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ABSTRAK

Septiadi, Luhur. 2018. ANALISIS FILOGENETIK DAN ESTIMASI WAKTU
DIVERGENSI Amolops Cope, 1865 SENSU LATO PAPARAN SUNDA
SECARA INSILICO. Skripsi. Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing
Biologi: Berry Fakhry Hanifa, M.Sc.; Pembimbing Agama: Oky Bagas Prasetyo,
M.Pd.L

Kata Kunci: divergensi genetik, Amolops, gen mitokondria, pohon filogenetik, evolusi

Proses geologi Paparan Sunda membentuk pola biogeografi Genus Amolops Cope, 1865
Sensu lato yang tersebar di pulau Sumatra, Jawa, & Kalimantan. Penelitian sistematika,
hubungan kekerabatan, dan evolusi dari genus ini telah banyak dilakukan, namun masih
sedikit referensi terkait resolusi pohon filogenetik dan studi estimasi waktu divergensi
genetik di Paparan Sunda. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui filogenetik, dan
estimasi waktu divergensi Genus Amolops Sensu lato di Paparan Sunda. Metode yang
digunakan merupakan metode insilico yaitu analisis filogenetik Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony, Bayesian Inference dan estimasi waktu divergensi secara insilico
menggunakan beberapa gen dari genom mtDNA yaitu 12S rRNA, tRNAY?, & 16S rRNA
dari Amolops Sensu lato sebanyak 13 Ingroup taksa dari Genus Huia dan Meristogenys
beserta 2 Ouitgroup taksa. Parameter analisis yang digunakan yaitu sifat monofiletik dan
parafiletik dari topologi yang dihasilkan, serta skor bootsrap (MLBP, MPBP, dan BPP)
pada setiap percabangan pohon filogenetik berupa filogram, dan estimasi waktu divergensi
genetik dengan parameter analisis Effective Sampling Size dan konvergensi distribusi prior
dan posterior dari kronogram yang dihasilkan. Hasil penelitian menunjukkan filogenetik
Genus Amolops Sensu lato tergolong grup monofiletik, Genus Huia tergolong grup
parafiletik, dan Genus Meristogenys tergolong grup monofiletik. Estimasi waktu divergensi
menunjukkan waktu pemisahan Amolops Sensu lato terjadi pada zaman Oligocene-
Miocene epoch (~34.8 Mya), Huia sumatrana, Huia group, dan Meristogenys group terjadi
pada zaman early Miocene-Pliocene epoch (~27.37 Mya), Huia group dan Meristogenys
group terjadi pada zaman early Miocene-Pliocene epoch (~14-4 Mya).

viii
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ABSTRACT

Septiadi, Luhur. 2018. PHYLOGENETIC ANALYSIS AND DIVERGENCE TIME
ESTIMATION OF Amolops Cope, 1865 SENSU LATO ON SUNDA SHELF
INSILICO. Thesis. Biology Department Science and Technology Faculty State
Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Biology Advisor: Berry
Fakhry Hanifa, M.Sc. ; Religious Advisor: Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.I.

Key words: genetic divergence, Amolops, mitochondrion genes, phylogenetic tree,
evolution

The geology process of the Sunda Shelf forms the biogeographic pattern of Genus Amolops
Cope, 1865 Sensu lato which distributed in Sumatra, Java, and Kalimantan region.
Research on systematic, relationship and evolutionary history of this genus have been
studied before, however, producing a few phylogenetic trees resolution and divergence
time estimation on Sunda shelf. This study aims to determine the phylogenetic and
divergence time estimation of Genus Amolops Sensu lato in Sunda Shelf. The insilico
methods are used is phylogenetic analysis by Maximum Likelihood, Maximum Parsimony,
Bayesian Inference, and divergence time estimation based on mtDNA of 12S rRNA,
tRNAY? & 16S rRNA genes of Amolops Sensu lato including 13 Ingroup taxa along with
2 Outgroup taxa. Analysis parameter that are used is monophyly dan paraphyly character
of group based on the result of branch of every phylogentic trees, also bootstrap score
(MLBP, MPBP, BPP) on every branch of phylogenetic trees resulting on phylograms, and
divergence time estimation parameter analysis including Effective Sampling Size and
convergenity of prior and posterior distribution resulting on chronogram. The results
showed that the relationship between Amolops Sensu lato are monophyletic group, Genus
Huia are paraphyletic group and Genus Meristogenys are monophyletic group. The time
divergence estimation shows the separation of 4molops Sensu lato occurred at Oligocene
to Miocene epoch (~ 34.8 Mya), Huia sumatrana, Huia group, and Meristogenys group
occurred at early Miocene to Pliocene epoch (~ 27.37 Mya), and Huia group and
Meristogenys group occurred at early Miocene to Pliocene epoch (~ 14-4 Mya).
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia memiliki keanekaragaman dan biodiversitas yang tinggi (Natus,
2005). Keanekaragaman ini dikarenakan adanya proses geologi yang kompleks
serta letaknya yang berada pada kawasan tropis (Mittermieier dkk., 1998; Myers
dkk., 2000). Berdasarkan penyebaran flora dan faunanya, Indonesia dibatasi oleh
garis imajiner dengan pembagian wilayah, yang meliputi Wallacea (Sulawesi, Nusa
Tenggara), Paparan Sahul (Papua-Australia), dan Paparan Sunda (Sumatera, Jawa,
Borneo) (Wallace, 1876).

Paparan Sunda termasuk ke dalam salah satu dari 34 wilayah biodiversitas
terrestrial dan 11 wilayah biodiversitas laut tertinggi di dunia (Turner dkk., 2007).
Lebih dari 800 spesies amfibi (>10% dari seluruh spesies amfibi di dunia)
ditemukan di Paparan Sunda, dan jumlahnya terus meningkat seiring dilakukannya
eksplorasi pada wilayah kepulauan yang terisolir (Nishikawa dkk., 2012).
Keragaman yang tinggi dari tingkatan genetik sampai ekosistem menempatkan
Indonesia sebagai negara dengan kekayaan biodiversitas tertinggi kedua di dunia
setelah negara Brazil (Ministry of Environment, 2009). Sebagaimana yang telah

dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. Fatir ayat 28 yang berbunyi:
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Artinya : “Dan demikian (pula) di antara manusia, binatang-binatang melata dan
binatang-binatang ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan
Jjenisnya). Sesungguhnya yang takut kepada Allah di antara hamba-
hamba-Nya, hanyalah ulama. Sesungguhnya Allah Maha Perkasa lagi
Maha Pengampun”.

Penggalan ayat ad-dawaaabbi menjelaskan bahwasanya Allah SWT
menciptakan berbagai macam jenis hewan di bumi yang berjalan menggunakan
kaki, kemudian penggalan ayat sesudahnya dengan lafaz an’aami yang
dihubungkan dengan addawab memiliki makna bahwa Allah telah menciptakan
berbagai macam wujud makhluk hidup beraneka ragam bentuk, corak, kulit dan
ukuran (Shihab, 2002). Penggalan ayat ini mengisyaratkan bahwa keanekaragaman
yang unik dapat dipengaruhi oleh faktor habitat, sampai faktor genetik.

Surat tersebut menjelaskan pembagian beberapa hewan yaitu hewan yang
berjalan dengan empat kaki, melata, dan juga ternak yang diciptakan bervariasi
(Shihab, 2002) dan tidak terlepas dari faktor perbedaan genetik. Hewan-hewan
yang memiliki karakter morfologi berbeda memiliki karakter genetik yang berbeda
walaupun berasal dari satu nenek moyang yang sama sehingga terbentuk organisme
dengan wujud yang berbeda melalui mekanisme spesiasi akibat dari proses
divergensi genetik. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT

QS Al Anbiya ayat 30 yang berbunyi:
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Artinya :“Dan apakah orang-orang yang kafir tidak mengetahui bahwasanya
langit dan bumi itu keduanya dahulu adalah suatu yang padu, kemudian
Kami pisahkan antara keduanya. Dan dari air Kami jadikan segala
sesuatu yang hidup. Maka mengapakah mereka tiada juga beriman”.

Ayat ini menegaskan tentang konsep penciptaan alam semesta yang
merupakan satu kesatuan lalu dipisahkan oleh Allah SWT. Peristiwa ini menjadi
awal kemunculan kehidupan pertama kali dari organisme yang komposisi tubuhnya
terdiri dari zat berupa air (Shihab, 2002). Keberagaman seluruh organisme dapat
dirunut waktu dan asalnya karena adanya keterkaitan satu sama lain, yang
kemudian berpisah (divergensi) menjadi organisme dalam bentuk berbeda melalui
mekanisme spesiasi, namun masih memiliki unsur terpenting pada tubuhnya berupa
air.

Proses terjadinya divergensi dan pemisahan suatu spesies tidak terlepas dari
sejarah geologi pembentukan Paparan Sunda yang telah melalui proses yang
panjang dan kompleks. Dalam proses geologinya, telah terjadi peristiwa penyatuan
dan pemisahan kontinen yang terjadi pada zaman early Eocene epoch (~50 Mya)
sampai Pleistocene epoch (~250.000 ya) (Lohman dkk., 2011). Hal ini disebabkan
oleh adanya pergeseran dan tumbukan lempeng tektonik antara lempeng India-
Australia, Eurasia, Pasifik dan Filipina, serta adanya peningkatan permukaan air
laut (glasiasi) (Lohman dkk., 2011). Proses tersebut memicu adanya diversifikasi
karena adanya proses isolasi berupa batasan geografis dan seleksi reproduktif

sehingga terjadi hanyutan genetik (genetic drift) yang merubah susunan dari



kongkang genetik (gene pool) membentuk spesies yang baru (speciation) (Kotaki
dkk., 2010).

Salah satu kelompok fauna yang berdiversifikasi tinggi dan menarik untuk
dipelajari adalah fauna dari Kelas Amfibi, Ordo Anura, Famili Ranidae. Katak
Sejati (Ranidae) tersebar luas di Paparan Sunda (Sumatra, Jawa, Borneo) dan
terbagi menjadi beberapa spesies yang telah beradaptasi pada habitat yang
bervariasi (Frost dkk., 2006). Bentang alam Indonesia yang kompleks
menghasilkan kontur serta sungai dengan aliran-aliran air dari hulu yang umumnya
beraliran cukup deras. Salah satu golongan katak sejati yang spesifik menempati
relung habitat (niche) di sungai dengan aliran yang deras adalah katak dari Genus
Amolops.

