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RINGKASAN

Kelangsungan hidup hewan yang terancam punah sangat tergantung pada bagaimana mempertahankan polimorpisme genetik yang ada dalam populasi. Sekuen divergensi, diversitas gen dan diversitas nukleotida merupakan polimorpisme genetik yang sangat menentukan diversitas genetik dalam populasi. Data ini merupakan hal yang penting untuk konservasi hewan. Disamping itu ketepatan dalam menentukan species sangat penting dalam konservasi hewan apalagi dalam species komplek seperti pada L. blythii. Pengungkapan polimorpisme genetik dan jumlah species dalam L. blythii kompleks merupakan sumbangan yang penting dalam genetika populasi dan biodiversiti Amphibia di Indonesia.
Polimorpisme genetik mempelajari diversitas genetik pada tingkat DNA yang  dinyatakan sebagai sekuen divergen, diversitas gen dan nukleotida yang didasarkan pada jumlah substitusi nukleotida per site. Hasil akhir polimorpisme genetik dapat dilihat pada pohon filogenetik yang menggambarkan variasi genetik antar populasi atau antar species.  Salah satu gen yang dapat digunakan untuk mempelajari polimorpisme genetik pada tinggkat populasi adalah sitokrom b (Cyt b) mitokondria.

Pengkoleksian Katak dilakukan malam hari dari jam 19.00 sampai 24.00 di beberapa  sungai di enam kabupaten di Sumatera Barat. Penelusuran sungai dilakukan dengan bantuan alat penerangan seperti senter dan lampu petromak.
Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan modifikasi metode Fuller et al. (1997). Sampel yang telah diawetkan dalam alkohol 96% dimasukkan dalam buffer lisis [100 mM NaCl, 50 mM Tris (pH 8), 10 mM EDTA (pH 8), 0,5 % SDS, 0,2 mg Proteinase K] sebanyak 500 (l dalam tabung eppendorf 1.5 ml sebanyak seperempat dari buffer lisis. 

Amplifikasi DNA dilakukan dengan mesin PCR  Perkin Elmer. Primer yang digunakan adalah, Fow 1-1 (5`-ACM GGH YTM TTY YTR GC ATR CAY TA-3`) untuk “forward”.and Rev-1 (5`-TAD GCR AAW AGR AAR TAY CAY TCN GG-3`) untuk “reverse”.

DNA hasil amplifikasi dapat diidentifikasi dengan elektroforesis. Elektroforesis dapat dilakukan dengan melewatkan DNA pada gel agarose.  Gel  yang sudah terbentuk tersebut diletakan ke dalam alat elektroforesis yang berisi buffer TBE yang volumenya melebihi tinggi gel. Dengan menggunakan mikropipet   Setelah  proses elektroforesis selesai, gel tersebut diwarnai dengan larutan ethidium bromida (EtBr 2 (g/ml) dengan merendam gel tersebut selama 5-10 menit dan dibilas dengan air deion. Gel kemudian diletakan di atas illuminator UV. Jika tampak pita yang jelas, gel dipindahkan pada alat foto  dan di foto.
Sekuensing DNA dilakukan  dilakukan secara langsung dari produk PCR.  Produk PCR dikirimkan ke lembaga Eijkman Jakarta atau ke LIPI. Alignment data sekuen dilakukan dengan program Clustal X.  Program ini merupakan pengembangan dari program multiple sequence  alignment Clustal W  menjadi   Window.  Proses  alignment ini dimulai dengan input data ke file Clustal X dalam bentuk format yang dikenal oleh program Pearson (Fasta). Kemudian dilakukan alignment sesuai dengan standar parameter dari progam ini. Hasil alignment  kemudian diedit dengan program Bioedit.
Pohon filogenetik dapat dibuat berdasarkan  sekuen DNA   dengan   mengunakan beberapa program  “software” yang  tersedia.   Program “software” tersebut berdasarkan beberapa metode statistik  yaitu, “distance method”, “parsimony method” dan “likehood method”.  “. Program “software” yang digunakan dalam penelitian ini adalah  Philip versi 3.5c   (Felsenstein, 1985) dan PAUP* Ver.4.10b (Swofford, 2002). 
Sekuen divergensi dilakukan dengan menggunakan Program Phylip dengan menggunakan parameter 2 Kimura   dan   PAUP* Ver.4.10b  menggunakan parameter “uncorrected p‑values”.  Diversitas gen dan nukleotida dianalisis dengan menggunakan program DNASP  3.51  (Rozas & Rozas 2000).
Hasil survei ke lapangan didapatkan jumlah individu L. blythii komples sebanyak 71 ekor. Isolasi DNA dan analisis data belum belum selesai dilakukan, dan sekarang sedang dilakukan.  Data tersebut akan disiapakan dalam waktu dua bulan ke depan.

