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ABSTRACT

Genetic Diversity of Amphibia (Rana nicobariensis) at Ecology Park, Cibinong Based on

DNA Sequences of Mitochomndrial d-Loop.  The 397- base pairs from ten nucleotide sequences

of mitochondrial d-loop region were determined and analyzed in object to study the genetic

diversity of frog Rana nicobariensis at Ecology Park, Cibinong, West Java. There were six

haplotypes from 10 individuals collected from Ecology Park. Haplotype and  nucleotide or

amino acid diversities in Ecology Park were 0.964 and 0.0064 respectively.

Key words: Genetic diversity,  Rana nicobariensis, Ecology Park  Cibinong, DNA sequences,

mitochondrial-d-loop

PENDAHULUAN

R. nicobariensis adalah jenis kodok

yang distribusinya sangat luas di Asia

Tenggara yaitu mulai dari Thailand bagian

selatan, Semenanjung Malaysia,

Kepulauan    Nicobar, Filipina, Sumatra,

Kalimantan  dan Jawa (IUCN 2009).

Jenis kodok ini termasuk dalam kelompok

jenis non-hutan, yang banyak dijumpai

pada hasil modifikasi manusia (Inger &

Lian 1996;  Inger & Stuebing 1996).

Areal Ecology Park di Cibinong

merupakan suatu ekosistem lahan basah

yang dibuat pada tahun 2000.  Habitat

ini telah dihuni 11 jenis kodok yang

termasuk dalam kelompok non-hutan

(Kurniati & Astuti 2009).  Melihat

ekosistem lahan basah di areal Ecology

Park yang masih relatif baru, maka ada

kemungkinan bahwa fauna amfibia yang

ada di area ini berasal dari berbagai

populasi di sekitarnya atau dari lokasi lain.

Dari 11 jenis kodok yang dijumpai di

Ecologi Park, salah satunya, yaitu R.

nicobariensis mempunyai distribusi

vertikal yang luas, mulai dari 0 meter

sampai 1500 meter dari permukaan laut

(dpl) (Kurniati et al. 2000; Kurniati 2006),

dan merupakan satu dari jenis kodok yang

mendominasi di area tersebut dan belum

pernah dikaji keragaman genetiknya.

Kajian keragaman genetik sudah banyak

dilakukan dengan menggunakan  penanda

dari DNA mitokondria. Maka, penelitian

ini bertujuan untuk mengetahui kera-

gaman genetik di antara individu-individu

R. nicobariensis pada Ecology Park

berdasarkan penanda molekuler genom

mitokondria ruas d-loop. Dalam penelitian

ini juga dianalisis  individu-individu R.

nicobariensis dari Halimun dan Sibolga

sebagai pembanding.
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DNA mitokondria (mtDNA) memili-

ki nilai penting dalam berbagai kajian

keragaman genetik. Total panjang dari

mtDNA telah dideterminasi pada 56 jenis

hewan vertebrata (Boore 1999) dan

berukuran mulai dari 16 hingga 20 kbp

(kilo base pairs), tetapi kadang-kadang

berukuran 15 hingga 21 kbp (Sano et al.

2005). mtDNA ini berbentuk lingkaran

dan terdiri dari 37 gen 2 rRNAs, 13 gen

pengkode protein, 22  tRNAs, dan daerah

non-coding yang biasa disebut Control

Region atau d-loop yang mengandung

sinyal untuk replikasi dan transkripsi

DNA (Wolstenholme 1992).

Pada kelompok hewan amfibia, telah

dipublikasikan sekuen utuh dari mtDNA

pada jenis-jenis Xenopus laevis (Roe et

al. 1985), Typholonectes natans

(Zardoya & Meyer 2000), dan enam jenis

ranoid (Ranoidae): R. Nigromacu-lata

(Sumida et al. 2001), Fejervarya

limnochairs (Liu et al. 2005), Buergeria

buergeri (Sano et al. 2004), Rhacopho-

rus schegelii (Sano  et al. 2005) dan

Polypedates megacephalus (Zhang et

al. 2005). Sedangkan secara parsial,

fragmen DNA d-loop pada beberapa

jenis dari amfibia  dari Ranoidae (e.g.