Amolops Cope, 1865 atau yang biasa disebut dengan katak arus deras
(Cascade Frog) merupakan golongan katak dari Famili Ranidae yang terdistribusi
di wilayah Benua Asia. Katak ini memiliki salah satu adaptasi morfologi yang unik
dengan adanya bentukan abdominal sucker pada fase larvae/ berudu/ tadpole-nya
sehingga mampu bertahan hidup di daerah sungai beraliran deras (torrent) (Inger,
1966). Secara spesifik, Genus Amolops Sensu lato dibagi menjadi beberapa genera
yang tersebar di wilayah Indonesia (Sumatra, Jawa, Borneo), diantaranya dari
Genus Meristogenys dan Huia. Namun status sistematikanya saat ini masih
memunculkan sebuah permasalahan dimana terjadi penyimpangan taksonomi,
adanya paraphyly, dan ketidakstabilan taksonomi pada Famili Ranidae berdasarkan
beberapa pengamatan morfologi dan anatomi, serta beberapa hasil analisis

filogenetik yang telah dilakukan sebelumnya (Cai dkk., 2007; Stuart, 2008; Arifin



dkk., 2018). Hal tersebut dapat terjadi karena dataset sekuen, karakter morfologi,
maupun metode yang digunakan masih belum mampu memisahkan taksa.
Permasalahan taksonomi ini perlu untuk diresolusi dan dievaluasi melalui
pendekatan yang lebih mendalam dengan pengembangan teknik dengan validitas
yang baik, salah satunya analisis filogenetik dengan metode dan penggunaan
dataset yang lebih komprehensif (Hidayat & Pancoro, 2008). Upaya ini diharapkan
mampu menyajikan referensi data yang lebih akurat, sistematika yang kredibel,
serta perkiraan estimasi waktu divergensi dari Amolops Sensu lato yang
terdistribusi di Paparan Sunda khususnya wilayah Indonesia, berdasarkan pohon
filogenetik dan kronogram yang telah diolah dari data molekuler berupa sekuen
DNA (Arifin dkk., 2018).

Penggunaan sekuen DNA, secara luas digunakan dalam penelitian
sistematika, estimasi waktu divergensi, dan biogeografi berdasarkan variasi dari
susunan basa nukleotida (Brown dkk., 1979; Moore, 1995). Sumber data bisa
didapatkan dari genom DNA Inti (nuDNA) pada kromosom tertentu dan DNA
mitokondria (mtDNA) yang sering digunakan karena karakteristik penting yang tak
didapatkan pada nuDNA meliputi: jumlahnya yang banyak di sel, ukuran genom
yang kecil (~16,569 bp, double stranded), haploid (one lingkage group), diwariskan
dari maternal (lineage sorting), banyak wilayah yang conserved, dan mutasi
independen yang tidak didapatkan pada nuDNA (rekombinasi nuDNA oleh parental
dan maternal) (Gupta dkk., 2015). Sekuen mtDNA menghasilkan pohon filogenetik
berdasarkan gen (gene trees) yang kongruen dengan pohon filogenetik spesies

(species trees), sehingga menggambarkan pohon yang sebenarnya (true trees)



(Brown dkk., 1979; Moore, 1995). Secara spesifik, mtDNA-haplotype gene trees
lebih kongruen terhadap species trees dibuktikan melalui nilai probabilitas 0.95,
lebih besar dibandingkan nuDNA-gene trees dengan nilai probabilitas 0.62 (Moore,
1995). Keunggulan lainnya yaitu ukuran populasi efektif (effective sampling size)
pada mtDNA. DNA mitokondria memiliki ukuran populasi efektif yang lebih
sedikit (dikarenakan fenomena lineage sorting) dibandingkan nuDNA, sehingga
mempengaruhi validitas bifurkasi (separasi/ divergensi/ percabangan) yang terjadi
saat replikasi DNA dan mutasi pada populasi akibat isolasi geografis maupun
seleksi reproduktif (Moore, 1995). Dibalik seluruh keunggulannya, tidak seluruh
wilayah dari genom mtDNA dapat digunakan dalam merekonstruksi gene trees
(Gupta dkk., 2015).

Wilayah dari genom mtDNA meliputi D-Loop Region, gen pengkode
protein, dan beberapa wilayah yang berfokus dalam studi divergensi genetik yaitu
rRNA dan tRNA (Moraes dkk., 2002). Wilayah ini merupakan bagian functional
dalam proses replikasi yang biasa disebut “coding region” (Gupta dkk., 2015).
Wilayah rRNA dan tRNA memiliki peranan fungsional yang penting, dimana
semakin penting fungsi dari gen tersebut semakin lambat pula gen tersebut
mengalami perubahan akibat proses evolusi pada struktur primernya (structural
maintain) (Gupta dkk., 2015). Dalam hal tersebut, wilayah ini tergolong bagian
yang conserved sehingga mampu mempertahankan struktur dan fungsinya.
Wilayah ini memiliki susunan basa nukleotida yang bervariasi akibat mutasi yang
independen, sehingga lebih signifikan dari region lainnya untuk dibandingkan

(Gupta dkk., 2015). Beberapa diantara gen yang tersedia dan sering digunakan



dalam mengidentifikasi pemisahan taksa sampai tingkat spesies yaitu gen 12S
rRNA, tRNA'Y, dan 16S rRNA. Gen-gen ini mampu meresolusikan pohon
filogenetik sehingga disebut sebagai gen penanda (primary barcoding genes) (Kres
dkk., 2015). Namun, resolusi pohon filogenetik saat ini masih dilakukan dalam
skala parsial dan independen pada studi kasus divergensi Genus Amolops Sensu
lato, sehingga diperlukan analisis yang lebih komprehensif melalui metode dan
dataset sekuen DNA yang lain (Arifin dkk., 2018; Cai dkk., 2007; Stuart, 2008;
Matsui dkk., 2010).

Penggunaan gen untuk menyimpulkan hubungan kekerabatan dapat dicapai
menggunakan 2 cara fundamental, yaitu concatenated alignment dan partition
alignment dari multiple genes (Gadagkar, 2005). Penggunaan multiple genes
terbukti mampu meresolusikan gene trees yang lebih valid dibandingkan single
genes dalam beberapa kondisi (Gadagkar, 2005). Salah satu metode analisis dengan
menggabungkan beberapa gen mitokondria, yaitu identifikasi pada beberapa
spesies burung sampai ke tingkatan subspesies, beberapa diantaranya menggunakan
gabungan (concatenated) dari gen TRNA, dan tRNA (Herbert dkk., 2004). Analisis
filogenetik dan estimasi waktu divergensi menggunakan metode concatenated
alignment dengan gen 12S rRNA, tRNAY?, dan 16S rRNA pernah dilakukan oleh
Fahmi & Kurniawan (2015), & Emerson dkk., (2000) pada penelitian katak
bertaring dari Famili Ranidae dan mampu meresolusikan pohon yang menyerupai
species tree-nya.

Pohon filogenetik yang teresolusi dengan baik, secara tidak langsung

menyimpan informasi mengenai waktu pemisahan secara genetik dari taksa yang



berkerabat (Gupta dkk., 2015). Hal ini didasarkan pada gen dari genom mtDNA
yang bisa diketahui asal-usul dan perkiraan divergensi karena faktor laju subtitusi
(subtitution rates) yang berbeda-beda pada setiap taksa (Kres dkk., 2014). Adanya
subtitusi yang merubah struktur genetik serta kaitannya dengan faktor laju subtitusi
yang berbeda-beda pada setiap taksa, menjadikan estimasi waktu divergensi genetik
sering digunakan untuk mengetahui informasi mengenai proses taksa tersebut
memisah, prakiraan waktu taksa tersebut berdivergensi, serta proses evolusi yang
terjadi. Taksa dikatakan berdivergensi apabila struktur dan komposisi urutan
DNAnya telah berbeda secara genetis dengan common ancestor-nya (~ 5-8 % nilai
p-distance pada tingkatan spesies - subspesies, bervariasi tergantung tingkatan
taksanya, dengan laju subtitusi 0.2 per 1 Mya untuk hewan-hewan vertebrata yang
berpisah pada ~10 Mya before present) (Brown & Yang, 2011). Adanya estimasi
waktu divergensi genetik yang terjadi pada rentangan waktu tertentu dipengaruhi
oleh faktor lingkungan, seleksi reproduktif, dan isolasi geografis (Fahmi &
Kurniawan, 2015).

Upaya dalam menguraikan hubungan kekerabatan akan berkontribusi dalam
mengevaluasi diversitas fauna terhadap sejarah geologi paparan Sunda di Indonesia
melalui estimasi waktu divergensi genetik (Nishikawa dkk., 2012). Proses evolusi,
biogeografi, serta estimasi waktu divergensi sangatlah penting mengingat Indonesia
sebagai salah satu negara kepulauan terbesar memiliki pola penyebaran fauna yang
kompleks, proses geologi yang unik, dalam kaitannya terhadap proses divergensi
genetik fauna. Estimasi waktu divergensi yang berkorelasi terhadap proses

diversifikasi fauna di Indonesia bisa digunakan sebagai referensi pendukung,



dimana Indonesia berperan sebagai salah satu pusat reservoir diversitas fauna
dunia, yang kedepannya mampu meningkatkan upaya konservasi amfibi di
Indonesia (Fahmi & Kurniawan, 2015).

Penelitian sistematika dan divergensi genetik Genus Amolops Cope, 1865
Sensu lato di Paparan Sunda telah beberapa kali diulas dan masih perlu dilakukan
analisis dengan metode yang komprehensif melalui beberapa dataset sekuen DNA.
Begitu pula penelitian mengenai estimasi waktu divergensi genetik yang
merupakan penelitian lanjutan dari analisis filogenetik dapat memberikan informasi
mengenai biogeografi dan mengevaluasi sejarah geologinya. Oleh karena itu,
penelitian dengan judul Analisis Filogenetik dan Estimasi Waktu Divergensi
Amolops Cope, 1865 Sensu Lato Paparan Sunda secara Insilico”, penting dilakukan
dalam menguraikan hubungan kekerabatan serta mengevaluasi sejarah geologi dari
Paparan Sunda yang juga berkorelasi dalam memaparkan biogeografi dan proses
evolusinya.
1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimanakah filogenetik antar taksa pada Genus Amolops Cope, 1865 Sensu

lato di Paparan Sunda?

