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ABSTRAK

Katak pohon (Polypedates celebensis) adalah amfibi endemik di Pulau Sulawesi. Data dasar katak
tersebut masih sangat terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi parsial gen sitokrom-
C oksidase sub unit I (Cytochrome oxidase Sub Unit I = COI) katak pohon (P. celebensis).  Koleksi sampel
katak diperoleh dari kawasan Suaka Marga Satwa Tanjung Peropa Moramo, Sulawesi Tenggara. DNA
genome katak diekstraksi, kemudian gen COI diamplifikasi dengan metode polymerase chain reaction
(PCR), lalu disekuensing. Karakterisasi gen COI katak pohon dilakukan dengan membandingkan dengan
data gen COI katak lain yang tersedia di GenBank. Hasil penelitian menunjukkan bahwa panjang parsial
(fragmen) gen yang teramplifikasi adalah 665 pasang basa. Fragmen gen tersebut mengandung 99%
nukleotida yang bersifat kekal, dan hanya 1% nukleotida yang bervariasi. Nukleotida bervariasi terdapat
pada sembilan situs, yaitu situs ke-65, 98, 101, 358, 396, 403, 405, 424, dan 426. Situs-situs bervariasi
tersebut dapat dipergunakan sebagai marka genetik bagi katak pohon (P. celebensis). Komposisi basa
nitrogen fragmen gen COI  P. celebensis adalah 29.9% timin, 28.9% sitosin, 22.0% adenin, and 19.2%
guanin. Simpulan penelitian ini adalah fragmen gen sitokrom-C oksidase katak pohon (P. celebensis),
memiliki nukleotida dilestarikan jauh lebih banyak dibandingkan nukleotida bervariasi. Meskipun
demikian nukleotida bervariasi tersebut dapat dipergunakan sebagai marka genetik bagi katak pohon.
Basa nitrogen terbanyak adalah timin, sedangkan yang tersedikit adalah guanin. Filogeni molekuler
berdasarkan gen sitokrom-C oksidase bersifat monofiletik.

Kata-kata kunci: gen sitokrom-C oksidase sub unit I, Polypedates celebensis, marka genetik.

ABSTRACT

Tree frog (Polypedates celebensis) is an endemic amphibi found in Southeast Sulawesi. Database of
this species, in particular genetic databases is still very limited. The purpose of this research was to
characterize the partial gene cytochrome C oxidase subunit I (COI) of tree frog (P. celebensis). Frog samples
were collected from Tanjung Peropa Wildlife Reserve, Moramo, Southeast Sulawesi, and extracted their
DNA genome, and amplified using the polymerase chain reaction (PCR) method, with specific primers,
and then sequenced. Characterization was done by comparing the COI gene with another COI gene from
other frog (data available on GenBank). The results showed that the COI gene fragment P. celebensis
consisted of 665 base pairs. These fragment gene had 99% conserved nucleotides, and only 1% nucleotides
that varied. Nine sites of nucleotide varied namely:  65th, 98th, 101th, 358th, 396th, 403th, 405th, 424th, and
426th. These sites of nucleotide varied can be used as genetic markers for P. celebensis. Composition of
nitrogenous bases P. celebensis COI gene fragment were 29.9% timine, 28.9% cytocine, 22.0% adenine, and
19.2% guanine. Molecular phylogeny of P. celebensis based on 665 bp of their COI gene suggests that these
species was monophyletic. It is concluded that the gene fragment of cytochrome C oxidase of tree frog (P.
celebensis) the origin of Wildlife Moramo, Southeast Sulawesi, has conserved nucleotides more than
nucleotides that varied.  These varied nucleotides can be used as genetic markers especially for the tree
frog origin of Wildlife Moramo, Southeast Sulawesi. The most nitrogenous bases is thymine, while the
fewest is guanine. Molecular phylogeny based on cytochrome C oxidase gene is monophyletic
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PENDAHULUAN

Sebanyak 270 Polypedates (Amphibia:

Anura: Rhacophoridae) tersebar di India,

Tailand, Sri Lanka, dan Indonesia (Biju et al.,

2008; Nasaruddin et al., 2009; Wickramasinghe

et al., 2012; Rujirawan et al., 2013). Empat

spesies dari genus Polypedates dilaporkan dari

Thailand yaitu: P. leucomystax, P. mutus, P.

Macrotis, dan P. colletti (Rujirawan et al., 2013).