Feller & Hedges 1998; Sumida et al.

2000; Macey et al. 2001)  juga telah

dipublikasikan. D-loop sangat potensi

digunakan untuk mengkaji variasi,

keragaman dan struktur genetik populasi

pada satu jenis hewan.   D-loop di dalam

mtDNA merupakan bagian yang

memiliki kecepatan evolusi tinggi (Brown

1985), juga memilki fragmen pendek

yang konservatif (Clayton 1992).  Pada

beberapa kelompok hewan, daerah

noncoding dari mitokondrial DNA juga

disebut sebagai suatu control region

atau diplacement loop (d-loop) region

dan dapat menjadi suatu marka genetik

di dalam pengungkapan struktur genetika

populasi dan filogeni intraspecies (Hoelzel

1993; Pollock et al.2000; Bruford et al.

2003; Ross et al. 2003)

BAHAN DAN CARA KERJA

Koleksi material sumber DNA      .

Sepuluh material DNA dikoleksi dari

10 individu  R. nicobariensis dilakukan

di areal Ecology Park Cibinong

(Gambar 1) selama lima kali survei.

Sebagai pembanding  dianalisis juga

material DNA yang dikoleksi dari

Halimun Jawa Barat dan Sibolga,

Sumatra Utara sebanyak 7 sampel.

 Analisis DNA mitokondria d-loop

Material DNA diekstrasi dari koleksi

jaringan dan daging yang dipreservasi

dalam ethanol absolute, dengan

menggunakan “DNA Mini QIAGEN

KIT”.   Metode    ekstraksi yang dipakai

mengikuti standar protokol yang

dianjurkan QIAGEN KIT dengan sedikit

modifikasi pada tahap inkubasi-2 yaitu

dengan suhu 56º C, dan tahap  pencucian

dengan larutan AW2.  Molekul DNA

yang diperoleh disimpan dalam freezer

atau refrigerator dan selanjutnya

digunakan sebagai template dalam proses

amplifikasi fragmen d-loop memalui

PCR.

Amplifikasi fragmen DNA pada

daerah d-loop dilakukan dengan

menggunakan  sepasang primer DNA,

yaitu 327-L dan 885-H (Jing Zhong et

al., 2008), pada kondisi PCR  96 ºC-4
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menit, 30 siklus dari (94 ºC-1 menit , 50

ºC- 1 menit, 72 ºC- 1, 5 menit), dan 72

ºC-7 menit.  Larutan reaksi PCR dibuat

dalam 30μL dengan komponen dan

konsentrasi akhir terdiri dari 1 μL DNA,

10X Taq Buffer, 0,2 mM dNTPs, 2 mM

MgCl2, 0,1 U Taq DNA Polimerase

(ApliTaqGold/Takara),  primer 327-L dan

885-H masing-masing 0,25 mM, dan air

nanopure.

Fragmen d-loop yang berhasil

diamplifikasi, kemudian dimurnikan dan

disekuen runutan basa nukleotidanya.

Sekuensing dilakukan dua arah (Forward

dan Reverse), masing-masing dengan

menggunakan primer 327-L dan 885-H.

Urutan basa pada daerah d-loop

hasil dari proses sekuensing, kemudian

dianalisis  alignment (saling disejajarkan)

dengan bantuan perangkat lunak

ProSequen. Oleh karena proses

sekuensing tidak berhasil mensekuen

semua basa nukleotida dengan jelas,

maka bagian data sekuen DNA yang

tidak jelas tidak digunakan dalam analisis

berikutnya.  Sehingga jumlah basa

nukleotida yang dianalisis untuk

mengetahui keragaman genetik diantara

individu-individu R. nicobariensis hanya

sepanjang 395 pasang basa.