2. Berapakah estimasi waktu divergensi genetik antar taksa pada Genus Amolops

Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda?
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Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
Mendeskripsikan filogenetik antar taksa pada Genus Amolops Cope, 1865
Sensu lato di Paparan Sunda.
Mengetahui estimasi waktu divergensi genetik antar taksa pada Genus Amolops
Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda.
Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
Sebagai salah satu acuan dalam mengevaluasi sejarah geologi Paparan Sunda
khususnya di wilayah Indonesia.
Sebagai salah satu acuan estimasi waktu divergensi genetik Genus Amolops
Cope, 1865 Sensu lato berdasarkan persebarannya di Paparan Sunda khususnya
di wilayah Indonesia.
Sebagai dasar bagi bidang penelitian lainnya, seperti studi evolusi dan
biosistematika, bioinformatika, secara molekuler pada amfibi.
Sebagai referensi diversifikasi dan evolusi amfibi di wilayah tropis Indonesia
dalam mengembangkan strategi yang efisien untuk mencegah ancaman
penurunan populasi.
Sebagai referensi dalam upaya konservasi amfibi di Indonesia.
Batasan Masalah
Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
Sekelompok taksa yang dikaji dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato

adalah taksa dari Genus Huia dan Meristogenys yang spesifik tersebar di
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Paparan Sunda (Sumatra, Jawa, Borneo). Taksa yang dikaji didasarkan pada
gen mitokondria (mtDNA) meliputi: 12S rRNA, tRNA¥, dan 16S rRNA yang
didapatkan dari GenBank Database.

Metode analisis filogenetik yang digunakan adalah analisis character based
yang meliputi: Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, dan Bayesian
Inference

Parameter yang digunakan dalam analisis filogenetik yaitu sifat kelompok yang
monofiletik dan parafiletik dari topologi yang dihasilkan, serta skor bootsrap
(MLBP: >70; MPBP: >70; BPP: >95), estimasi waktu divergensi genetik
dengan parameter analisis Effective Sampling Size dan konvergensi distribusi

prior dan posterior dari kronogram yang dihasilkan.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sejarah Biogeografi Paparan Sunda

Indonesia merupakan salah satu negara kepulauan di dunia yang memiliki
keanekaragaman dan biodiversitas yang tinggi (Natus, 2005). Proses yang
kompleks dan letaknya yang berada di kawasan tropis, mengakibatkan
keanekaragaman yang tinggi (Mittermieier dkk., 1998; Myers dkk., 2000).
Keanekaragaman yang tinggi terjadi karena kompleksitas pembentukan kepulauan
yang ada di Indonesia, akibat adanya aktivitas geologi berupa gesekan lempeng
tektonik yang membentuk permukaan bumi (van Bemellen, 1949). Berdasarkan
distribusi flora dan faunanya, Indonesia dibagi oleh garis imajiner diantaranya
wilayah Wallacea (Sulawesi, Nusa Tenggara), Paparan Sahul (Papua-Australia),
dan Paparan Sunda (Sumatera, Jawa, Borneo) (Wallace, 1876).

Paparan Sunda merupakan kontinen utama dari Asia Tenggara yang asal
mulanya terbentuk pada zaman late-Paleozoikum sampai early-Mesozoikum, hasil
fragmentasi atau pecahan dari benua besar Gondwana. Munculnya pecahan-
pecahan kepulauan tersebut, dimulai dari bagian barat Australia pada zaman
Mesozoikum yang menentukan batas tepi (margin) dari terbentuknya Benua
Australia (Lohman dkk., 2011). Pergeseran lempeng tektonik di permukaan bumi
yang menghubungkan Kepulauan di Indonesia, terjadi pada zaman Paleocene
epoch dan Eocene epoch (~60 Mya) lalu berakhir sekitar 5 juta tahun yang lalu,
membentuk kepulauan Indo-Australia saat ini (Gambar 2.1) (Hall, 1996; Lohman

dkk., 2011).
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Berdasarkan sejarah oseanogeografinya, telah terjadi penurunan permukaan
air laut yang besar pada zaman Pleistocene epoch/ glacial maximum (~250.000 ya)
(Hall, 1996). Pada waktu itu, terjadi penggabungan kembali Semenanjung Malaya,
Borneo, Sumatera, dan Jawa menjadi satu kontinen Paparan Sunda yang luas.
Dataran rendah yang luas dengan relief topografi dan sungai yang besar dan
panjang, bermuara ke arah Laut Cina Selatan dan Laut Jawa memungkinkan adanya
distribusi biota ketika kepulauan di Indonesia masih tergabung menjadi satu
kontinen besar. Kemudian terjadi pemisahan kembali semenanjung Malaya,
Borneo, Sumatera, dan Jawa dengan berakhirnya zaman Pleistocene epoch/ glacial
maximum, (~10.000—17.000 ya) (Hall, 1996; Kotaki dkk., 2010). Pada masa itu,
dataran rendah kembali tenggelam akibat naiknya permukaan air laut dengan
peningkatan ketinggian permukaan air laut £120 meter, yang disebabkan oleh
mencairnya es di kutub bumi (Voris, 2000).

Pergerakan berbagai spesies terbatas karena pulau-pulau yang dulunya
terhubung, dibanjiri oleh permukaan air laut yang naik (Voris, 2000; Woodruff,
2010). Naiknya ketinggian permukaan laut, menjadikan beberapa populasi dari
suatu spesies terisolir, menyebabkan adanya proses spesiasi akibat dari aliran gen
(gene flow) yang berubah oleh adanya penghalang geografis. Proses ini
memunculkan adanya potensi endemisitas fauna dari suatu wilayah seiring dengan

berjalannya proses evolusi yang berlansung sangat lama (Myers, 2000).
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Gambar 2.1. Rekonstruksi dataran dan laut pada Kepulauan Indo-Australian pada
beberapa periode Kenozoikum (Lohman dkk., 2011)

2.2 Evolusi dan Spesiasi di Paparan Sunda

Spesiasi merupakan proses terbentuknya spesies baru dari nenek moyang
(ancestor) sebelumnya, akibat adanya proses evolusi. Seleksi alam (Natural
Selection), isolasi reproduksi (reproductive isolation), dan hanyutan genetik

(genetic drift) merupakan faktor-faktor yang mempengaruhi terjadinya spesiasi.
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Spesiasi bisa dibagi menjadi dua berdasarkan batasannya, yaitu batasan genetik
(sympatric speciation) dan batasan fisik (allopatric speciation). Jika proses spesiasi
mengacu pada isolasi reproduksi, maka konsep spesiasi yang digunakan mengacu
pada batasan genetik (sympatric speciation), dimana suatu spesies masih
dimungkingkan hidup berdampingan pada suatu wilayah yang sama tanpa adanya
barrier geografis. Jika konsep spesiasi mengacu pada adanya barrier geografis,
maka konsep yang digunakan adalah batasan fisik (allopatric speciation), dimana
suatu spesies hidup pada wilayah yang yang terpisah dalam jangka waktu yang lama
karena adanya penghalang fisik (permukaan air laut, bentang alam, fragmentasi
populasi) (Coyne, 1992).

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda dimungkinkan terjadi karena adanya
batasan fisik (allopatric speciation) yang terjadi pada zaman Eocene sampai
Pleistocene epoch. Batasan fisik atau barrier geografis ini timbul karena pemisahan
Paparan Sunda menjadi beberapa kepulauan terpisah seiring meningkatnya
permukaan air, dan proses geologi dari paparan Sunda sendiri. Proses ini
menjadikan beberapa wilayah menjadi terisolir dan terjadi spesiasi karena
organisme yang tidak dapat bertukar gen (Coyne, 1992).

Futuyma (1988) berpendapat bahwa seleksi alam (Natural Selection) dan
penyimpangan genetik (genetic drift) menyebabkan suatu populasi mengalami
penyimpangan pada lungkang gennya (gene pool), sehingga tak dapat dihindari
kemunculan adanya spesies baru. Seleksi seksual (Sexual selection) merupakan
salah satu model spesiasi simpatrik yang turut berperan pada spesiasi yang terjadi

di Paparan Sunda. Model seleksi seksual bisa berupa pemilihan pejantan oleh
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betina, fenotip, mating call, maupun isolasi reproduksi (Turelli dkk., 2001;
Porniankowski & Iwasa, 1998; Lande, 1981).

Mekanisme isolasi reproduksi juga dapat dilihat dari isolasi setelah
perkawinan yang berdampak pada viabilitas organisme. Isolasi ini meliputi
peristiwa mortalitas gametik (jika sperma atau telur mati pada perkawinan antar
spesies yang berbeda karena perbedaan struktur gamet), mortalitas zigotik (apabila
telah terjadi proses fertilisasi, namun zigot tidak dapat berkembang dengan baik),
inviabilitas Aybrid (apabila zigot berkembang menjadi organisme namun
viabilitasnya menurun) dan sterilitas 4ybrid (yaitu organisme hibrida yang memiliki
viabilitas normal tetapi steril secara reproduktif) (Porniankowski & Iwasa, 1998;
Lande, 1981).

Bukti dari adanya spesiasi dapat dilihat dari adanya vokalisasi katak yang
diteliti dari studi bioakustik secara spesifik pada panggilan kawinnya. Katak yang
terdistribusi luas dan terbagi menjadi fragmen-fragmen populasi/ subpopulasi
dalam waktu yang cukup lama, menghasilkan variasi dari advertisement calls yang
berbeda. Mating call (panggilan kawin) berguna dalam menjelaskan proses evolusi
dari amfibi karena berhubungan pada fungsinya untuk menarik betina katak
(Kurniati & Hamidy, 2016). Spesiasi simpatrik berdampak pada mekanisme isolasi
reproduksi yang dapat dilihat dari adanya variasi dari mating call. Frekuensi dan
repetisi dari mating call akan cenderung meningkat seiring meningkatnya suhu
lingkungan dan akan cenderung menurun seiring meningkatnya ukuran tubuh
(Blair, 1958). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. Al

Baqgarah ayat 164 yang berbunyi:
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Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya
malam dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang
berguna bagi manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa
air, lalu dengan air itu Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya
dan Dia sebarkan di bumi itu segala jenis hewan, dan pengisaran angin
dan awan yang dikendalikan antara langit dan bumi; sungguh (terdapat)
tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum yang
memikirkan”.