Lima spesies dari genus Polypedates dilaporkan

dari Sri langka yaitu: P. maculatus, P. cruciger,

P. eques, P. fastigo, dan P. longinasus. Selain

di Sri Langka, P. maculatus yang juga

ditemukan di bagian subcontinental India, dan

empat spesies lainnya adalah endemik di Sri

Lanka (Meegaskumbura et al ., 2011;

Wickramasinghe et al., 2012). Terdapat satu

spesies endemik di Sulawesi Tenggara, yaitu P.

celebensis (Nasaruddin et al., 2009).

Kedudukan taksonomi genera Polypedates

dan banyak spesies Rhacophora (Anura) lainnya

masih rumit, sebab data tentang genera yang

diketahui masih sangat kurang, terutama data

morfologi, bahkan genera tersebut menun-

jukkan tingginya homoplasy, sehingga beberapa

spesies yang sebelumnya termasuk dalam suatu

genera, ternyata menjadi genera atau spesis
baru ketika diinvestigasi ulang

(Meegaskumbura et al., 2011). Eksplorasi

genetik Polypedatas dan Anura lainnya telah

dilakukan menggunakan baik gen kromosomal

maupun gen mitokondria (Macey et al., 2001;

Kotaki et al., 2008; Kurabayashi et al., 2005;

Setiadi et al., 2011).

Gen sitokrom-C oxidase subunit I

(cytochrome oxidase subunit I=COI) memiliki

karakteristik khusus yang sesuai sebagai alat

dalam studi evolusi, yaitu: (1) sebagai gen yang

mengkode enzim pengkatalisis terakhir  dalam

rantai pernapasan yang berlangsung di dalam

mitokondria, sehingga COI banyak dipelajari

tingkat biokimia, dan menunjukkan bahwa

struktur dan ukuran gen COI umumnya bersifat

lestari (conserved) di semua organisme aerobik

(Lunt et al., 1996); (2) Asam amino berkorelasi

dengan fungsi masing-masing bagian dari gen

COI, sehingga menunjukkan karakteristik

spesies yang memilikinya (Lunt, 1996; Roe dan

Sperling, 2007); (3) Dibandingkan dengan gen

penyandi protein lain yang terdapat dalam

mtDNA, gen sitokrom-C oxidase subunit I

memiliki ukuran relatif besar, sehingga mudah

untuk memilih area yang akan digunakan untuk

studi genetik; (4) Urutan 658 pasangan basa (bp)

pada ujung 5' diusulkan sebagai barcode hewan

(Hebert et al., 2003 a, b). Gen COI sebagai

barcode telah berhasil membuktikan

kemampuannya untuk membedakan antara

spesies dengan spesies lainnya (Hebert et al.,

2003a; Hajibabaei et al., 2005).

Sejauh ini, data molekuler katak pohon (P.

celebensis) belum tersedia (data GenBank 2014).

Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk

mengetahui karakteristik urutan parsial gen

COI  P. celebensis asal Suaka Margasatwa

Tanjung Peropa dan dari urutan gen tersebut,

dibuat/dikonstruksi filogeni molekuler dengan

membandingkan data yang tersedia pada

GenBank.

METODE PENELITIAN

Koleksi Spesimen

Spesimen ditangkap secara manual,

kemudian diawetkan dalam larutan formalin 5%

selama dua hari. Specimen dipindahkan ke

etanol 70% untuk pengawetan selanjutnya

sedangkan sampel untuk analisis molekuler

diambil dari jaringan hati, diawetkan dengan

etanol 100% dan disimpan dalam freezer bersuhu

-20ºC (Buji et al., 2008). Spesimen disimpan di
Laboratorium Zoologi, Jurusan Biologi,

Universitas Halu Oleo. Identifikasi spesies

berdasarkan daftar herpetofauna Indo-Australia,

Asia Tenggara, dan New Guinea (Kampen, 1923;

Inger dan Steubing, 1999; Iskandar dan Colijn,

2000; Setiadi et al., 2011).

Ekstraksi DNA, Perbanyakan dan Se-

kuensing Gen Sitokrom-C Oksidase

DNA total genom katak diekstraksi

menggunakan protokol konvensional (Sambrook

et al., 1989), dengan beberapa perubahan, yaitu:

jaringan otot dicampur dengan buffer lisis yang

mengandung cethyl trimethyl ammonium

bromide (CTAB), â - mercaptoethanol, polyvinil

pyrrolidone (PVP), Tris - HCl, ethylene diamine

tetra acetic acid (EDTA) dan double destilation

H
2
O (ddH

2
O), kemudian diinkubasi pada 55ºC

selama satu malam. Selanjutnya, sampel

ditambah 0.5 µL proteinase-K, dan kemudian

diinkubasi pada suhu 65ºC selama dua jam.

