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PENDAHULUAN


Limnonecter blythii (Rana macrodon) merupakan salah satu jenis katak yang  tersebar luas di Asia Tenggara.  Di Sumatera Barat dikenal dengan nama “Bobo” yang panjangnya bisa mencapai 25 cm dengan berat 2.5 kg tersebar dibeberapa daerah di Sumatera Barat. Ukurannya yang lebih besar dari jenis lain menyebabkan nilai ekonominya lebih dari jenis katak yang lain. Akibatnya penangkapan terhadap species ini sangat intensip dilakukan oleh masyarakat dibandingkan dengan jenis yang lainnya untuk memenuhi permintaan pasar dalam dan luar negeri. Penangkapan yang terus menerus sampai sekarang menyebabkan populasinya turun dengan drastis dalam 30 tahun terakhir ini. Disamping itu L. blythii juga merupakan species kompleks yaitu species yang sebenarnya terdiri dari beberapa species yang tersembunyi dan belum diidentifikasi.  
Untuk itu perlu dilakukan upaya untuk pelestarian katak ini melalui ex situ dan in situ sebagai salah satu sumber daya alam dan kekayaan keanekaragaman hayati yang tak ternilai harganya.  Dalam usaha konservasi pengetahuan mengenai   polimorpisme genetik dalam populasi  merupakan hal yang penting, karena  kemampuan suatu species dalam populasi untuk mempertahankan polimorpisme genetik sangat menentukan kemampuan hidup dan evolusi species tersebut di alam. Ketepatan penentuan species dan jumlah  species juga merupakan hal yang sangat penting dalam konservasi sebab species merupakan unit dasar dalam konservasi.
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 (Sumida, et al, 1998). 

Berdasarkan uraian diatas dapat rumuskan beberapa masalah:

1. Bagaimana sekuen divergen antar populasi L. blythii di Sumatera Barat?

2. Bagaimana diversitas haplotip dan nukleotida L. blythii di Sumatera Barat?

3. Bagaimana hubungan filogenetik  antar populasi L. blythii di Sumatera Barat?

4. Berapa jumlah species L. blythii sebenarnya di Sumatera barat?

METODE PENELITIAN

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. Sampel-sampel yang ditangkap keesokan harinya di bius dan dibedah untuk mengkoleksi hati dan ujung jarinya. Hati dan ujung jarinya kemudian dimasukkan kedalam tabung eppendorff ukuran 1.5 ml  yang telah diisi dengan alkohol 96% dan diberi label, sedangkan kataknya diawetkan dalam formalin 4 % atau alkohol 70% dan diberi label untuk identifikasi lebih lanjut di laboratorium.


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. Tabung  tersebut kemudian  dimasukkan ke dalam dalam “water bath” selama semalam pada suhu 55oC. Keesokan harinya  tabung tersebut  disentrifugasi selama 20 menit pada kecepatan 13000 rpm. Supernatan yang terdapat pada bagian atas dipindahkan pada tabung eppendorf yang baru dengan menggunakan mikropipet.

 Sampel tersebut kemudian dimurnikan (dengan menggunakan metode Sambrook, et al., 1989) dengan menambahkan  500 µl larutan kloroform:fenol:isoamil alkohol (25:24:1) dan disentrifugasi selama 20 menit dengan kecepatan 13000 rpm. Hasil sentrifugasi akan membentuk dua fasa yaitu fasa atas yang jernih disebut fasa air yang mengandung DNA dan lapisan bawah disebut fasa organik.  Lapisan atas dipindahkan  dengan hati-hati ke  dalam tabung eppendorf yang baru dengan menggunakan mikropipet. Proses ini dilakukan sebanyak tiga kali sampai tidak kelihatan lagi lapisan putih di antara dua fasa tersebut. Selanjutnya fasa air tesebut dimurnikan dengan larutan  kloroform sebanyak 500 µl dan disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm. Supernatan yang dihasilkan dipindahkan pada tabung eppendorf baru dan dilanjutkan dengan presipitasi.

