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KATA PENGANTAR

Keanekaragaman hayati (biodiversitas) merupakan sumberdaya penting yang memberikan
manfaat baik langsung maupun tak langsung bagi manusia dan lingkungan. Penelitian
bidang biologi seyogyanya mampu memberikan kontribusi untuk mengatasi dan/atau
meminimalisasi keadaan tersebut. Sejalan dengan visi dan misi utama jurusan Biologi
Universitas Andalas yakni pengkajian dan penyelamatan sumber daya alam tropika dan
sebagai institusi pengemban tridarma perguruan tinggi, maka jurusan Biologi FMIPA Unand
telah tiga kali menyelenggarakan seminar Nasional Biodiversitas dan Ekologi Tropika
Indonesia (BIOETI), dan untuk tahun 2017 ini bersama dengan Kongres Penggalang
Taksonomi Tumbuhan Indonesia (PTTI) yang ke-12. Seminar BIOETI ke-4 dan Kongres
PTTI XII mengangkat tema “Implementasi Kajian Biodiversitas Dalam Upaya
Pengelolaan Lingkungan dan Ekowisata”. Seminar nasional ini bertujuan untuk
mengkomunikasikan dan menghimpun pemikiran dari para pengambil kebijakan, peneliti
dan praktisi tentang keanekaragaman hayati sehingga diharapkan dapat diaplikasikan
dalam kehidupan nyata dan dapat menunjang kejayaan bangsa.

Supaya komunikasi ilmiah yang baik ini dapat juga tersampaikan ke komunitas
ilmiah lain yang tidak dapat hadir pada kegiatan seminar, panitia memfasilitasi untuk
menerbitkan makalah dalam bentuk Prosiding. Dalam proses penerbitan prosiding ini,
panitia telah banyak dibantu oleh Tim Reviewer dan Tim Editor. Untuk itu, panitia
menyampaikan terima kasih dan penghargaan. Panitia juga menyampaikan terimakasih dan
penghargaan kepada seluruh penulis makalah, dan kami juga menyampaikan terima kasih
kepada para pihak sponsor yang telah berpatisipasi pada acara ini yaitu kepada Yayasan
Belantara, Lembaga limu Pengetahuan Indonesia (LIPl), Penggalang Taksonomi
Tumbuhan Indonesi (PTTI) dan Bank Nagari. Semoga penerbitan prosiding ini bermanfaat
bagi perkembangan ilmu pengetahuan khususnya bidang Biologi.

Padang, Desember 2017
Seminar Nasional Biodiversitas dan Ekologi Tropika Indonesia Ke-4 dan Kongres
Penggalang Taksonomi Tumbuhan Indonesia Ke-12

Dr. Mairawita Zuhri Syam, MP
Ketua Jurusan Biologi FMIPA UNAND Ketua Panitia Pelaksana
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DETEKSI VARIASI TIGA JENIS KODOK (BUFONIDAE)
DENGAN METODE PCR-RFLP

Rahmi’, Djong Hon Tjong, Dewi Imelda Roesma

Laboratorium Genetika dan Biologi Sel Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan Alam,
Padang, Sumatra Barat, Indonesia — 25613

ABSTRAK

Famili Bufonidae tersebar luas dari India, Indocina, hingga Indonesia yaitu di Sumatra dan
Kalimantan. Di Sumatra Barat famili Bufonidae diwakili oleh spesies Duttaphrynus melanostictus,
Phrynoidis aspera, dan Phrynoidis juxtaspera. Selain menggunakan karakter morfologi, identifikasi
ketiga spesies tersebut dapat dilakukan secara molekular. Tujuan penelitian ini yaitu untuk
mendeteksi variasi ketiga spesies kodok menggunakan metode PCR-RFLP pada gen 16S rRNA.
DNA Sampel diisolasi dan dilakukan PCR. Amplifikasi dilakukan menggunakan primer F51 dan R51
yang desainnya mengacu kepada Sumida et al. (2002). RFLP dilakukan menggunakan dua jenis
enzim restriksi yaitu Msel (Tru1l) dan Hph. Penelitian menggunakan enzim restriksi Msel
menghasilkan pola pita panjangnya bervariasi pada masing-masing spesies, sedangkan penggunaan
enzim restriksi Hphl menghasilkan pola pita yang seragam sehingga tidak dapat digunakan untuk
mengidentifikasi ketiga spesies kodok yang berasal dari genus Duttaphrynus dan Phrynoidis.

