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Abstract: Molecular phylogeny is a buildup of kinship relationships between animal or plant taxa made base on a 
particular gene sequence. Currently several genes have been used to reconstruct kinship relationships in 
animal/plant evolutionary studies. The cytochrome b gene is one of the genes used for that purpose. This 
study aims to reconstruct the phylogeny of frog rice field (F. cancrivora), from Kendari, Southeast Sulawesi, 
based on the cytochrome b gene sequence, as well as to evaluate whether these gene sequence can be used 
as a species identifier. This research is an explorative research. Frog samples were obtained around the 
Wanggu River Kendari. The genome of frog was extracted by conventional extraction method. The 
cytochrome b gene, amplified using frog-specific primers by the Polymerase chain reaction (PCR) method. 
Subsequent amplification products are then characterized and used it to build a tree of frog kinship. To 
determine the taxonomy position of the frog from Kendari, another sequence of cytochrome b frog genes is 
available in GenBank. Salamandra salamandra  used as an out group. To evaluate ability of the cytochrome 
b gene as a species identifier, these gene alignment with another group of Vertebrata cytochrome b gene, 
which was available in GenBank. The results showed that the cytochrome b gene of the frog from Kendari 
Southeas Sulawesi, along 266 base pairs had a genetic distance with other frogs 0.01 up to 0.18.  Phylogeny 
based on the gene segment showed that the frog from Kendari lie in same clade with F.cf.cancrivora with 
boostrapped value 90%. The phylogeny is monophyletic. The cytochrome b gene indicates that the gene can 
be used as a species identifier. 
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1. Pendahuluan 

Fajervarya cancrivora dikenal dengan nama katak sawah. Pada beberapa literatur katak 
sawah disebut sebagai katak air asin/payau dan pemakan kepiting, oleh karena keberadaan dan 
ada bukti bahwa katak tersebut ada yang pemakan kepiting. Oleh karea itu nama cancrivora 
berasal dari hal tersebut. Fajervarya cancrivora sebelumnya termasuk genus Rana, tetapi 
berdasarkan rekarakterisasi berubah menjadi genus Fejervarya Iskandar, 1998; Dubois and 
Ohler, 2000). Fajervarya cancrivora merupakan katak dengan daerah penyebaran luas. Hidup 
pada ketinggian  0-1500  mdpl dan tersebar di beberapa negara Asia sedangkan di Indonesia 
tersebar di pulau Sumatera, Jawa, Bali, Kalimantan dan Sulawesi (Iskandar 1998). 

F.cancrivora dan kebanyakan Ranidae masih merupakan kompleks spesies; kajian status 
taksonomi katak (Ranidae) masih terus dikembangkan baik menggunakan data morfologi 
maupun data molekuler (Tanako-Ueno, 1998; Sumida et al.2007; Kurniawan et. al., 2010). 
Penanda molekuler yang sering digunakan dalam studi filogenetik yaitu gen-gen yang terdapat 
di inti maupun mitokondria. Gen Cytocrhome b (cyt b) yang terdapat pada genom mitokondria 
sel eukaryot merupakan salah satu gen yang sering dipergunakan untuk tujuan tersebut. Sejauh 
ini penelitian mengenai genetik termasuk posisi taksonomi katak asal Sulawesi masih terbatas 
(Kurniawan et al., 2011.) terutama katak yang berasal dari Sulawesi Tenggara (Suriana dan 
Nasaruddin 2010). Bahkan Kurniawan et.al., 2011 menjelaskan bahwa berdasarkan morfologi 
dan ekperimen F.cancrivora asal Sulawesi masih belum terdeskripsi, meskipun hal ini masih 
merupakan peneltian awal. Oleh karena itu maka data molekuler cyt b sebagai pengenal spesies 
dalam penelitian ini merupakan data awal dan pertama bagi F.cancrivora asal Sulawesi 
Tenggara diharapkan dapat menjadi data pembanding untuk kajian serupa. Selain untuk kajian 
hubungan kekerabatan fragmen pendek gen sitokrom b pada beberapa hewan telah 
dipergunakan untuk pengenal/identifikasi spesies pada produk makanan/daging (Ahmed & El-
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mezawy 2005; Silva-neto, 2016) sehingga diharapkan hal serupa dapat diberlakukan bagi katak 
dan amfibi pada umumnya. 