Analisis data sekuen juga dilakukan

untuk mengetahui beberapa karakter

urutan basa nukleotida pada d-loop

Rana yang dianalisis, diantaranya adalah

menghitung  komposisi basa . Data dan

hasil analisis jarak genetik dan sekuen

divergensi, variasi sekuen, dan nilai

diversitas nucleotida atau asam amino (pi

(ð) berdasarkan Tajima’s Neutrality Test

diantara individu-individu R. nicobarien-

sis baik di dalam maupun diantara

populasi diperoleh dengan bantuan

perangkat lunak MEGA 3. Tipe, jumlah,

nilai diversitas haplotipe (Hd) dihitung

dengan bantuan perangkat lunak

DNAsp. Untuk mengetahui pengelompo-

kan dan kedekatan diantara individu-

individu R. nicobariensis, maka

dikonstruksi pohon neigborn-joining

(NJ) dengan bantuan perangkat lunak

MEGA-3, dan 2 individu Rana

nigromaculata (GenBank AY612275

 

Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel material sumber DNA R. nicobariensis
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dan AY612276) digunakan sebagai

spesies outgroup.

HASIL

Amplifikasi fragmen d-loop dengan

menggunakan sepasang primer 327-L

dan 885-H tidak mudah dilakukan pada

R. nicobariensis. Namun demikian pada

17 individu, d-loop dapat diamplifikasi

dan menghasilkan fragmen DNA diatas

atau sekitar 500 bp. Pada awalnya,

primer  ini dipilih karena pada publikasi

sebelumnya ( Zhong Jing et al. 2008)

fragmen d-loop yang dihasilkan

menunjukkan adanya variasi sekuen

DNA yang tinggi diantara individu-

individu maupun populasi pada marga

Fejervarian.

Pada penelitian ini data sekuen DNA

d-loop dari spesies ingroup yang akan

dianalisis adalah sepanjang 395-bp,

sedangkan data sekuen dari spesies

outgroup pada posisi yang sama hanya

ada sepanjang 377-bp. Semua data

sekuen dari spesies ingroup ketika

disejajarkan dengan data sekuen spesies

outgroup,  terdapat 2 basa yang

mengalami delesi sehingga panjang situs

spesies ingroup menjadi 397-bp. Jadi

panjang situs sekuen dari spesies ingroup

lebih panjang 20 situs dari spesies

outgroup.  Oleh karena itu untuk

mengkonstruksi pohon filogeni dengan

analisis NJ, maka data sekuen yang

digunakan hanya sepanjang 375-bp (377

situs).  Sedangkan untuk analisis variasi

genetik diantara R. nicobariensis

digunakan data sekuen sepanjang 395-

bp (397 situs).

Hasil analisis data sekuen d-loop

sepanjang 395-bp pada semua individu

R.nicobariensis yang diteliti, menunjuk-

kan bahwa presentase basa timin (T) =

27,7 %,  sitosin (C) = 26,2 %, adenin (A)

= 33,9 %, dan guanin (G) = 12 %.  Jadi

timin +  adenin (AT) sebesar  61, 6 %

dan sitosin + guanin (GC) = 38,4 %.  Dari

komposisi  tersebut menunjukkan bahwa

komposisi AT jauh lebih banyak dari GC,

dengan kata lain sekuen d-loop pada

Rana ini adalah AT-rich. Substitusi basa

yang bersifat transversi (ts = 6) terjadi

lebih banyak dibandingkan yang bersifat

transisi (ti =4), sehingga rasio ti/tv adalah

0,7.

Rata-rata jarak genetik berdasarkan

Kimura 2-parameter diantara individu

pada populasi Ecology Park adalah

0.0065 ± 0.0025, sedangkan pada analisis

lain yang diambil dari Halimun 0.0106 ±

0.0036 dan 0.0068 ± 0.0031 pada Sibolga.

Sementara rata-rata jarak genetik antara

populasi Ecology Park –Halimun

adalah 0.0170 ± 0.0064, Ecology Park-

Sibolga adalah 0.0212 ± 0.0065, dan

Halimun-.Sibolga adalah 0.0241± 0.0066.

Jadi, divergensi sekuen berdasarkan pada

Ecology Park adalah 0.65 %,  dan

secara berturut-turut pada Halimun dan

Sibolga adalah 1,06 % dan 164. 0,68 %.

Hoplotipe dalam populasi R.

nicobariensis.