Avyat tersebut memberikan tanda awal adanya fakta ilmiah yang saat ini baru
diketahui oleh ilmu pengetahuan modern, yaitu adanya benda-benda langit yang
berada ada di angkasa. Allah SWT telah memberikan perintah untuk mempelajari
fakta-fakta ilmiah yang ada di seluruh alam semesta beserta proses penciptaan dan
hukum Allah yang mengatur semuanya (Shihab, 2002). Begitu juga dengan adanya
fenomena variasi pada spesies amfibi yang ada di muka bumi, adanya hubungan
kekerabatan, dan adanya proses pemisahan yang terjadi selayaknya wajib untuk
dipelajari. Penjelasan tersebut harusnya membuat orang yang benar-benar dan
serius dalam mengamati ciptaan-Nya, dapat meraba kekuasaan Allah SWT. Di
balik itu semua, wajib bagi manusia yang beriman untuk berfikir dalam
mempelajarinya. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS.

Al Imran ayat 190 yang berbunyi:
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Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya
malam dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal ”.

Shihab (2002) menafsirkan bahwa sesungguhnya dalam penciptaan langit
dan bumi, perbedaan rentang waktu siang dan malam adalah sebagai tanda-tanda
kekuasaan Tuhan bagi para Ulu al-Albab (orang-orang yang berpengetahuan
mendalam). Ayat tersebut memberi isyarat kepada fakta-fakta kosmis yang
menunjuk pada keagungan Sang Pencipta. Jalaluddin al-Mahalli & Jalaluddin as-
Suyuthi (2007) menafsirkan ayat tersebut, bahwa sesungguhnya pada penciptaan
(langit dan bumi) dan keajaiban-keajaiban yang terdapat pada keduanya (serta
pergantian malam dan siang) dengan datang dan pergi serta bertambah dan
berkurang (menjadi tanda-tanda) atau bukti-bukti atas kekuasaan Allah SWT (bagi
orang-orang yang berakal) artinya yang mempergunakan pikiran mereka. Salah satu
tanda-tanda kekuasaan Allah SWT yaitu dengan adanya variasi dari spesies, serta
proses terbentuknya kepulauan yang berpengaruh kepada distribusi organismenya.
Para Ulu al-Albab sebagai orang yang memiliki pengetahuan khusus, harusnya
dapat mengamalkan ilmunya dalam mengelola dunia sebagai pemimpin di bumi
(Khalifah fil-Ardh), serta memberikan kebaikan bagi alam dan tidak memberikan
kerusakan di muka bumi. Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah

SWT QS. Al A’raaf ayat 56 yang berbunyi:
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Artinya : “Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah)
memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak
akan diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat
Allah amat dekat kepada orang-orang yang berbuat baik ™.

Shihab (2002) menafsirkan bahwa manusia janganlah membuat kerusakan
dengan menebar kemaksiatan, kezaliman dan permusuhan. Amal sholeh ini
diwujudkan dengan tidak merusak kekayaan yang sudah ada di muka bumi ini,
seperti halnya perusakan alam, habitat, perburuan satwa liar yang marak terjadi.
Semestinya manusia sebagai pemimpin bumi, mengelola dengan baik serta
mempelajari proses evolusi, geologi, distribusi, dan divergensi untuk dapat meraba
tanda-tanda kekuasaan Allah SWT.

Seiring berjalannya proses geologi yang berlangsung dalam waktu yang
lama, proses evolusi terjadi. Tidak hanya terjadi pada tingkat macroevolution,
namun juga sampai ke tingkat microevolution. Mikroevolusi yang terjadi pada
tingkat DNA, RNA, dan protein, tengah diteliti untuk menguak hubungan
kekerabatan, proses yang terjadi pada kisaran waktu tertentu dengan analisis waktu
divergensi dari asam nukleat (molecular clock), studi mengenai fungsi DNA
sampah yang juga masih belum diketahui, serta kajian-kajian lainnya seperti
biogeografi yang juga berkaitan dengan proses spesiasi dari suatu spesies (Sodhi

dkk., 2010).
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2.3 Hubungan Kekerabatan
2.3.1 Analisis Filogenetika

Analisis hubungan kekerabatan merupakan metode yang digunakan dalam
mengevaluasi sistematika yang diharapkan mampu menjelaskan keanekaragaman
organisme serta hubungan kekerabatannya yang digambarkan dalam sebuah klad
atau filogram (Hidayat dan Pancoro, 2008). Metode ini mengkombinasikan teknik
biologi molekuler (data genetik) dan karakter morfologi (data fenetik). Filogenetik
memiliki konsep bahwa seluruh organisme yang saat ini ada memiliki hubungan
kekerabatan satu sama lain dan diturunkan dari satu nenek moyang yang sama
(common ancestor) dengan jumlah variasi yang bersifat tidak terbatas. Sekelompok
organisme yang memiliki banyak kesamaan sifat atau karakter (character state)
dianggap memiliki hubungan kekerabatan yang lebih dekat (Hidayat & Pancoro,
2008).

Terminologi dasar dalam mendefinisikan sebuah karakter yang
membedakan spesies (character state) dibagi menjadi 3 diantaranya:
synapomophy, apomoprhy, dan plesiomorphy (Hidayat dkk., 2009). Seluruh
anggota yang memiliki kesamaan karakter akan membentuk sebuah klad yang sama
(synapomorphy). Sedangkan karakter apomorphy merupakan karakter yang
berubah secara independen dan terdapat pada kelompok/ klad ingroup. Karakter
plesiomorphy merupakan karakter primitif yang terdapat pada kelompok/ klad
outgroup. Dalam rekonstruksi pohon filogenetik, diperlukan taksa outgroup yang
memunculkan adanya polarisasi karakter (apomorphy dan plesiomorphy) yang

dikenal dengan istilah metode outgrouping, menghasilkan pohon yang memiliki
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akar (rooted tree) sebagai batasan yang jelas (Gambar 2.2) (Hidayat dan Pancoro,

2008).
Karakter sinapomarfik/
apomarfik Kelompok
monofiletik
Outgroup
Karakter —%
plesiomorfik

Gambar 2.2. Pohon kekerabatan dan polarisasi karakter dalam analisis
filogenetika (Hidayat, dan Pancoro, 2008)

Rekonstruksi pohon filogenetik bertujuan untuk menyusun hubungan
kekerabatan diantara organisme dengan tepat dengan memperkirakan perbedaan
yang ada dari common ancestor terhadap descendant-nya. Dalam mengevaluasi
pohon filogenetik, beberapa istilah yang dikenal diantaranya adalah: monofiletik
(jika common ancestor/ nenek moyang tunggal, menghasilkan semua taksa yang
diturunkan/ descendant dalam satu kelompok taksa sama, tidak pada kelompok
taksa maupun garis keturunan yang lain, pengelompokkan yang monofiletik
merupakan bentuk yang ideal dalam taksonomi), polifiletik (jika descendant
memiliki garis keturunan dua atau lebih pada common ancestor yang berbeda), dan
parafiletik (taksa tidak termasuk ke dalam spesies yang mempunyai common
ancestor yang sama, tetapi menurunkan spesies yang termasuk kedalam kelompok

taksa tersebut) (Gambar 2.3) (Lemey dkk., 2009).
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Gambar 2.3. Istilah dalam mengevaluasi pohon filogenetik. (a) monofiletik, (b)
parafiletik, (¢) polifiletik (Hershkovitz & Leipe, 1998)

Karakter morfologi telah lama digunakan dalam banyak penelitian analisis
hubungan kekerabatan, namun sering kali didapatkan hasil yang kurang akurat
karena karakter pembeda spesies yang sulit diamati. Faktor lain yang dapat
mempengaruhi adalah sifat kuantitatif yang kemudian dikendalikan oleh beberapa
gen yang dipengaruhi oleh lingkungan (Hershkovitz & Leipe, 1998). Oleh karena
itu, dilakukanlah analisis filogenetika molekuler dengan menggunakan sumber data
dari urutan asam deoksiribonukleat (DNA), asam ribonukleat (RNA), atau protein
(Hills dkk., 1996).

Sekuen DNA digunakan karena urutan DNA merupakan pengkode sifat
spesifik yang sangat penting pada suatu organisme, mudah diisolasi, diekstrak,
dianalisis model evolusinya secara komparatif, dan memuat banyak informasi
beragam lainnya (Hills dkk., 1996). Sekuens DNA dapat memberikan informasi
yang akurat terhadap karakter yang ada melalui pengujian homologi (4/ignment)
(Castrestana, 2000). DNA juga mengkode banyak sifat karakter (character states)
yang muncul karena adanya laju perubahan dari basa nukleotida yang berbeda-beda

(Hills dkk., 1996). Persyaratan yang harus dipenuhi dalam analisis filogenetik
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diantaranya (Hershkovitz dan Leipe, 1998): (a) Urutan DNA memiliki sumber

yang jelas dan spesifik, yaitu dari inti sel (nuDNA), kloroplas (cpDNA) atau

mitokondria (mtDNA); (b) Urutan DNA bersifat homolog yang berarti diturunkan
dari satu nenek moyang yang sama; (c) Urutan DNA mempunyai model subtitusi
yang sama (bukan campuran antara nuDNA dan mtDNA atau genom yang lainnya).

Analisis filogenetik pada umumnya melalui tiga tahapan umum, yaitu

(Cavalli-Sforza & Balfourier, 1997):

1. Alignment, bertujuan untuk mengetahui ada tidaknya sifat homolog antara satu
set sekuen DNA/protein dengan sekuen DNA/protein lainnya. Alignment
sekuen menjadikan setiap basa nukleotida dari purin dan pirimidin (A, C, T, G)
menjadi situs yang equivalen. Umumnya terdapat gap yang dihasilkan pada
proses alignment karena adanya data yang hilang dan adanya proses insersi
maupun delesi karena mutasi. Tahap ini sangat menentukan keberhasilan dari
analisis filogenetik.

2. Rekonstruksi pohon filogenetik, dibuat berdasarkan parameter pada karakter
yang ditentukan. Penggunaan karakter ini dibagi menjadi 2 metode analisis
utama, yaitu distance based method dan character based method.

3. Evaluasi pohon filogenetik menggunakan uji statistik. Evaluasi ini melibatkan
uji reliabilitas (bootstrap value dan posterior probability) serta uji topologi
antara dua atau lebih pohon dengan metode yang berbeda.