2. Metode Penelitian 
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif. Sampel katak diperoleh di aliran sungai 

Wanggu Kota Kendari. Prosedur Isolasi DNA sampel mengikuti prosedur Suriana dan 
Nasaruddin (2012). Otot paha katak ditimbang 1 gram, kemudian digerus dan ditambahkan 
buffer lysis  sebanyak 700 µL . Setelah itu, sampel diinkubasi pada suhu 60oC selama 2 jam dan 
dibolak-balikkan tabung setiap 30 menit. Selanjutnya ditambah dengan kloroform sebanyak 
500 µL, kemudian disentrifugase pada kecepatan 14.500 rpm selama 12 menit lalu supernatan 
dipindahkan ke eppendorf  baru. Supernatan yang telah diambil kemudian ditambahkan 0,08 
volume 7,5 M amonium asetat (NH4Ac) dan 0,54 volume isopropanol kemudian dihomogenkan 
dengan membolak-balikkan tabung. Selanjutnya sampel diinkubasi ke dalam freezer selama 40 
menit. Setelah itu, sampel disentrifuge  pada kecepatan 14.500 rpm selama 3 menit, lalu 
supernatan dibuang hingga hanya tersisa pellet. Pellet kemudian ditambahkan dengan alkohol 
70%  sebanyak 500  µL dan sampel disentrifuge kembali dengan kecepatan 14.500 rpm selama 
3 menit. Alkohol 70% tersebut dibuang dan pelet dikering-anginkan lalu diresuspensi dengan 
TE sebanyak 35 µL dan diinkubasi pada suhu suhu ruang (±37oC).  

Elektroforesis digunakan untuk memigrasikan DNA, dan memviasualisasikan pita DNA 
berdasarkan berat molekulnya.  Gel agarose 1% yang telah diberi Etidium bromida sebanyak 2.5 
µL dimasukkan ke dalam tangki elektroforesis yang telah diisi TBE 1X. Selanjutnya diambil 3 µL 
sampel dan dicampur dengan 1 µL loading dye, kemudian dimasukkan ke dalam sumur agarose. 
Elektroforesis dijalankan hingga 30 menit. Setelah selesai, gel divisualisasi dengan 
menggunakan photoforesis. Sampel hasil isolasi yang bagus selanjutnya akan di PCR untuk 
mengamplifikasi gen cyt b. 

Segmen gen cyt b diamplifikasi dengan teknik PCR. Digunakan primer khusus kakatk 
dengan sekuen: Primer Forwad : 5’-GTCCTACCGTTAGCTATT-3’ Primer reverse  : 5’-
CAGACAACTTTACACCAA-3’ Campuran reaksi PCR sebanyak 10 µL terdiri atas master mix 
sebanyak 5 µL,  masing-masing primer sebanyak 0,5 µL, DNA cetakan sebanyak 1 µL dan 
aquabidest sebanyak 3 µL. Mesin PCR diset dengan Pre Denaturation selama 3 menit pada suhu 
95oC, diikuti 35 siklus dari Denaturation selama 1 menit, pada  suhu 95oC,  Annealing  selama 30 
detik pada suhu 53oC  dan  Extension 1 menit 30 detik, pada suhu 72oC serta diikuti dengan Post 
Extension selama 8 menit, pada suhu 72oC. Hasil amplifikasi divisualisasikan dengan 
menggunakan elektroforesis (Prosedur elektroforesis serta alat dan bahan yang dipergunakan 
sama dengan prosedur elektroforesis hasil purifikasi DNA Total). Pita DNA yang baik akan 
diperbanyak hingga 50 µL dan dikirim ke perusahaan jasa sekuensing. 

Hasil sekuensing diblast (akses langsung dengan http://blast.ncbi.nlm.nih.gov. untuk 
meyakinkan bahwa hasil sekuensing adalah DNA target, yaitu gen cyt b. Karakterisasi gen cyt b 
dilakukan  dengan menggunakan software Bioedit dan MEGA (Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis) version 7.0.  Sekuen  pembanding dan spesies out groupnya diperoleh dari data 
GenBank yang diakses melaui website http://nucleotida.ncbi.nlm.nih.gov. Hasil analisis sekuen 
dipergunakan untuk merekonstruksi filogenetikdengan metode Neighbor-Joining (NJ) model 
Kimura 2-parameter, boostrapped 1000X. Proses dini dilakukan dengan menggunakan software 
MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). 

3. Hasil Penelitian 

Hasil perunutan gen sitokrom katak sawah asal Kendari Sultra dianalisis menggunakan 

software MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). Data sekuen terdiri atas 226 pasang basa (pb), 

disejajarkan dengan data set gen sitokrom b katak yang tersedia pada GenBank, yaitu:8 spesies 

F.cancrivora dengan no akses pada GenBank adalah AB444705.1, AB444696.1, AB444694.1, 

EU652694.1, AB488817, EU652694.1, AB444710, AB444709. Hasil pensejajaran menunjukkan 

ada 172/266 Situs yang bersif kekal dan 54/266 situs berbeda. Diantara situs yang berbeda, 

terdapat 52/266 situs parsimoni informatif dan 2 situs singelstone (Tabel 1). 

http://nucleotida.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabel 1 menunjukkan bahwa  F. cancrivora (EU652694.1), F.cancrivora (AB488817), 
dan F.cancrivora (EU652694.1), memiliki situs yang sama, tetapi berbeda dengan F. cancrivora 
lainnya. F. cancrivora (EU652694.1) memiliki nukleotida singlestone, pada situs ke 42, yaitu C 
(sitosin) sedangkan pada haplotip lain berupa G (guanin) atau T(Timin). Situs singlestone juga 
dimiliki oleh F. cancrivora  asal Kendari Sulawesi Tenggara pada basa ke 222, berupa A, 
sedangkan C atau T pada F. cancrivora lainnya. Hal tersebut menunjukkan adanya substitusi non 
sinonim pada situs tersebut. 