Kata kunci: Bufonidae, PCR-RFLP, 16S rRNA, primer, enzim restriksi

ABSTRACT

Bufonidae family are widespread from India, Indochina to Indonesia in Sumatra and Kalimantan. In
West Sumatra, Bufonidae family are including Duttaphrynus melanostictus, Phrynoidis aspera, and
Phrynoidis juxtaspera. Beside using morphological character, we can also use molecular method. The
aim of this research is to detect variation between three species of toad using PCR-RFLP method in
16S rRNA gene. DNA sampel was isolated and applied by PCR. Amplification process are using 2
pair of primers, F51 and R51 that refers to Sumida et al. (2002). RFLP was conducted using two
restriction enzymes, Msel (Tru1l) and Hph. The result of the research using restriction enzyme Msel,
producted bands that was different in length, while restriction enzyme Hphl producted uniform bands
so it can’t be using for identification of three species of toad from genus Duttaphrynus dan Phrynoidis.

Keywords: Bufonidae, PCR-RFLP, 16S rRNA, primer, restriction enzyme

PENDAHULUAN genus Bufonidae (Amphibia Web, 2016),
delapan genus diantaranya terdapat di

Bufonidae merupakan salah satu Indonesia, tujuh genus di Sumatra serta enam

famili Amphibia yang tersebar dari India, genus di Sumatra Barat yang diantaranya
Indocina sampai ke Indonesia yaitu Sumatra yaitu genus Duttaphrynus, Ingerophrynus, dan
dan Kalimantan. Di Sumatra, spesies Phrynoidis (Inger and Stuebing, 2005; Kusrini,
Bufonidae ditemukan pada ketinggian 384- 2007; Kurniati, 2009; Endri, Nopiansyah,
1500 mdpl (Mistar, 2003). Di dunia terdapat 51 Gusman, 2010; Teynie, 2010; Wanger et al.,
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2001; Putra, Rizaldi, Tjong, 2012; Wanda,

Novarino, Tjong, 2012; Ariza, Dewi,
Darmawan, 2014; Novia et al., 2015).
Salah satu contoh spesies

Duttaphrynus adalah D. melanostictus yang
memiliki ciri khas bagian atas tubuhnya
berwarna coklat dan dilengkapi bintil yang
letaknya tak beraturan, sedangkan bagian
bawahnya berwarna oranye kecoklatan
(Boulenger et al., 1890). Genus Phrynoidis di
Sumatra Barat terdiri dari P. aspera dan P.
Jjuxtaspera. Kedua agak sulit dibedakan secara
morfologi sehingga diperlukan identifikasi
lebih lanjut menggunakan karakter molekular.

Kombinasi PCR dan sekuensing gen
mitokondria merupakan metode yang cukup
akurat untuk identifikasi spesies (Vignal et al.,
2002). Namun, proses sekuensing relatif
mahal dan membutuhkan banyak waktu
sehingga dikembangkanlah metode PCR-
RFLP (Ota et al, 2009) yang merupakan
kombinasi antara RFLP dan PCR (Butler and
Reeder, 2001). Metode ini juga dikenal dengan
nama CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence), yang merupakan metode yang
digunakan dalam analisis genetika untuk
genotiping variasi spesies-spesifik (Montaldo
and Herrera, 1998; Rasmussen, 2012).

Metode ini dikembangkan untuk
memvisualkan perbedaan pada level DNA
yang didasarkan pada penggunaan enzim
restriksi yang dapat memotong DNA pada
tempat sekuen nukleotida spesifik (Montaldo
and Herrera, 1998; Rasmussen, 2012).

Enzim DNA restriksi ini dapat mengenali
sekuen spesifik pada DNA mitokondria
(Nathans and Smith, 1975) antara lain yaitu
sekuen gen 16S rRNA. Dalam penelitian ini
digunakan enzim restriksi Hphl (Igawa et al.,
2015) dan Msel (Trutl). Secara umum PCR-
RFLP terdiri dari pendesainan primer,
identifikasi enzim restriksi yang sesuai,
amplifikasi, serta elektroforesis (Montaldo and
Herrera, 1998; Rasmussen, 2012). Penelitian

—

561

ini bertujuan untuk mendeteksi variasi ketiga
spesies kodok (Bufonidae) menggunakan
metode PCR-RFLP gen 16S rRNA. Pola pita
yang terlihat masing-masing bersifat spesies-
spesifik sehingga dapat dijadikan sebagai alat
untuk identifikasi.