Rekonstruksi pohon filogenetik dapat dikategorikan menjadi dua metode
dasar, yaitu distance based method dan character based method. Distance based

method adalah metode yang didasarkan pada nilai indeks p-distance (jarak
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perbedaan antara dua/ banyak sekuen. Beberapa metode yang termasuk ke dalam
distance based model yaitu salah satunya Neighbor-Joining (NJ). character based
method adalah metode yang mengacu langsung pada urutan basa nukleotida/asam
amino dalam rekonstruksi pohon filogenetik. Metode character based model
mencakup Maximum-Parsimony (MP), Maximum-Likelihood (ML), dan Bayesian
Inference (Bl) (Lemey, 2009).
A. Neighbor joining

Neighbor joining (NJ) merupakan metode analisis filogenetik yang
mengacu pada nilai jarak evolusioner (p-distance) dari operational taxonomy unit
(OTU), yang mengasumsikan bahwa setiap percabangan berevolusi dengan laju
yang berbeda (Hills, 1996). Metode ini mengkalkulasikan secara langsung jarak ke
nodus internal tanpa membangun cluster terlebih dahulu (Hall, 1942). Algoritma

dari metode ini dapat dilihat pada Gambar 2.4.

& 7

Gambar 2.4. Algoritma Neighbour Joining (klusterisasi divisive) (Yang &
Rannala, 2012)
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B. Maximum parsimony

Maximum parsimony merupakan metode analisis yang mengasumsikan
penentuan pohon didasarkan pada jumlah subtitusi minimum antar character state
pada setiap situs dari set sekuen. Perhitungannya relatif lebih cepat dibandingkan
metode character based yang lain, serta terbebas dari asumsi model subtitusi
nukleotida. Analisis ini dianggap mampu menggambarkan hubungan kekerabatan
sebenarnya ketika tingkat divergensi sekuen DNA cukup rendah (Holder dan
Lewis, 2003).
C. Maximum likelihood

Maximum likelihood merupakan metode analisis yang mengasumsikan
bahwa perubahan yang terjadi pada seluruh basa nukleotida dianggap memiliki laju
yang sama/ sebanding. Analisis Maximum likelihood membutuhkan waktu yang
agak lama dalam mengkalkulasi dan mengestimasi filogramnya (Felsenstein,
1981).
D. Bayesian Inferrence

Metode Bayesian Inferrence merupakan metode analisis terbaru yang
menggunakan parameter probabilitas prior dan probabilitas posterior dalam
menentukan kesimpulan statistiknya. Metode Bayesian dikombinasikan dengan
algoritma numerical Monte Carlo Markov Chain (MCMC) (Yang & Rannala,

2012). Algoritma yang digunakan pada metode ini dapat dilihat pada Gambar 2.5.
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p) - P(LOPD|TH)
P(D)

Gambar 2.5. Teorema Bayes, dimana P(T,0) merupakan probablitas Prior untuk
pohon dengan parameter 6, P (D|T, ) merupakan likelihood atau probabalitas dari
data yang ada, dan P(T, 8|D) merupakan probabilitas posterior, dan P(D) sebagai
denominator (Yang & Rannala, 2012)

Dalam rekonstruksi pohon filogenetik terdapat beberapa model subtitusi
nukleotida. Model-model tersebut diantaranya adalah JC69 (Jukes-Cantor, 1969),
K80 (Kimura, 1980), HKY85 (Hashegawa-Kimino Yane, 1985). Model ini
didasarkan pada proporsi laju dan frekuensi subtitusi dari nukleotida yang
selanjutnya berkembang menjadi beberapa model yang lebih kompleks

menyesuaikan dataset yang ada (Yang & Ranala, 2012) (Gambar 2.6).

JCe9 HKY85

O—=0 0=0 4—®

I 120 1=

Gambar 2.6. Markov models dari subtitusi nukleotida, Ketebalan arah
menandakan laju subtitusi nukleotida, ukuran lingkaran menandakan frekuensi
nukleotida untuk mencapai proses subtitusi yang equilibrium (Yang & Rannala,

2012).
Setiap metode memiliki kelebihan dan kekurangannya masing-masing.

Kelebihan dan kekurangan dari setiap analisis filogenetik terangkum pada Tabel

2.1.
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Tabel 2.1. Rangkuman dari kelebihan dan kelebihan beberapa metode rekonstruksi

iohon ﬁloienetik.

Parsimony methods

Simpel dan lebih intuitif

Asumsi tidak secara jelas dijabarkan, dan sulit
dipahami

Hanya bekerja pada beberapa data saja
(misalnya SINES dan LINES)

Kurangnya model yang digunakan, tidak
bergunanya ilmu evolusi sekuen

Branch lengths secara substansial diabaikan
apabila laju subtitusi tinggi

Metode ini kemungkinan dapat mengalami
long-branch attraction yang tidak

merefleksikan proses evolusi

Distance methods

Waktu komputasi yang sangat cepat

Kebanyakan distance methods (contohnya
Neigbour-Joining), mengabaikan variasi dari
estimasi jarak

Dapat diaplikasikan terhadap berbagai
macam data ketika jarak genetik diketahui

Kalkulasi jarak menjadi masalah apabila
sekuen divergen dan memiliki banyak gap pada
alignment

Model untuk kalkulasi distance dapat dipilih
menyesuaikan dengan data

Negative branch length tidak berarti apa-apa
pada pohon

Likelihood methods

Bisa menggunakan model subtitusi yang
kompleks, mendekati realitas biologi

Proses komputasi yang berat

Program yang kuat dalam mengestimasi
parameter dan menguji hipotesa

Topologi pohon bukan merupakan parameter,
sehingga sulit melakukan estimasi, proporsi
dari bootstrap value sulit  untuk
diinterpretasikan

Bayesian methods

Bisa menggunakan model subtitusi yang
realistik, seperti halnya metode maximum
likelihood

Markov Chain Monte Carlo (MCMC) meliputi
komputasi yang berat

Probabilitas Prior bisa diinterpretasikan
dengan informasi lainnya

Pada dataset yang besar, Konvergensi dari
MCMC dan mixing problems sulit untuk
diketahui dan dievaluasi

Probabilitas Posterior untuk pohon dan klad
mudah untuk diinterpretasikan

Probabilitas Posterior biasanya terlalu tinggi

Seleksi model meliputi komputasi yang agak
sulit

Sumber: Yang & Rannala, 2012.
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2.3.2 DNA Mitokondria sebagai gen penanda: gen 12S rRNA, tRNAYY, dan
16S rRNA

Penggunaan sekuen DNA dalam merekonstruksi pohon filogenetik dari
taksa telah yang berevolusi, dapat dilakukan berdasarkan genom DNA Inti
(nuDNA), genom DNA mitokondria (mtDNA), maupun genom dari klorofil dan
plastida pada tumbuhan. Beberapa bagian gen dari genom tersebut memiliki
material genetik yang mampu menggambarkan sejarah evolusi dan hubungan
kekerabatannya. Genom mtDNA kerap digunakan dalam memodelkan sebuah
pohon filogenetik dari setiap taksa (Brown dkk., 1979; Moore, 1995).

DNA mitokondria merupakan DNA sirkuler yang terdapat pada organela
mitokondria di dalam sel. Mitokondria memiliki genom yang berbeda dibandingkan
genom nuDNA maupun kloroplas, mengandung kurang lebih ~16 -20 kbp dan
memiliki 22tRNAs, 2rRNAs, dan 13 protein dengan hanya satu non-coding region
pada pengorganisasian genomiknya. Diperkirakan bahwa mtDNA berevolusi
secara terpisah dari genom lainnya, serta memiliki kemiripan dengan genom dari
bakteri dalam bermutasi (Wolstenhome, 1992; Moraes dkk., 2002).

Materi genetik mtDNA kerap digunakan dalam menyimpulkan hubungan
kekerabatan maupun evolusi dikarenakan beberapa faktor. Faktor yang pertama
yaitu laju evolusinya (substitution rate) yang tinggi dibandingkan conserved region
yang lain. Secara spesifik, laju evolusi pada jenis hewan vertebrata diperkirakan
berlangsung 5-10 kali lebih cepat dari penyalinan satu buah copy DNA inti pada 10
Mya before present (Brown dkk., 1982). Faktor kedua yaitu sifatnya langsung
diturunkan dari maternal (single lingkage group/ haplotype) sehingga

merepresentasikan gambaran estimasi hubungan kekerabatan yang independen
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(Moore, 1995). Faktor lainnya yaitu karakter yang komplek, dan tersedia untuk
dibandingkan meliputi: RNA processing, protein, tRNA, rRNA, variasi kode
genetik, dan susunannya yang bervariasi (Garesse dkk., 1997).

Pemodelan genom mtDNA amfibi bisa dilihat pada penelitian Kotaki dkk.
(2010), secara spesifik pada Famili Ranidae. Secara garis besar, susunan dan konten
genomik pada amfibi identik pada hewan vertebrata lainnya. Genomik dari mtDNA
amfibi mencakup 13 gen protein-coding (kecuali ND6, dan 12 gen lainnya yang
dikodekan oleh H-strand), 2 gen TRNA (12S rRNA dan 16S rRNA), dan 22 gen
tRNA (14 pada H-strand dan 8 pada L-strand) dimana beberapa gen tersebut
memiliki variasi tingkat substitution rates yang tinggi dan conserved region yang

banyak (Kjer, 1997; Kotaki dkk., 2010, Xia dkk., 2014) (Gambar 2.7).
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Gambar 2.7. Peta genomik mitokondria secara umum pada golongan katak dari
Famili Ranidae (Kotaki dkk., 2010)

Penggunaan gen dalam menyimpulkan hubungan kekerabatan dapat diraih

menggunakan 2 cara fundamental yaitu concatenated alignment (beberapa gen
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dianalisis tanpa di partisi dengan asumsi model dan laju evolusi yang sama), dan
partition alignment (beberapa gen dianalisis dengan asumsi model dan laju evolusi
yang berbeda) yang kemudian membentuk species tree. Penggunaan multiple genes
terbukti mampu meresolusikan gene trees yang lebih valid dibandingkan single
genes dalam beberapa kondisi (Gadagkar, 2005). Namun, hanya beberapa gen yang
conserved yang bisa digunakan untuk analisis bahkan pada tingkatan spesies
maupun populasi (Matsui dkk., 2010; Kres dkk., 2014; Meganathan dkk., 2010).