Sekuen DNA sepanjang 395-bp (397

situs) dari tiap individu R. nicobariensis

pada Ecology Park Cibinong dan juga

dari Kawasan Gn. Halimun, dan Sibolga

yang dianalisis memperlihatkan adanya

sejumlah  haplotipe. Dari 17 individu yang

dianalisis terdapat 13 haplotipe, 6
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haplotipe diantaranya dijumpai pada 10

individu yang terdapat pada Ecology

Park. Enam tipe haplotipe pada Ecology

Park terdiri dari Hap-1 (1 individu), Hap-

2R (2 individu), Hap-3R (3 individu),

Hap-4R (1 individu), Hap-5R (1 individu),

dan Hap-6R (2 individu).  Sedangkan tipe

haplotipe lainnya terdapat pada sampel

yang berasal dari Halimun dan Sibolga.

Jumlah dan tipe haplotipe dari R.

nicobariensis digambarkan pada Tabel

1.

Dari analisis data sekuen DNA yang

diperlihatkan pada Tabel 1 terlihat bahwa,

di dalam sekuen DNA d-loop sepanjang

395-bp (397 situs) pada R. nicobariensis

dari populasi Ecology Park, terjadi

substitusi basa pada 6 situs sekuen, yaitu

berturut-turut situs nomer 51, 58, 225,

244, 359, dan 379.

Nilai diversitas haplotipe R.

nicobariensis pada Ecology Park

adalah 0,889 sedangkan pada Halimun

dan Sibolga secara berturut-turut adalah

1,000, dan 1,000, dan semua 3 populasi

adalah 0,971.  Nilai diversitas nucleotida

atau asam amino (pi (ð) pada populasi di

Ecology Park berdasarkan Tajima’s

Neutrality Test sebesar 0,0058 ,

sedangkan di Halimun dan Sibolga adalah

0.0093 dan 0.0067, dan pada 3 populasi

adalah 0.0144.  Homogeinity test

diantara individu-individu pada Ecology

Park menghasilkan nilai yang bervariasi

dari 0,1010 hingga 1,0000, dimana nilai

1,000 berjumlah 26 dari 45 pasangan data

sekuen yang ada, sedangkan pada

Halimun 0,3200-1,0000, dan 1,000 pada

Sibolga.

Table 1. Haplotipe dari 17 individu R. nicobariensis pada 3 lokasi berbeda, yaitu  Ecology

Park(EPn), Taman Nasional Gunung Halimun (Hal) dan Sibolga (Sib).

No. 

Kode 

sampel 

jaringan 

Posisi basa nukleotida 
Kode 

haplotipe 

(Hap) 

2

2 

34 51 5

8 

10

1 

1

3

3 

1

4

4 

1

7

3 

2

2

5 

2

2

6 

2

4

4 

2

8

2 

3

1

4 

33

0 

3

5

9 

3

7

9 

1 EPn1 A A G C A T T C T A A C A G C C Hap-1R 

2 EPn2 . . . T . . . . . . T . . . . T Hap-2R 

3 EPn3 . . . . . . . . . . T . . . . T Hap-3R 

4 EPn4 . . . T . . . . . . T . . . . T Hap-2R 

5 EPn5 . . . . . . . . . . T . . . . T Hap-3R 

6 EPn7 . . C T . . . . . . . . . . A T Hap-4R 

7 EPn8 . . . T . . . . C . T . . . A T Hap-5R 

8 EPn11 . . C T . . . . . . T . . . A T Hap-6R 

9 EPn12 . . C T . . . . . . T . . . A T Hap-6R 

10 EPn6 . . . . . . . . . . T . . . . T Hap-3R 

11 Hal5 G . . T C . C G . . . . . . . T Hap-7R 

12 Hal2 G . . T . . C G . . T . G A . T Hap-8R 

13 Hal3 G C . T . . C G . . T . G . . T Hap-9R 

14 Hal7 G C . T . . C . . . T T G . . T Hap-10R 

15 Sib2 G . C T C A . . C T T T . . A . Hap-11R 

16 Sib4 G C C T . A . . C T T T . . A T Hap-12R 

17 Sib6 G C C T . A . . C T T T . . . T Hap-13R 
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Analisis neighbor-joining (NJ)

Analisis NJ dilakukan untuk

mengetahui pengelompokan dari individu-

individu R. nicobariensis yang diteliti.