CARA KERJA

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan
Oktober 2016 hingga Januari 2017.
Pengambilan sampel dilakukan di beberapa
lokasi di Sumatra Barat yaitu Payakumbuh,
Padang, dan Alahan Panjang. Tahap analisa
dilakukan di Laboratorium Genetika dan
Biologi Sel, Jurusan Biologi, Fakultas
Matematika dan Illmu Pengetahuan Alam,
Universitas Andalas, Padang.

Dalam pengambilan sampel digunakan
metode Visual Encounter Survey (tangkap
langsung dengan survei) yang sebelumnya
telah didahului dengan survei pendahuluan di
mana terdapat jenis kodok tersebut. Sampel
D. melanostictus dan P. aspera yang
digunakan yaitu berasal dari Padang dan
Payakumbuh, sedangkan sampel dari Alahan
Panjang digunakan DNA hasil isolasi yang
tersedia di Laboratorium Genetika dan Biologi
Sel.

Tahapan in silico dimulai dari pencarian
sekuen nukelotida menggunakan website
NCBI. Selanjutnya dilakukan prosedur blast
untuk mengetahui posisi pemotongan primer
forward dan reverse, juga menggunakan
website NCBI yang terhubung ke data sekuen
DNA.

Selanjutnya penentuan sekuen yang
dikenali enzim restriksi Msel dan Hphl.
Pencarian ini menggunakan website NEB
CUTTER. Di dalamnya, kita bisa melihat
gambaran jenis-jenis enzim yang dapat
digunakan lengkap dengan nomor urutan
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sekuen. Pada gambar lihat dimana posisi
enzim Msel dan Hphl bekerja.

Sampel diisolasi bagian hati dan
selanjutnya dilakukan tahapan amplifikasi
PCR menggunakan dua pasangan primer F51
dan R51. Hasil PCR kemudian di-RFLP
menggunakan dua jenis enzim restriksi yaitu
Msel dan  Hphl. Terakhir dilakukan
elektroforesis dan dokumentasi menggunakan
alat foto DNA Biostep.

Produk PCR-RFLP hasil elektroforesis
dilihat spesifitasnya. Adanya pita
menunjukkan keberadaan situs restriksi. Pita-
pita DNA yang muncul dibandingkan dengan
marker untuk diketahui panjangnya. Masing-
masing pita yang nampak dibandingkan antar
individu.  Masing-masing  spesies  akan
menampilkan situs yang bervariasi serta
panjang fragmen berbeda.

1 2 3

Pita hasil
isolasi
DNA

HASIL

Hasil pencarian menggunakan website
NCBI, diperoleh data genBank kodok D.
melanostictus dan P. aspera, dengan accesion
number masing-masing yaitu NC_005794.2
dan AY680266.1. Berdasarkan data tersebut,
panjang sekuen nukleotida pada kedua
spesies berturut-turut yaitu 17374 bp dan 2448
bp dengan panjang gen 16S rRNA yaitu 1597
dan 1402 bp.

Isolasi DNA sampel dilakukan dengan
menggunakan protokol invitrogen. Hasil isolasi
DNA tampak dengan elektroforesis
menggunakan agarosa 2% seperti yang
diperlihatkan pada gambar 1.

Gambar 1. Hasil elektroforesis isolasi DNA dari spesies D. melanosticus. Keterangan: 1) Payakumbuh; 2)
dan 3) Padang; 4) Alahan Panjang.

—
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Hasil elektroforesis gen 16S rRNA
didokumentasikan menggunakan seperangkat

Py Pd Pd AP Py Py

alat foto DNA biostep, seperti diperlihatkan
pada gambar 2.

Gambar 2. Elektroforesis hasil produk PCR gen 16S rRNA. Keterangan: M= ladder 1 kb; no. 1-4 = D.
melanostictus; 5-9 = P. aspera; 10 = P. juxtapera.

Berdasarkan pasangan primer yang
digunakan yaitu mengacu pada rancangan
Sumida et al. (2002) dapat diketahui panjang
primer amplifikasi dengan cara mencocokkan
situs penempelan pasangan primer pada
sekuen gen 16S rRNA kodok yang diakses

M Pk Pd Pd AP

(bp)

600
500
400
300

200

100

pada genBank Database (NCBI). Kode akses
spesies D. melanostictus dan P. aspera
secara berurutan yaitu NC_005794.2 dan
AY680266.1 menunjukkan bahwa panjang
produk PCR hasil amplifikasi gen 16S rRNA
adalah 606 bp.