Rekonstruksi pilogeni dilakukan dengan menggunakan Neighborn Joining, model  jarak 
Kimura 2-parameter. Salamandra-salamandra sebagai out group, sebab spesies tersebut 
merupakan anggota salah satu ordo Amphibia (Gambar 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Filogeni katak sawah bedasarkan segmen gen sitokrom b sepanjang 266 pasang 
basa., model Kimura 2-parameter. Angka di atas klade menunjukkan nilai 
boostrapped 1000x. 
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Tabel 2. Jarak Genetik antar F.cancrivora berdasarkan segmen gen sitokrom b. 

F_cancrivora _EU652694.1 
 

0.00 0.04 0.04 0.00 0.03 0.03 0.03 0.03 

F._cancrivora_AB488817 0.00 
 

0.04 0.04 0.00 0.03 0.03 0.03 0.03 

F.cf.cancrivora AB444710 0.22 0.22 
 

0.00 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 

F.cf._cancrivora_AB444709 0.21 0.21 0.00 
 

0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 

F._cancrivora_EU652694.1 0.00 0.00 0.22 0.21 
 

0.03 0.03 0.03 0.03 

F.cf._cancrivora_AB444705.1 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 
 

0.01 0.00 0.02 

F._cf._cancrivora_AB444694.1 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.01 
 

0.01 0.02 

F. cf. cancrivora AB444696.1 0.17 0.17 0.18 0.17 0.17 0.00 0.01 
 

0.02 

F._cancrivora_(Sultra) 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.07 0.07 0.08 
 Keterangan: angka di atas diagonal menujukkan standar eror. 

Untuk mengevaluasi apakah fragmen gen sitokrom b dapat dipergunakan sebagai 

pengenal spesies, maka gen tersebut disejajarkan dengn gen sitokrom b hewan vertebrata yang 

tersedia pada GenBank. Kemudian dipergunakan untuk merekonstruksi pohon filogeni (Gambar 

2). 

 
Gambar 2. Filogeni katak sawah dan beberapa wakil Vertebrata bedasarkan segmen gen 

sitokrom b sepanjang 266 pb, model Kimura 2-parameter. Angka di atas klade 
menunjukkan nilai boostrapped 1000x. 

Gambar 2 menunjukkan bahwa katak yang terdiri dari 4 genus (Fejervarya, 
Polipedates, Rana, dan Bufo)  mengelompok klade Amphibia, diikuti kelompok Reptil yang 
terdiri atas  1 genus, kemudian Aves pada klade berikutnya, dan terakhir Mamalia (3 genus). 
Nyata bahwa filogeni tersebut bersifat monofiletik. 

4. Pembahasan 

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa segmen gen sitokrom b yang telah 
dikarakterisasi mampu membedakan inter dan antar populasi. Hal ini tercermin dari 
pengelompokan masing-masing spesies dan atau haplotip pada klade yang berbeda (Gambar 1 
dan 2). Hasil penelitian ini sejalan dengan hasil yang diperoleh Kurniawan et al., (2010), Sumida 
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et al., 2007 pada F. limnocaris. Bahkan antar haplotip F. cancrivora,  teramati adanya substitusi 
basa G -A/ G-A, C-T/T-C, C-G-T, T-C-A. Substitusi tersebut umumnya bersifat sinonim (Tabel 1). 

Jarak genetik antar F.cancrivora berkisar 0.01 sampai 0.18, menunjukkan adanya 
hubungan kekerabatan yang sangat dekat, tetapi masih dapat dibedakan antar satu haplotip 
dengan haplotip lainnya. Jarak genetik yang ditemukan pada katak sawah berkisar antara 0.36 
sampai 16.38 (Kurniawan et al., 20…), 0.104 sampai 0.12 (Sumida et al. 1998). Jarak genetik 
yang ditemukan oleh dengan menggunakan data gen 16S berkisar 0.2 (Vences et al. 2004), dan 
jarak genetik Nei 0.3 ( Sasa et. al. 1998) untuk hibrid inviabilitas.  Variasi yang ditemukan pada 
jarak tersebut disebabkan metode jarak yang dipergunakan berbeda. Meskipun demikian 
adanya jarak tersebut menunjukkan adanya perubahan basa yang terjadi pada sekuen gen yang 
dipergunakan. 

5. Kesimpulan 

Filogeni molekuer katak sawah asal Kendari Sultra yang direkonstruksi menggunakan 
segmen gen sitokrom b, menempatkan katak sawah asal Kendari pada klade yang sama dengan 
katak sawah lain (no akses GenBank : AB444705, AB444696.1 dan AB444694.1)dengan nilai 
boostrapped 90%. Filogeni tersebut robust ditandai dengan posisi out group berada pada klade 
paling luar. Jarak genetik antara katak sawah yang dibandingkan berkisar 0.01 sampai 0.18. 
Segmen gen sitokrom b yang diamplifikasi pada penelitian ini dapat dipergunaan sebagai 
pengenal spesies. 
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