Pohon NJ dikonstruksi berdasarkan

analisis seluruh jumlah substitusi basa

yang terjadi baik yang bersifat transisi

dan transversi, dan menggunakan R.

nigromaculata sebagi spesies outgroup

(Gambar 2).  Pada pohon NJ terlihat

bahwa semua individu dari Ecology

Park membentuk kluster tersendiri,

memisah dari individu-individu yang dari

Halimun maupun Sibolga.

PEMBAHASAN

Haplotipe sebanyak 6 tipe dengan

nilai diversitas haplotipe dan diversitas

nukleotida yang terjadi di dalam populasi

R. nicobariensis pada Ecology Park

Cibinong menunjukkan bahwa terdapat

keragaman genetik diantara individu-

individu yang diteliti.  Hal ini dikarenakan

oleh sifat sekuen DNA pada daerah

mitokondria d-loop yang sudah diketahui

memiliki kecepatan substitusi basa DNA

yang sangat cepat, sehingga sangat

mungkin terjadi variasi genetik di antara

individu-individu R. nicobarien-sis.

Seperti yang telah dikatakan oleh Brown

(1985) bahwa d-loop di dalam mtDNA

merupakan bagian yang memiliki

kecepatan evolusi tinggi.

Gambaran keragaman genetik ini

juga dapat diasumsikan bahwa individu-

individu pada populasi Ecology Park

R. nicobariensis EPn5

R. nicobariensis EPn3

R. nicobariensis EPn6

R. nicobariensis EPn1

R. nicobariensis EPn2

R. nicobariensis EPn4

C

R. nicobariensis EPn12

R. nicobariensis EPn8

R. nicobariensis EPn11

R. nicobariensis EPn7

R. nicobariensis  Hal5

R. nicobariensis  Hal7

R. nicobariensis Hal12

R. nicobariensis Hal3

R. nicobariensis  Sib2

R. nicobariensis  Sib4

R. nicobariensis  Sib6

R. nigromaculata

R. nigromaculata

43

83

100

51

43

42

53

63

46

61

49

0,01
 

Ecology Park, Cibinong 
Jawa Barat 

Halimun, Jawa 
Barat 

Sibolga,  Sumatera 

Spesies outgroup 

Gambar 2.  Pohon neigbor-joining (NJ) dari individu-individu R. nicobariensis berdasarkan

analisis 375-bp (377 situs) pada  DNA mitokondria d-loop.  Angka-angka yang tertera

di atas menunjukkan nilai bootstrap diatas 40 % .
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tersebut kemungkinan berasal dari

beberapa induk yang berbeda.  Individu-

individu tersebut mungkin berasal dari

induk-induk yang berbeda baik pada

populasi yang sama di daerah asalnya,

atau berasal dari induk-induk pada

populasi yang berbeda pada daerah asal

yang sama, ataupun berasal dari induk-

induk pada populasi di daeral asal yang

berbeda.

Seperti diketahui bahwa Ecology

Park merupakan ekosistem bentukan

baru dimana kemungkinan keragaman

jenis fauna termasuk amfibia kodok R.

nicobariensis jumlah individunya relatif

sedikit dibandingkan pada lokasi atau

ekosistem lain yang sudah lama

terbentuk, bahkan sepanjang surve

pengambilan sampel di Ecology Park

tidak dijumpai kodok betina maupun telur

kodok.  Maka kemungkinannya, dugaan

adanya keragaman genetik maupun

adanya haplotipe-haplotipe DNA diantara

individu-individu kodok yang diteliti,

dikarenakan sebagian atau seluruh

individu-individu kodok tersebut awalnya

bukan penghuni asli di Ecology Park,

namun berasal dari lokasi lain baik lokasi

atau ekosistem disekitar Ecology Park

maupun dari lokasi atau ekosistem yang

lebih jauh.