Langkah selanjutnya, sampel disentrifugase

dengan kecepatan 6.500 rpm selama tiga menit.

Supernatan diambil dan kemudian ditambahkan

isopropanol dengan volume yang sama dengan

sampel. Sampel disentrifugase lagi selama tiga

menit, kemudian supernatan diambil dan

Suriana, Nasaruddin  Jurnal Veteriner
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Berdasarkan Gambar 2, ada sembilan situs

bervariasi, yaitu: situs ke-65, 98, 101, 358, 396,

403, 405, 424, dan 426, dengan subtitusi basa

nitrogen (basa-N) berturut-turut yaitu: T-C, T-

C, A-C, T-G, A-C, T-G , T-G, A-C, dan T-C.

Terdapat beberapa perbedaan antara individu

dalam satu spesies. Oleh karena itu, situs-situs

tersebut dapat digunakan sebagai penanda

genetik (spesies barcode) spesies katak pohon

(P. celebensis) asal Suaka Margasatwa Tanjung

Peropa Moramo, Sulawesi Tenggara. Penelitian

pada beberapa gen mitokondria juga

menunjukkan beberapa variasi intra populasi

(Vences et al.,  2004; Li  et al.,  2008;  Meenakshi

et al., 2010).

Perbedaan komposisi dan urutan basa

nitrogen (basa-N) dalam gen disebabkan oleh

salah satu dari beberapa mutasi titik antara lain

subtitusi basa-N atau pengantian suatu basa-N

terhadap basa-N lainnya. Gambar 2 menun-

jukkan, bahwa perubahan urutan basa-N

menyebabkan variasi inter dan antar individu.

dicampur dengan ethyl alcohol (EtOH) 95%

dingin.  Langkah selanjutnya, sampel diin-

kubasi pada suhu -20ºC, selama 30 menit, dan

kemudian disentrifugase dengan kecepatan

13.000 rpm selama tiga menit. Larutan EtOH

dibuang secara perlahan, sedangkan pellet

dibiarkan di dasar tabung. Langkah selanjut-

nya, pellet dicuci dengan EtOH 70%, kemudian

dikeringkan dalam suhu kamar. Pellet

diresuspensi dengan Tris-EDTA-RNA-ase, dan

diinkubasi pada 37ºC, selama 15 menit. Langkah

selanjutnya, sampel dimigrasikan pada

elektroforesis dan divisualisasikan. Pita DNA

yang bersih dipakai sebagai template untuk per-

banyakan gen sitokrom-C oksidase sub unit I.

Fragmen DNA mitokondria yang mengkode

bagian dari gen sitokrom-C oksidase sub unit I

diamplifikasi/diperbanyak dari hasil ekstraksi

DNA genom katak pohon (P. celebensis) dengan

metode polymerase chain reaction (PCR). Kodisi

PCR adalah: denaturasi awal pada suhu 95ºC

selama 45 detik, diikuti 35 kali siklus:

denaturasi pada 98ºC selama 20 detik, anneling

pada suhu 98ºC selama dua detik dan

pemanjangan pada suhu 72ºC selama satu menit.

Siklus tersebut diikuti pemanjangan akhir pada

suhu 72ºC selama tiga menit. Prose PCR

menggunakan primer COI yang spesifik untuk
barcode (Hebert et al., 2003a). Produk PCR

disekuensing dua arah menggunakan Big Dye

versi 3 (Perkin Elmer). Proses sekuensing

dilakukan oleh perusahaan penyedia jasa

sekuensing nukleotida.

Analisis Data
Analisis data dilakukan menggunakan

software MEGA versi 4.1. Urutan nukleotida gen
sitokrom-C oksidase, disejajarkan dengan data
gen sitokrom-C oksidase yang terdapat pada
GenBank  (2013), pada situs Http://nucleo-
tida.ncbi.nlm.nih.gov. Data disajikan dalam
bentuk tabel, gambar dan dendogram yang
menunjukkan filogeni katak.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Profil fragmen gen sitokrom-C oksidase
katak pohon (P. celebensis) disajikan pada
Gambar 1. Fragmen tersebut berukuran sekitar
700 pasangan basa (pb).

Hasil pensejajaran gen tersebut menun-
jukkan karakteristik, yaitu terdapat 656/665
(99%) nukleotida dilestarikan, dan 9/665 (1%)
nukleotida yang bervariasi. Nukleotida tersebut
disajikan pada Gambar 2.

