berbeza oleh satu ulangan
adalah lebih berkait rapat dari alel yang berbeza dengan banyak ulangan.
Statistik jarak genetik yang menggunakan model ini disebut Rs.. Model SSM
secara umum model pilihan apabila mengira hubungan antara individu dan

substruktur populasi (DeWoody & Avise, 2000).

Model |IAM menyatakan mutasi pada mikrosatelit melibatkan
sebarang bilangan ulangan jujukan dan sentiasa membentuk alel baru.
Statistik yang menggunakan model ini dipanggil Fs (Chistiakov et al., 2006).

Anggaran saiz populasi akan lebih tepat dan kajian pengstrukturan populasi
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mungkin dapat ditaksirkan dengan menggunakan model yang sesuai untuk
data mikrosatelit. Kebelakangan ini, model mutasi SMM menunjukkan
jangkaan secara tepat jenis variasi yang biasa terdapat pada lokus
mikrosatelit. Namun, kajian spesies akuatik khususnya dari “rainbow trout”,
menunjukkan bahawa IAM memberikan keputusan secara konsisten, lebih
baik daripada ramalan SMM untuk data kepelbagaian mikrosatelit

menggunakan lokus mikrosatelit (Dewoody & Avise, 2000).

2.2.3 Kelebihan DNA Mikrosatelit

Mikrosatelit mempunyai beberapa kelebihan yang membuatkannya
sesuai sebagai penanda genetik untuk kajian akuakultur dan perikanan.
Pertama, pada masa kini mikrosatelit senang untuk diperolehi, samada
melalui cara pemencilan secara terus pada penanda spesifik untuk suatu
spesies, iaitu melibatkan penjanaan pustaka DNA genom (Liu & Cordes,
2004). Kedua, penanda DNA mikrosatelit menunjukkan tahap variasi alel
yang tinggi seterusnya menjadikan DNA mikrosatelit banyak digunakan
dalam pelbagai kajian termasuk; (1) spesies yang menunjukkan tahap
variasi yang rendah dalam kajian yang menggunakan penanda konvensional
seperti aloenzim atau mtDNA; (2) populasi yang berlaku pembiakan
dalaman seperti yang selalu terjadi pada populasi akuakultur; (3) kedudukan
geografi populasi yang dikaji berdekatan, yang mana perbezaan genetik

mungkin terhad.
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Ketiga, alel mikrosatelit adalah kodominan dan diwarisi secara
Mendel, tidak seperti penanda RAPD yang dominan/resesif atau mtDNA
yang diwarisi secara klonal. Perwarisan secara Mendel dan sifat kodominan
menjadikan mikrosatelit lebih informatif dalam kajian salasilah kekeluargaan
dan kajian populasi. Maka maklumat struktur sesuatu populasi yang dikaji
dapat diketahui dengan genotip disesuaikan dengan hukum kebarangkalian
Hardy—-Weinberg. Seterusnya, Jackson et al. (2003) menyatakan kelebihan
mikrosatelit yang keempat ialah mikrosatelit boleh diuji menggunakan
kaedah tindak balas berantai polimerase (PCR) dan hanya memerlukan
masa yang singkat sahaja untuk menganalisis sejumlah tisu sampel. Fungsi
ini membolehkan penggunaan tisu sampel daripada sumber—sumber yang
senang diperolehi seperti sirip dan sisik yang disimpan kering atau diawet
dalam larutan alkohol pada suhu tertentu. Kelebihan ini dapat menjimatkan

kos untuk mendapatkan tisu sampel dan juga pengangkutan.

Kelima, walaupun perkembangan awal penanda DNA mikrosatelit
memerlukan kos yang tinggi dan mengambil masa yang lama berbanding
penanda genetik lain, namun usaha ini dilihat memberi keuntungan pada
peringkat seterusnya. Portaa et al. (2006) menyatakan mikrosatelit senang
untuk diautomasi dengan kaedah amplifikasi berganda walaupun
menggunakan ratusan bahkan ribuan sampel. Selain itu, jumlah alel
polimorfik yang tinggi pada penanda mikrosatelit menunjukkan penanda
menandakan mikrosatelit memberi maklumat yang lebih berbanding

penanda DNA yang lain. Kecanggihan teknologi terkini membolehkan
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mikrosatelit dianalisis secara senang dan cepat dengan adanya kaedah

automasi dan pengesanan fluorometrik (Beaumont & Hoare, 2003).

Seterusnya, pencetus mikrosatelit yang diamflipikasi pada satu
spesies biasanya boleh diamplikasi pada spesies berbeza dalam genera

yang sama atau berkaitan (Okumus & Ciftci, 2003).

2.3 DNA Mitokondria, mtDNA

Mitokondria memiliki bahan genetik sendiri yang cirinya berbeza
dengan bahan genetik pada sel nukleus. DNA mitokondria memiliki ciri-ciri
yang berbeza dari DNA nukleus iaitu dari segi ukuran, jumlah gen, dan
bentuk. Antaranya, mtDNA memiliki tahap mutasi yang lebih tinggi, iaitu
sekitar 10 — 17 kali lebih pantas berbanding DNA nukleus (Okumus & Ciftci,

2003).

Selain itu DNA mitokondria terdapat dalam jumlah banyak (lebih dari
1000 salinan) dalam setiap sel, sedangkan DNA nukleus hanya berjumlah
dua salinan. DNA nukleus merupakan hasil rekombinasi DNA kedua-dua
induk sementara DNA mitokondria hanya diwarisi dari ibu (Lin et al., 2006).
DNA nukleus yang berbentuk linear manakala mtDNA berbentuk lingkaran.
Sebahagian besar mtDNA membawa protein yang berfungsi dalam proses

respirasi sel.
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Saiz genom pada DNA mitokondria secara relatif kecil apabila
dibandingkan dengan genom DNA pada nukleus. Ukuran genom DNA
mitokondria pada setiap organisma sangat bervariasi. Pada manusia ukuran
DNA mitokondria adalah 16.6 kb, hampir sama saiz mitokondria pada

kebanyakan organisma akuatik (Lin et al., 2006).

2.3.1 Struktur DNA Mitokondria Ikan Siakap

Saiz mtDNA ikan siakap ialah 16,535 bp, mengandungi 2 gen yang
mengekodkan molekul RNA ribosom (rRNA), 22 gen yang mengekodkan
molekul tRNA, satu tapak pengawalan major tak pengkodan (major
noncoding control region) yang singkat, dengan hanya 768 bp dan 13 gen
yang mengekodkan subunit protein bagi enzim pemfosforilan oksidatif (Lin et
al., 2006). Daripada itu, dua belas gen yang mengekodkan subunit bagi
enzim kompleks terlibat dalam pengangkutan elektron dan sistesis ATP.

Rajah 2.4 menunjukkan struktur asas mtDNA.
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