Menurut Inger & Voris (1993),

penyebaran individu kodok yang biasanya

dalam bentuk berudu dipengaruhi oleh

koneksi habitat; hutan dengan

keragaman jenis yang tinggi akan

membagi kekayaan jenis kodok tersebut

kepada habitat lain dalam proses

pemulihan apabila ada koneksi berupa

parit-parit atau sungai-sungai yang

menghubungkannya.  Berudu-berudu

yang penyebarannya secara pasif karena

terbawa oleh air atau banjir akan

bertahan hidup pada habitat yang cocok

bagi bentukan dewasanya (Cushman

2006).  Melihat fenomena ini,

kemungkinan besar individu-individu

kodok R. nicobariensis datang ke

Ecology Park masih dalam fase berudu

dan kemudian tumbuh menjadi kodok

dewasa di areal Ecology Park.  Seperti

diketahui bahwa anak kodok yang masih

dalam fase berudu hidup di dalam air,

sehingga aliran air sungai atau air hujan

banjir, sangat memungkinkan membawa

berudu kodok menuju Ecology Park.

Jika fenomena itu benar, maka ada

prospek baik untuk konservasi fauna

khususnya amfibia R. nicobariensis di

Ecology Park, karena kemungkinan

terjadinya inbreeding masih relatif kecil.

Namun diketahui bahwa selama surve

lapangan, di Ecology Park hanya

dijumpai kodok-kodok jantan.  Jadi untuk

meningkatkan populasi kodok R.

nicobariensis di Ecology Park juga

perlu dilakukan “introduce” induk betina

sehingga kodok-kodok jantan dan betina

dapat melakukan proses perkembang

biakan.

Meskipun terjadi haplotipe sebanyak

6 pada 10 individu R. nicobariensis yang

diteliti,  namun nilai diversitas nukleotida

atau asam amino (pi (ð) pada populasi di

Ecology Park dan juga pada kesemua

3 populasi (Ecology Park, Halimun, dan

Sibolga) relatif lebih kecil jika

dibandingkan dengan nilai diversitas pada

populasi dan spesies kodok lain

(Fejervarya multistriata).   Penelitian

sebelumnya dengan menggunakan

primer DNA yang sama dan pada posisi
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fragmen DNA yang sama,  diversitas

nucleotida diantara individu pada satu

populasi jenis Fejervarya multistriata

adalah 0,000 – 0,0130 dan  0,017 pada

semua populasi (Zhong  et al.  2008), dan

nilai diversitas haplotipenya sebesar 0,969

untuk semua populasi dan bervariasi dari

0,0000 hingga 1,000 di dalam populasi.

Ini menunjukkan bahwa keragaman

genetik di antara individu-individu R.

nicobariensis pada Ecology Park

relatif lebih kecil dibandingkan

keragaman genetik pada spesies kodok

lain berdasarkan segmen DNA yang

sama pada DNA mitokondria d-loop.

Jarak genetik atau nilai divergensi

sekuen DNA diantara individu R.

nicobariensis pada ekology park relatif

lebih kecil dibandingkan dengan populasi

maupun spesies lain.  Pada amfibia kodok

di China, divergensi sekuen dari kodok

Palaearctic adalah berkisar antara 0,24

% - 2, 71 % (Zang  et al. 2004),  1, 32 %

pada Chinese giant salamander Andrias

davadianus (Tao et al. 2005), dan 1,7

% pada Taipeh tree frog,  Rhacophorus

taipeianus (Yang et al. 1994).

KESIMPULAN

Terdapat keragaman genetik di

antara individu R. nicobariensis di

Ecology Park Cibinong, meskipun relatif

lebih kecil jika dibandingkan dengan

individu pada populasi dan spesies kodok

lain. R. nicobariensis yang ada di

Ecology Park sebagian atau semuanya

kemungkinan bukan asli penghuni

kawasan tersebut, melainkan berasal

dari kawasan lain. Perlu dilakukan

penelitian lanjutan untuk memprediksi

dari mana asal usul dari individu-individu

kodok di Ecology Park , sehingga perlu

dilakukan koleksi dan analisis terhadap

sampel material DNA dari individu-

individu R. nicobariensis pada  beberapa

populasi di Bogor dan daerah sekitarnya.
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