Gambar 1. Profil DNA fragmen gen sitokrom

oksidase sub unit I Polypedates

celebensis. M= DNA marker 100
pasang basa, 1,2,3,4, gen sitokrom

oksidase sub unit I P. celebensis

sepanjang 600 pasang basa.
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P.selebensis-1  TAT TGG GAC GAT ATA CCT GAT TTT TGG TGC CTG GGC TGG GAT AAT
CGG GAC TGC CCT CAG  [ 60]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 60]

P.selebensis-1  CCT GTT TAT CCG AGC TGA ACT TAG CCA GCC CGG GTC CTT AAT GGG AGA
CGA CCA GAT TTA  [120]
P.selebensis-2  ... .C. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. .C. ... ... ... ... ... ...  [120]

P.selebensis-1  TAA TGT AAT TGT CAC AGC TCA TGC TTT CGT CAT GAT CTT CTT TAT GGT
GAT ACC TAT TCT  [180]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [180]

P.selebensis-1  GAT TGG AGG CTT CGG AAA TTG GCT CGT TCC TCT TAT AAT TGG GGC CCC
TGA CAT AGC CTT  [240]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [240]

P.selebensis-1  CCC CCG AAT AAA TAA CAT GAG CTT TTG ACT GCT TCC ACC CTC ATT CCT
TCT CCT CTT AGC  [300]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [300]

P.selebensis-1  CTC ATC TAC TGT TGA GGC TGG TGC AGG GAA TGG GTG AAC TGT TTA
TCC CCC CTT AGC TGG  [360]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... G..  [360]

P.selebensis-1  CAA TCT AGC ACA TGG TGG CCC ATC TGT AGA CCT TGA TAT TTT TTT CCT
TCA CCT GGC CGG  [420]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... C.C ... ... ... ... ...  [420]

P.selebensis-1  GGT ATT TTC TAT CCT GGG GGC AAT TAA CTT TAT CAC AAC AAT CAT CAA
CAT AAA ACC CCC  [480]
P.selebensis-2  ... C.C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [480]

P.selebensis-1  GTC CAC AAC CCA ATA TCA GAC CCC CCT ATT CGT CTG ATC GGT CTT AAT
CAC CGC CGT ACT  [540]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [540]

P.selebensis-1  TCT CCT CCT CTC CCT ACC AGT ATT AGC CGC AGG CAT CAC CAT ACT TTT
AAC AGA CCG TAA  [600]
#Sequence_S7    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [600]

P.selebensis-1  TCT AAA TAC ATC CTT CTT TGA CCC TGC AGG CGG AGG AGA CCC CAT TCT
GTA CCA ACA CTT  [660]
P.selebensis-2  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [660]

P.selebensis-1  ATT CT [665]
P.selebensis-2  ... .. [665]

Gambar 2. Nukleotida berbeda antar Polypedates celebensis. Tanda titik menunjukkan nukleotida
identik. Nomor dalam kurung menunjukkan jumlah nukleotida dalam satu baris.

Perbandingan komposisi basa-N antar individu

katak pohon disajikan pada Tabel 1.

Pada Tabel 1 ditunjukan bahwa perbedaan

basa-N antara P. celebensis, berkisar 1%.

Kandungan basa timin berkisar antara 29,6-

30,4%, sitosin berkisar antara 28,3-29,5%,

adenin berkisar antara 21,8 -22,4%, dan guanin

berkisar antara 19,1-19,2%. Selain itu, tampak

bahwa kandungan adenin dan timin (AT) relatif

lebih banyak dari cytocine dan guanin (CG). Hal

ini sesuai dengan hasil beberapa penelitian pada

spesies lain, menunjukkan bahwa gen

mitokondria, terutama gen COI kaya adenin dan

timin. Komposisi nukleotida dalam fragmen gen

berkorelasi dengan komposisi kode genetik yang

terkandung pada fragmen gen tersebut.

Komposisi ini juga berhubungan dengan

komposisi asam amino yang dikodekan oleh gen

tersebut, sehingga perubahan komposisi

nukleotida menyebabkan perubahan kode

Suriana, Nasaruddin  Jurnal Veteriner
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genetik. Meskipun demikian perubahan tersebut

tidak selalu menyebabkan perubahan asam

amino yang dikodekan, sebab terdapat asam

amino yang dikode lebih dari satu kode genetik.

Gen sitokrom-C oksidase adalah gen yang

mengkode asam amino sitokrom fungsional.