Beberapa gabungan gen mitokondria lainnya ternyata mampu
mengidentifikasikan spesies burung bahkan sampai ke tingkatan subspesies
(Herbert dkk., 2004). Penggunaan gen 12S rRNA, tRNA'?, dan 16S rRNA dalam
meresolusikan pohon filogenetik pernah dilakukan sebelumnya, namun dilakukan
secara independen dan belum menghasilkan pohon yang komprehensif. (Arifin
dkk., 2018; Cai dkk., 2007; Stuart, 2008; Matsui dkk., 2010). Pemodelan
concatenated alignment dengan gen 12S rRNA, tRNA'?, dan 16S rRNA, juga
pernah dilakukan oleh Fahmi & Kurniawan (2015), Emerson dkk., (2000) pada
penelitian katak bertaring Famili Ranidae dan mampu meresolusikan pohon yang
menyerupai species tree dan dapat digunakan sebagai primary barcoding gene
(Kres dkk., 2014).
2.3.3 Software Analisis Filogenetika Molekuler

Beberapa software yang digunakan dalam analisis filogenetika molekuler
diantaranya adalah sebagai berikut :
a. MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), merupakan software

analisis berisikan banyak fitur dan metode dalam analisis phylogenomic,
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phylomedicine, sejarah evolusi, pohon filogenetik, multiple sequence alignment
(MSA) dan masih banyak fitur yang lain. Software ini telah beberapa kali
mengalami update dengan tampilan GUI (graphical user interface) yang mudah
dioperasikan (Kumar dkk., 2018).

. gBlock merupakan software yang dapat mengeliminasi situs alignment yang
buruk karena adanya missing gap, ambiguous site, maupun missing data secara
otomatis setelah dilakukan proses alignment, sehingga dapat menghasilkan hasil
yang lebih akurat. Software ini menyediakan layanan analisis secara online
server maupun portable offline dengan memasukkan file berformat .fasta
maupun .nbrf/pir (Castresana., 2000).

. Jmodeltest, merupakan software tools yang berfungsi untuk mengevaluasi model
evolusi dari sekuens nukleotida. Software ini merupakan pengembangan dari
model sebelumnya yaitu ModelTest (Darriba, 2012).

. PAUP* (Phylogenetics Analysis Using Parsimony *and other methods),
merupakan software filogenetik komputasional yang mampu menyimpulkan
pohon filogenetik dan evolusinya. Soffware ini mendukung analisis distance
matrix, likelihood methods, dan parsimony. Program ini menggunakan data
dengan format .nexus dalam analisisnya (Swofford, 2002).

. Kakusan 4 merupakan soffware untuk menyeleksi model subtitusi nukleotida
dan konfigurasinya secara otomatis pada setiap gen untuk setiap model yang
digunakan (mixed model). Keleluasannya menjadi kelebihan daripada software

yang lain (Tanabe, 2007)
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f. MrBayes merupakan software untuk melakukan analisis Bayesian Inference
dengan pilihan model yang bervariasi dalam menentukan pohon filogenetik dan
model evolusinya. Program ini menggunakan metode algoritma numerical
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) untuk mengestimasi distribusi posterior
dari parameter modelnya (Huelsenbeck & Ronquist, 2001).

g. FigTree merupakan software yang didesain untuk menvisualisasikan pohon
filogenetik dan kronogram yang siap untuk dipublikasikan. Program ini didesain
khusus untuk menampilkan summarized dan annotated trees yang diproduksi
oleh software analisis BEAST. (Drummond & Rambaut, 2007).

2.4 Estimasi Waktu Divergensi Genetik

2.4.1 Konsep Molecular Clock

Perubahan genetik mengarah pada proses evolusi yang terjadi ketika
terdapat suatu populasi yang terisolir karena barrier geografis maupun isolasi
reproduktif. Batasan tersebut mengubah aliran gen (gene flow) dan menyebabkan
peristiwa hanyutan genetik (genetic drift). Seiring berjalannya waktu dan proses
yang sangat lama, terjadi mutasi alami dari sebuah populasi menjadi subpopulasi
yang baru akibat dari aliran gen (gene flow) yang berbeda (Ho, 2008). Proses
tersebut dapat dikalkulasi dan diestimasi menggunakan sebuah hipotesis yaitu
molecular clocks, sebuah teknik yang menggunakan laju mutasi untuk menentukan
waktu divergensi saat dua organsime saling berpisah/ berdivergensi, menggunakan
data sekuen DNA, asam amino, fossil maupun data arkeologi lainnya (Kumar,

2005).
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Hipotesis molecular clocks pertama kali diperkenalkan oleh Zuckerkandl
dan Pauling (Fahmi & Kurniawan, 2015) melalui observasi empiris dari jumlah
asam amino dari hemoglobin antar garis keturunan berbeda yang berubah linear
dengan waktu sesuai estimasi dari data fossil. Hipotesis ini kemudian diperkuat lagi
oleh Kimura (1968), tentang laju evolusi di tingkat molekuler. Penggunaan
molecular clocks dapat menghasilkan gambaran rekonstruksi dari sejarah evolusi
yang lebih jelas berdasarkan organisme yang berdivergensi sesuai dengan waktu
seperti halnya evolusi manusia, sejarah migrasinya (Ke dkk.,2001), terjadinya
proses spesiasi pada zaman tertentu (Klicka dan Zin, 1997), serta terjadinya radiasi
pada kelompok organisme besar seperti hewan dan tumbuhan (Wang dkk., 1999).

Implementasi  molecular clocks  dikalibrasikan dengan kejadian
independent. Kejadian independent merupakan jangka estimasi dari penelitian
sebelumnya, fossil, maupun data geologi lainnya (Hills dkk., 1996). Kalibrasi ini
dikonversikan kedalam beberapa bentuk distribusi diantaranyat: uniform
distribution, gamma distribution, exponential distribution, lognormal distribution,
dan normal distribution.

Uniform distribution digunakan ketika data kalibrasi memiliki batas
maksimum yang didapatkan melalui sumber eksternal (bracketting) dan batas
minimum yang didapatkan dari data fossil (Gambar 2.8). Sedangkan normal
distribution tidak cocok digunakan untuk data yang bersumber dari data fosil,
namun berfungsi optimal ketika digunakan oleh data yang bersumber dari kalibrasi
utama waktu biogeografi dan kalibrasi sekunder. Gamma distribution merupakan

distribusi yang digunakan sebagai prior dalam menskalasi penyimpulan metode
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Bayesian (Bayesian Inference) yang didasarkan pada dua parameter yaitu parameter
skalar (o) dan parameter rata- rata (A) (Gambar 2.8). Exponential distribution
merupakan distribusi yang mirip dengan gamma distribution, dengan distribusi
yang lebih dispesifikasikan oleh parameter rata-rata (A) (Gambar 2.8). Distribusi ini
fungsional untuk data kalibrasi fosil yang dekat dengan titik ancestral. Sedangkan
Log-normal distribution merupakan distribusi yang digunakan untuk data kalibrasi

yang lebih tua jika dibandingkan dengan fosil, dengan probabilitas non-zero -

—
Tlini —
%
i Uniform (min, max)
A Normal (p. )
——//\_ Log Normal (1, @)
—/\' Gamma (o, B)
_//‘il Exponential (A)

(Ho, 2007).
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Gambar 2.8. Parameter distribusi yang digunakan sebagai priors ketika
melakukan kalibrasi (Ho dan Phillips, 2009).

Molecular clocks memiliki parameter tree prior dalam perhitungan statistik
dan penentuan pohonnya. 7ree prior adalah komponen dalam analisis Bayesian
untuk penentuan waktu divergensi. Dalam hal ini, estimasi waktu divergensi yang
digunakan untuk membandingkan sekuen adalah the Birth-Death model dan yule
model. Tree prior yang didasarkan pada proses Birth-Death mengasumsikan bahwa
descendant yang teradiasi/ terspesiasi maupun punah sangat bergantung pada

parameter rata-rata tunggal untuk spesiasi (birth = A), dan rata-rata tunggal untuk
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punah (death = p). Sedangakan yule model mengasumsikan bentuk prior khusus
terspesifikasi pada proses spesiasi (Birth) dengan proses kepunahan tidak
dipertimbangkan (u=0) (Stadler, 2010).

Parameter lain dalam molecular clocks yang digunakan yaitu model clocks,
yaitu model yang menspesifikasikan garis keturunan berdasarkan laju subtitusi
(lineage-specific rate variation). Model yang paling sederhana adalah global
molecular clocks yang menggunakan parameter tunggal untuk menskalasi waktu
evolusi yang bekerja dengan mengestimasi subtitusi genetik tiap situs DNA per
tahun maupun persatu juta tahun dengan laju subtitusi yang konstan pada waktu.
Model ini hanya digunakan untuk menganalisis data sampel khusus pada sekuen
intraspesifik (Brown & Yang, 2011). Model lain yang bisa digunakan yaitu
Autocorrelated rates, dimana laju subtitusi meningkat bertahap pada pohon yang
diestimasi (Thorne dan Kishino, 2002).

2.4.2 Software Estimasi Waktu Divergensi

Beberapa software yang digunakan untuk mengestimasi waktu divergensi
genetik terangkum dalam sebuah paket software yaitu BEAST v2.4.1 package
(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2007)
yang berisikan software antara lain :

1. BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees)

BEAST merupakan software open source dalam analisis model Bayesian
Inference berdasarkan data sekuen menggunakan penghitungan algoritma
numerical MCMC (Monte Carlo Marcov Chain). Software ini digunakan untuk

merekonstruksi pohon filogenetik dengan model variasi subtitusi tertentu, estimasi
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waktu divergensi dan kalibrasi fosil, serta partisi model untuk data yang heterogen.
Beberapa clock model yang dapat dijalankan dalam BEAST antara lain: global
molecular clocks, local molecular clocks, compound poisson process,
autocorrelated rates substitution rates evolve gradually over the tree dan
uncorrelated rate (Drummond & Rambaut, 2007). Penentuan kalibrasi merupakan
faktor penting mengingat data indpenden merupakan satu-satunya informasi
absolut yang digunakan untuk mendukung data, serta menjadi referensi waktu
penentuan data molekuler. Kalibrasi yang digunakan dalam clock model adalah
informasi data fosil atau kejadian biogeografi (Woods, 2012).

2. BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility)

BEAUti merupakan software utility dalam menghasilkan *BEAST input
files yang biasanya dibuat dalam bahasa pemograman berformat .xml (Extensible
Markup Language) (Drummond & Rambaut, 2007). Aplikasi ini mempermudah
setting parameter semisal specify priors, partition data, calibrate internal nodes,
dan parameter lainnya secara otomatis dengan GUI yang mudah, dibandingkan
dengan meng-coding secara manual dalam bahasa pemograman . XML (Extensible
Markup Language) (Woods, 2012).

3. LogCombiner

LogCombiner merupakan software yang dapat mengkombinasikan output file
berupa log files atau tree files dari data hasil analisis (output) ganda yang diperoleh
dari BEAST (Drummond & Rambaut, 2007). Hasil dari kombinasi tersebut
kemudian dapat diolah dalam software Tracer (log files) dan software

TreeAnnotator (tree files) (Woods, 2012).
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4. TreeAnnotator
TreeAnnotator yaitu software yang digunakan untuk meringkas (summary)

posterior sample dari tree files (Drummond & Rambaut, 2007). Software ini
mampu merekonstruksi pohon dengan maximum clade credibility yang dapat
dipercaya, dengan men-discard beberapa pohon yang dihasilkan sehingga dapat
menvisualisasikan satu frue tree (pohon sebenarnya) (Woods, 2012).
5. Tracer

Tracer digunakan untuk menaksir, menginspeksi dan melihat konvergensi
serta kestasioneran dari estimasi probabilitas posterior dan estimasi prior dari
beberapa parameter yang dihasilkan setelah proses MCMC (Monte Carlo Markov
Chain) (Drummond & Rambaut, 2007). Software ini juga digunakan untuk
mengkalkulasi interval densitas posterior tertinggi (High Probability Density) 95%
dan nilai efektifitas ukuran sampel (Effective Sampling Size) dari beberapa
parameter (Woods, 2012).
2.5 Hubungan antara Biogeografi dan Kekerabatan

Biogeografi merupakan ilmu yang menggabungkan antara Biologi dan
Geografi. [lmu in1i membahas khusus tentang proses persebaran flora maupun fauna
yang berhubungan dengan faktor-faktor lingkungan dan geologi (Inger & Voris,
2001; Cox & Moore, 2010). Secara spesifik, bidang biogeografi dibagi kedalam dua
cabang yaitu fitogeografi yang khusus membahas tentang flora, dan zoogeografi
yang khusus membahas tentang fauna. Zoogeografi merupakan disiplin ilmu
biogeografi yang khusus mempelajari penyebaran spesies hewan di permukaan

bumi sejak masa lalu sampai zaman sekarang. Banyak bukti diketahui bahwasanya
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jenis binatang spesifik dapat berdistribusi ke penjuru bumi, sedangkan hewan yang
lain hanya hidup pada kondisi dan karakteristik khusus (Darlington, 1957).
Biogeografi berguna dalam memahami pola, proses, dan faktor yang
mempengaruhi distribusi flora maupun fauna yang tentunya akan berkorelasi
dengan hubungan kekerabatan serta sejarah evolusi dari organisme tertentu
(Rotramel, 1973). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS.

An-Nuur ayat 45 yang berbunyi :

S A1 08 plas il Lo B 05 pied ¥ o2 A (K 1A AT
e 0K e A &) Gl 055 08 afhes IR ) Glo (i (3 oy il

e

Artinya : “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki sedang sebagian (vang lain) berjalan dengan empat
kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah
Maha Kuasa atas segala sesuatu”.

Potongan ayat tersebut menjelaskan Allah SWT dalam melakukan proses
penciptaan semua makhluk hidup yang berasal dari air (Abdullah, 2004).. Allah
SWT menghidupkan berbagai organisme di bumi dengan berbagai pola pergerakan,
penampakan, golongan dan genetik (DNA) yang berbeda. Seperti adanya hewan
yang mampu berjalan di atas perutnya yang bisa dicontohkan dari golongan ular
(Ophidia), dan hewan yang berjalan menggunakan kedua kakinya seperti manusia,
dan hewan yang berjalan menggunakan keempat kakinya seperti kambing dan sapi.
Ayat ini mengisyaratkan adanya pengklasifikasian dari kelompok dan golongan
hewan tertentu yang telah diciptakan oleh Allah SWT karena memiliki kemiripan

satu sama lain pada setiap golongan, salah satu contohnya dari caranya bergerak.
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Proses terjadinya kemiripan atau kekerabatan ini terjadi melalui proses yang sangat
lama, dan karena-Nya Allah berkuasa atas segala sesuatu yang diciptakan-Nya.
2.6 Sistematika Amolops Cope, 1865 Sensu lato
2.6.1 Sensu lato dan Sensu stricto

Sensu merupakan bahasa latin yang berarti “sesuai dengan” dan sering kali
digunakan pada bidang biologi khususnya taksonomi dan sistematika. Penggunaan
terminologi ini didasarkan pada kebutuhannya dalam mengartikan sebuah konsep.
Dalam taksonomi, dikenal sensu stricto, sensu strictiore; sensu stricissimo atau
dalam arti yang lebih sempit “in the strict sense”. Sedangkan terminologi lainnya,
dikenal istilah Sensu lato, sensu latiore; sensu latissimo atau yang berarti dalam
arti luas “in the broader meaning”. Penggunaan terminologi ini didasarkan pada
kebutuhan dalam memisahkan dan mengkategorikan sebuah taksa (Fishbase, 2017).

2.6.2 Amfibi & Sejarah Taksonomi, Klasifikasi, Morfologi dari Amolops Cope,
1865 Sensu lato

Sistemaika dari Kelas Amphibia kedalam tiga Ordo yang tersebar di seluruh
dunia. Kelas Amphibia dibagi menjadi Ordo Caudata (Salamander), Ordo Anura
(Katak dan kodok), dan Ordo Gymnophiona (Caecillia) (Zug & Caldwell, 2001).
Anura merupakan satu dari tiga Ordo yang memiliki jumlah taksa terbesar dan
beragam (6.582 spesies katak dan kodok), dan akan terus bertambah melihat
daerah-daerah terisolir yang masih belum diteliti saat ini (Nishikawa dkk., 2012).

Sejumlah 436 spesies berasal dari Indonesia telah mewakili 15% spesies di
dunia. Beberapa Famili Katak yang terdapat di Indonesia diantaranya
Bombinatoridae, Bufonidae, Dicroglossidae, Microhylidae, Rhacoporidae,

Megophrydae, & golongan katak yang berdiversifikasi tinggi yaitu Famili Ranidae
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(Iskandar, 1998). Ranidae merupakan golongan Katak Sejati yang berdistribusi luas
di seluruh wilayah Indonesia, dan memiliki sejarah tata nama yang kompleks.
Beberapa genus yang termasuk ke dalam Famili Ranidae diantaranya yaitu:
Hyalarana, Chalcorana, Odorrana, Staurois, Sumatrana, Lithobates, Papurana,
Pulchrana, dan Meristogenys & Huia yang dulu pernah menjadi satu genera
kompleks dalam sekelompok taksa Amolops (Frost dkk., 2006).

Amolops Cope, 1865 (Cascade Frog) merupakan katak dari Famili Ranidae
yang berdistribusi di Asia Tenggara. Katak ini memiliki kemampuan bertahan
hidup di daerah sungai yang beraliran deras (forrent) karena adanya bentukan
abdominal sucker pada fase berudu (gastromyzophorous tadpole type) (Gambar
2.9) sehingga mampu menempel pada bebatuan di sungai (Inger, 1966). Yang
(1991) membagi genus ini menjadi tiga kelompok genus dalam Amolops sensu
Inger (1966) berdasarkan analisis filogenetik dan karakter morfologi, yaitu genera

Amolops sensu stricto, dan genera baru yaitu Meristogenys dan Huia.

r o

Gambar 2.9. Larvae dengan tipe berudu gastromyzophorous, dengan karakter
morfologi khusus berupa abdominal sucker, dimiliki oleh seluruh katak dari
Amolops Cope, 1865 Sensu lato; kiri: jantan, kanan: betina, skala: 1 mm (Arifin
dkk., 2018)

Adapun klasifikasi dari Amolops Cope, 1865 Sensu lato yaitu (Shimada
dkk., 2015):

Kerajaan: Animalia
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Filum: Chordata
Kelas: Amphibia
Ordo: Anura
Famili: Ranidae
Genus : Amolops Cope, 1865
Huia Yang, 1991
Meristogenys Yang, 1991

Pengelompokkan Amolops didasarkan pada beberapa kesamaan
karakteristik (synapomorphy) dengan adanya dbdominal sucker dan kelenjar racun
pada sisi dorsal dan ventral. Penamaan genera Meristogenys didasarkan pada satu
kesamaan karakter (synapomorphy) dengan larvae memiliki bentukkan paruh atas
yang terbagi dan berusuk di permukaan luarnya. Sedangkan genera Huia didasarkan
pada satu karakter synapomoprhy dengan larvae yang memiliki “‘kelenjar yang acak
pada punggung” (Yang, 1991). Namun karakter pada Huia yang dievaluasi oleh
Yang (1991), tidak ditemukan pada Huia cavitympanum (Inger, 1985). Penelitian
selanjutnya menyebutkan bahwa ternyata karakter synapomorphy dari genus
Amolops juga ditemukan pada genera yang lain. Kemudian Yang (1991)
menyatukan kembali ketiga genera ini dalam sebuah subfamili Amolopinae pada
Famili Ranidae. Namun Dubois (1992) tidak setuju dengan revisi taksonomi ini,
dan menempatkan tiga genus yang dimaksudkan Yang (1991) ke dalam subgenera
dari Amolops. Dalam hal ini, Yang (1991) gagal dalam mengidentifikasi kesamaan
karakter morfologi ketika mendeksripsikan Huia, sehingga menimbulkan

kerancuan/ kebingungan, dan dapat diperkirakan bahwa Huia tidak
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merepresentasikan kelompok yang alami (rnatural group). Doria dkk. (1999) juga
merekomendasikan tingkatan taksa dari Huia sebagai subgenus dari Amolops Cope,
1865, namun sebagian besar peneliti sekarang mengkategorikan Huia pada
tingkatan taksa Genus (Inger dkk., 1966).