Presipitasi DNA dilakukan dengan menambahkan 500 µl  larutan dua pertiga bagian alkohol absolut dan 0,1 bagian Natrium asetat 3 M dan disimpan dalam suhu –200C selama semalam.  Sampel kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 13000 rpm selama 15 menit  Hasil sentrifugasi tersebut berupa   DNA yang membentuk pellet putih,  sisa alkohol dan Natrium asetat di buang.  Pelet tersebut kemudian dikeringkan dengan menggunakan pompa vakum selama  15-30 menit dan   diresuspensi dengan TE (10 mM Tris dan 1 mM EDTA) sebanyak 100  µl. Selanjutnya isolat DNA ditentukan konsentrasinya dengan spektrofotometer.

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”.
Komposisi zat PCR sebagai berikut:

    Zat                            Volume  zat                        Konsentrasi  akhir

MgCl2   25 mM                   3 µl                                              1,5 mM  

Buffer PCR 10x                   5 µl                                              1,0 x

Campuran Nukleotida         1 µl                                             200 mM

Upstream primer                 5 – 50 pmol                          0,1 – 1,0 µm

Downstream primer            5 – 50 pmol                          0,1 – 1,0 µm

Taq polimerase                   0,25 µl                                1,25 unit/50 µl

Template DNA                  Bervariasi                            < 0,5 (g/50 µl

ditambahkan deion hingga volumenya   50 µl

Zat-zat  tersebut dimasukkan dalam tabung eppendorf dan dimasukkan dalam mesin PCR dengan dengan program suhu

Proses                                  Suhu (OC)             Waktu (menit)

Awal denaturasi                     94
                        2                        

Denaturasi
                       94
                        1

Annealling

           58                                 1

Extention                                72                                 2

Final extention                       72                                 5

Final                                        4                                  ~

Jumlah siklus yang dilakukan 35 kali.


DNA hasil amplifikasi dapat diidentifikasi dengan elektroforesis. Elektroforesis dapat dilakukan dengan melewatkan DNA pada gel agarose.  Gel agarose  dibuat sesuai dengan konsentrasi yang dibutuhkan berdasarkan jumlah pasangan basa DNA hasil amplifikasi yang diinginkan. Konsentrasi yang digunakan 1,2 % dalam larutan 0,5x TBE (0,045 M Tris Borat dan 0,001M EDTA).  Agarose berbentuk bubuk dilarutkan dengan  buffer TBE dengan memanaskannya dalam “oven micowave” selama dua menit. Larutan tersebut dibiarkan beberapa saat supaya suhunya turun, kemudian dituangkan dalam cetakan. Setelah  setengah  sampai satu jam, gel akan terbentuk. 


Gel  yang sudah terbentuk tersebut diletakan ke dalam alat elektroforesis yang berisi buffer TBE yang volumenya melebihi tinggi gel. Dengan menggunakan mikropipet   DNA hasil amplifikasi dan DNA marker diambil sebanyak 2 µl dan diletakan di atas plat kaca. Selanjutnya  DNA dicampur dengan loading dye (30 % gliserol, 0,25 % bromophenol dan 0,25 % xylene cyanol) sebanyak 2 µl satu per satu  dan dimasukkan ke dalam sumur-sumur yang ada dalam gel agarose. Elektroforesis dilakukan pada tegangan 100 mV selama 45 menit.


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”.  “Distance method” jarak evolusinya dihitung untuk semua pasangan taksa dan pohon filogenetik dibuat berdasarkan hubungan di antara nilai-nilai   jarak  tersebut.   “Maksimum parsimony” didasarkan  pada jumlahterkecil subsitusi nukleotida yang menjelaskan keseluruhan proses evolusi  untuk      membuat  pohon filogenetik.  Pohon   filogenetik yang terbaik bila jumlah subsitusinya terkecil.  “Maxsimum likehood”  didasarkan pada  perhitungan jumlah kemungkinan pola variasi site yang dihasilkan oleh proses subsitusi dan frekuensi basa yamg diamati. 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 DAN PEMBAHASAN
Setelah dilakukan penagmbilan sampel didapatkan hasil seperti diperlihatkan pada tabel 1

Tabel 1. Jumlah L blythii komples yang didapatkan pada beberapa daerah di Sumatera Barat

	No.
	Lokasi
	Jumlah individu
	Keterangan

	1
	HPPB
	3
	

	2
	Malampah, Bukit Tinggi
	58
	

	3
	Rimboh Panti Pasaman 
	9
	

	4
	Minang Village, Lembah Anai
	1
	

	5
	Taman Nasional Siberut
	2
	

	Total
	71
	


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.
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