Sitokrom adalah suatu protein struktural dan

fungsional pada membran dalam mitokondria,

jadi memiliki dua fungsi yaitu sebagai bagian

struktural dan berfungsi sebagai enzim dalam

respirasi seluler. Keberadaan protein ini sangat

penting dalam rantai pernapasan, sebagai

akseptor elektron.

Lunt et al. (1996) menjelaskan bahwa gen

sitokrom-C oksidase memiliki polimorfisme di

beberapa bagian, sehingga masing-masing

spesies memiliki peluang bervariasi dengan

spesies lainnya dalam hal komposisi dasar basa-

N.  Variasi ini juga menyebabkan suatu speseis

berpeluang memiliki penciri yang khas bagi

spesies tersebut dan merupakan suatu marka

genetik.

Filogeni molekuler menggunakan fragmen

gen sitokrom-C oksidase sub unit I yang

dibangun berdasarkan Neighbor Joining (NJ),

dan Maxsimum Parsimony (MP) menggunakan

model Kimura 2-parameter dengan bootstrap

(pseudoreplikasi) 1000 kali (Tamura et al.,

2007), menunjukkan konsistensi, sehingga

hanya salah satu yang disajikan (Gambar 3).

Dengan menggunakan Bufo  sebagai

kelompok keluar (out group), tampak bahwa

Tabel 1. Komposisi basa nitrogen fragmen gen sitokrom oksidase sub unit I Polypedates celebensis

sepanjang 665 pasang basa

                           Basa N (%)

Spesies

Timin Sitosin Adenin Guanin

P.celebensis-1 30,4 28,3 22,4 19,1

P.celebensis-2 29,5 29,5 21,8 19,2

Rataan 29,9 28,9 22,5 19,2

Gambar 3. Filogeny molekuler Polypedates celebensis dan beberapa katak, data  GenBank

berdasarkan fragmen gen sitokrom oksidase sub unit I, sepanjang 665 pasang basa.

Nilai pada percabangan menunjukkan nilai bootstrap, berdasrkan Neigh-bor Joining,

dengan model Kimura 2-Parameter.
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semua individu berasal dari satu cabang, yang

kemudian mengalami percabangan lanjut ke

clade yang terbentuk selanjutnya. Limnonectes

gruniens (S2, S4, dan S6) terdapat pada clade

tersendiri dengan nilai metode bootstrap dari

99%,  sementara L. modestus (S21 dan S22)

berada pada clade berikutnya, dengan nilai

bootstrap 100%. Demikian pula L. modestus

lainnya (dari GenBank). Sementara itu, Bufo

konsisten pada posisi terluar, yaitu sebagai

outgroup. Ini berarti bahwa kedua spesies

Limnonectes berkerabat sangat dekat, dan

filogeni yang dibangun berdasarkan gen COI

bersifat robust. Hal ini mungkin disebabkan oleh

karena gen COI dilestarikan lebih banyak

dibandingkan dengan 12 gen penyandi protein

lainnya dan gen rRNA yang terdapat di

mitokondria (Zang et al., 2009).

Pada Gambar 3 ditunjukan bahwa pohon

filogeni adalah monofiletik. Semua spesies berada

pada clade yang sama. Katak P. celebensis

terletak di clade sama dengan Fejevarya

cancrivora dengan nilai hight methode bootrap,

sedangkan Bufo sebagai out group yang

konsisten pada clade yang sama juga. Jarak

genetik antar individu sangat kecil. Hal ini

disebabkan oleh karena nukleotida bervariasi

antar idividu juga kecil, yaitu 1%, artinya masih
jauh lebih banyak nukleotida yang

dipertahankan sama antar individu dalam satu

spesies.

SIMPULAN

Parsial gen sitokrom-C oksidae  katak

pohon (P. celebensis) sepanjang 665 pasang basa

yang telah dikarakterisasi, dan memiliki sedikit

nukleotida yang bervariasi. Meskipun demikian

terdapat sembilan situs nukleotida yang dapat

dipergunakan sebagai marka genetik bagi katak

pohon asal Suaka Margasatwa Tanjung Peropa

Moramo, Sulawesi Tenggara. Basa nitrogen

terbanyak adalah timin, sedangkan yang

tersedikit adalah guanin. Filogeni molekuler

berdasarkan gen COI bersifat monofiletik.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

mengenai karakteristik gen sitokrom-C oksidase

pada katak pohon dari kawasan lain di Sulawesi

Tenggara, sehingga diperoleh marka genetik

antar individu dalam satu spesies.
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