Pk Pk Pd Pd AP AP

9 10

Gambar 3. Hasil restriksi gen 16S rRNA enzim restriksi Msel.

Keterangan: M = ladder 1 kb; no. 1-4 = D. melanostictus; 5-9 = P. aspera; 10 = P. juxtapera; a) 335 bp; b)
251 bp; ¢) 246 bp; d) 132 bp; €) 123 bp

Dari gambar 3 dapat dikemukakan
bahwa hasil amplifikasi PCR-RFLP gen 16S
rRNA D. melanostictus sesuai dengan hasil in
silico ditandai dengan kemunculan tiga pita

—

dan dua situs pengenalan. Panjang masing-
masing pita yaitu 123, 120, dan 357 bp. Situs
pengenalan Msel terdapat pada 123 bp
(dihitung dari ujung 5’ dari situs utama primer
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F51). Situs pengenalan lainnya yang dikenali
enzim Msel yaitu pada sekitar 246 bp. Hasil
selengkapnya dapat dilihat pada tabel 1.

P. aspera Payakumbuh dan Alahan
Panjang memiliki pola pita yang bervariasi.
Pola pertama situs pengenalan Msel yaitu

Py Pd Pd AP

(bp)

600

500

400

300

200

100

Py

terdapat pada 123 bp. Pola kedua terdapat
tambahan situs pengenalan pada sekitar 335
bp. Sementara pada P. aspera Payakumbuh
dan Alahan Panjang tidak ditemukan situs
pengenalan pada sekitar 335 bp.

Py Pd Pd AP AP

Gambar 4. Hasil restriksi gen 16S rRNA menggunakan enzim restriksi Hphl. Keterangan: M = Jadder 1 kb;
no. 1-4 = D. melanostictus; 5-9 = P. aspera; 10 = P. juxtapera.

Panjang pita P. aspera Payakumbuh
dan Alahan Panjang sekitar 123 dan 480 bp.
Sedangkan P. aspera dari Padang memiliki
panjang 123, 227, dan 253 bp. Pada P. aspera
Payakumbuh dan Alahan Panjang juga diduga
terdapat situs pengenalan lainnya yang
berada pada sekitar 100 hingga 150 bp, selain
situs pengenalan yang terdapat pada 123 bp
yang ditandai dengan munculnya pita tebal.

Sampel P. juxtaspera yang berasal
dari Alahan Panjang tidak ditemukan data
sekuen nukleotida lengkap pada genBank.
Mengacu kepada hasil penelitian, dihasilkan
dua situs pengenalan menggunakan enzim
Msel yang diperkirakan berada pada sekitar
132 dan 251 bp. Situs pengenalan P.
Jjuxtaspera memiliki ciri khas yang sama sekali
berbeda dengan D. melanostictus dan P.
aspera. Panjang pita yang dihasilkan
diperkirakan berukuran 132, 116, dan 352 bp.
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Berdasarkan gambar 4, amplifikasi
dengan enzim restriksi Hphl menghasilkan
pola pita yang sama. Ketiga spesies
menghasilkan dua situs pengenalan. Situs
pengenalan ini berada pada sekitar 258 dan
341 bp. Ukuran pita yang dihasilkan ketiga
spesies tersebut sama yaitu 258, 79, dan 261
bp. Adanya situs pengenalan menandakan
sekuen DNA gen 16S rRNA keseluruhan
sampel dapat dikenali oleh enzim restriksi.
Namun pada gambar 4 memperlihatkan pola
pita yang seragam sehingga tidak dapat

digunakan untuk mengidentifikasi kedua
genus kodok.
Penggunaan metode  PCR-RFLP

menggunakan enzim restriksi Msel (Tru1l)
pada kodok D. melanostictus, P. aspera, dan
P. juxtaspera menghasilkan situs pemotongan
dan pola pita yang bervariasi sehingga dapat
digunakan untuk identifikasi, sedangkan
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pemotongan menggunakan enzim  Hphl
menghasilkan pola pita yang seragam
sehingga tidak dapat digunakan untuk
identifikasi ketiga spesies kodok.
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