Analisis filogenetik telah dilakukan oleh beberapa peneliti untuk
membuktikan kejelasan sistematika dari Amolops Cope, 1865 Sensu lato. Amolops
tormotus China terbukti paraphyly dan bahkan bersarang (nested) pada kelompok
dari klad Odorrana berdasarkan analisis mtDNA (Cai dkk., 2007). Masalah
filogenetik juga ditemukan pada Huia dan ditemukan bahwa fype species dari
Genus Huia ditemukan di empat /ineages berbeda berdasarkan analisis DNA inti
dari gen RAG-1 dan gen tyrosinase (Stuart, 2007). Penelitian terbaru menyatakan
bahwa katak ini tergolong tidak stabil secara taksonomi, dan diperlukan
pengamatan morfologi dan anatomi secara mendetail untuk menemukan kesamaan
karakter synapomoprhy, serta dataset sekuen DNA yang lebih banyak dan kuat
untuk dikomparasikan (Arifin dkk., 2018).

Amolops sensu Inger, 1966 mengategorikan beberapa spesies yang saat ini
telah teridentifikasi. Amolops Sensu stricto Yang, 1991 memiliki total 55 taksa,
dengan Huia sensu Frost, 2006 memiliki 5 taksa, dan Meristogenys sensu Yang,
1991 memilki 13 taksa yang tersebar di Asia. Paparan Sunda sendiri memiliki
beberapa spesies yang masuk ke dalam Amolops Sensu lato khususnya di Indonesia,
diantaranya dari genera Huia dan Meristogenys (Frost dkk., 2006).

Spesies dari Genus Huia yang diakui saat ini memiliki 4 taksa yaitu Huia

cavitympanum (Boulenger, 1893) dari Borneo, Huia masonii (Boulenger, 1884)
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endemik Jawa, Huia modiglianii (Doria, Salvidio, dan Tavano, 1999) endemik
danau Toba, dan Huia sumatrana Yang, 1991 yang berasal dari Sumatra (Frost
dkk., 2006) (Gambar 2.10). Validitas dari H. modiglianii masih diragukan oleh
beberapa peneliti (Stuart, 2007; Yang, 1991) karena kurangnya data dan deskripsi
yang lengkap. Salah satu #ype species dari Huia yang bisa dijadikan anggota
tambahan (putative member) karena kemiripan karakternya hidup di sungai dengan

aliran deras yaitu Odorrana hossii (Boulenger, 1891).

Gambar 2.10. Dokumentasi Katak dari dari Genus Huia: (a) Huia masonii, (b)
Huia sumatrana, (¢) Huia cavitympanum (IUCN, 2018)

Genus Meristogenys terdiri dari 13 taksa yang seluruhnya berdistribusi di
Borneo diantaranya adalah Meristogenys amoropalamus (Matsui, 1986),
Meristogenys dyscritus (Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011),
Meristogenys kinabaluensis (Inger, 1966), Meristogenys macrophthalmus Yang,
1991, Meristogenys maryatiae (Matsui, Shimada, & Sudin, 2010), Meristogenys
orphnocnemis (Matsui, 1986), Meristogenys penrissenensis (Shimada, Matsui,
Nishikawa, & Eto, 2015) Meristogenys phaeomerus (Inger dan Gritis, 1983),
Meristogenys poecilus (Inger dan Gritis, 1983), Meristogenys stenocephalus
(Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011), Meristogenys stigmachilus
(Shimada, Matsui, Yambun Imbun, & Sudin, 2011), dan Meristogenys

whiteheadi (Boulenger, 1887) (Gambar 2.11).
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Gambar 2.11. Dokumentasi Katak dari Genus Meristogenys: (a) M.
amoropalamus, (b) M. dyscritus, (¢c) M. jerboa, (d) M. kinabaluensis, (e) M.
macrophthalmus, (f) M. maryatiae, (g) M. orphnocnemis, (h) M. penrissenensis,
(1) M. phaeomerus, (J) M. poecilus, (k) M. stenocephalus, (1) M. stigmachilus, (m)
M. whiteheadi (IUCN, 2018)
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BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan jenis penelitian deskriptif statistik. Objek
penelitiannya yaitu dataset sekuen Ingroup dari beberapa gen dari genom
mitokondria (mtDNA) yaitu 12S rRNA, tRNA", dan 16S rRNA dari Amolops
Cope, 1865 Sensu lato yang terdiri dari Genus Huia, Meristogenys dan anggota
putatif lainnya yaitu Odorrana beserta outgroup-nya (Tabel 3.1). Sekuen dari
spesies M. macropthalmus, M. penrissenensis, M. phaemorus, dan H. modiglianii
tidak digunakan dalam analisis karena kurangnya data sekuen dari database. Hasil
analisis filogenetik yang didapatkan, dibandingkan dengan literatur dan penelitian
sebelumnya. Validitas dibuktikan dengan topologi dan nilai kredibilitas yang
mendukung sehingga analisis estimasi waktu divergensi dapat dilakukan.
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2019 — Maret 2019,

bertempat di Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam
Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah Laptop ASUS X550DP AMD A10-5750M
APU ~2.5 GHz dengan Memory 8192MB RAM. Sedangkan aplikasi yang
digunakan diantaranya: MEGA X (Molecular Evolutionary Genetic Analyses),
gblock v0.91b, Jmodeltest v2.1.10, PAUP* v4.0b1, Kakusan4 v4.0.2010.09.28,

MrBayes v3.0b4, FigTree v1.4.3, dan BEAST v2.4.1 (Bayesian Evolutionary
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Analysis Sampling Tree) package berisikan BEAST, BEAUti, LogCombiner,

TreeAnnotator, dan Tracer. Bahan yang digunakan untuk analisis adalah data

sekuen Ingroup dan Outgroup (Tabel 3.1 dan Gambar 3.1).

Tabel 3.1. Data sekuen mtDNA (12S rRNA, tRNAY?, dan 16S rRNA dari Amolops

Cope, 1865.
. Nomor Aksesi GenBank .
Spesies Sumber Lokalitas
12S rRNA tRNAY! 16S rRNA
Huia masonii B“g&“l‘sﬂ)‘k" KP298037.1  KP298037.1  KP298037.1 VW estJava Province Java
Huig Arifindkk, \100006811  MG909602.1  MGo09s02.1  Sapah, Borneo
cavitympanum (2018)
Huia sumatrana Arggl‘g;k" MG909677.1  MG909600.1  MG909600.1  -angkat, North Sumatera
Meristogenys Shimada ABS26619.1  ABS26619.1  ABS26619.1 Mahua Waterfall, Sabah,
amoropalamus dkk., (2011) Borneo
Merist Shimad Crocker Range National
eristogenys ipiatia AB526616.1  AB526616.1  AB526616.1  Park, Kimanus Sabah
dyscritus dkk., (2011)
Borneo
Mer.zstogenys Matsui dkk., LC055963.1 LC055963.1 LC055963.1 Sarawak, Serian, Ranchan:
Jjerboa (2010) Malaysia
Meristogenys Shimada Mahua Waterfall, Sabah
. . AB526618.1 AB526618.1 AB526618.1 1
kinabaluensis dkk., (2011) Borneo
Meristosenvs Shimad, Crocker Range National
geny. graca AB526611.1  AB526611.1  AB526611.1  Park, Kimanus Sabah
maryatiae dkk., (2011)
Borneo
Merzstogeny.s Shimada AB526613.1  AB526613.1  AB526613.1 Mahua Waterfall, Sabah
orphnocnemis dkk., (2011) Borneo
Merzstogenys Shimada AB526610.1  AB5266101  AB526610.1 Lanjak Entimau, Sarawak
poecilus dkk., (2011)
N eristooenys Shimad Crocker Range National
geny. 1mada AB526612.1  AB526612.1  AB526612.1  Park, Kimanus, Sabah
stenocephalus dkk., (2011)
Borneo
Meristogenys Shimada Crocker Range National
AB526614.1 AB526614.1 AB526614.1
stigmachillus dkk., (2011) Park, Mahua, Sabah Borneo
Meristogenys Shimada Wario Kinabalu Park, Sabah
AB526617.1 AB526617.1 AB526617.1 ’
whiteheadi dkk., (2011) b20017 220017 i Borneo
Odorranfip R o o o LS TG00 G0S TR - grn Gunung Mages
(2018) Sarawak Borneo
Llrfm.onectes McLeod dkk., JF836880.1 JF836880.1 JF836880.1 Sumatra Barat, Indonesia
sistkdagu (2011)
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s poecilus
Meristogenys amoropalamus.
Odorrana hosii -
Huia cavilympanum

Huia masonii

Huia sumatrana
Limnonectes sisikdagu

SKALA1 : 9.867.000

Gambar 3.1. Peta distribusi dan spesimen yang diteliti, (peta diproyeksikan
menggunakan QGIS 2.18 berdasarkan data lokalitas sebenarnya)

3.4 Langkah Kerja
3.4.1 Seleksi Data Sekuen

Seleksi sekuen DNA mitokondria 12S rRNA, tRNA"¥, dan 16S rRNA dari
Amolops Cope, 1865 Sensu lato yang terdiri dari Genus Huia, Meristogenys, dan
Odorrana (Frost dkk., 2006) dilakukan untuk menseleksi sekuen dataset spesifik.
Sekuen diambil dari database GenBank NCBI (National Centre for Biotechnology
Information). Pengambilan sekuen didasarkan pada data asal geografi dan
persebaran yang jelas, dengan panjang sekuen setiap sampel ~1900 bp, yang
disimpan dalam format FASTA, kemudian dilakukan pensejajaran (Aligning)

(Gambar 3.2, Lampiran 1).
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Pencarian tipe data dan spesies spesifik /

v

Siap Aligning Data Selmen

Gambar 3.2. Flow Chart seleksi data sekuen

tidak

3.4.2 Aligning Data Sekuen

Sekuen yang telah disimpan ke dalam format FASTA dianalisis
menggunakan sofiware MEGA X (Kumar dkk., 2018). Setelah file tersebut di-
input-kan, dilakukan proses Alignment (penyejajaran). Proses penyejajaran
dilakukan menggunakan menu Clustal W. Setelah semua sekuens disejajarkan dan
ekuivalen, dilakukan pengecekan adanya data yang ganjil dan proses pemotongan
(Trimming), gap dihapus menggunakan Gblocks 0.91b (Castresana, 2000)
berdasarkan pensejajaran sekuens dari OQutgroup taksa dan parameter default dari
program (Lampiran 6). Selanjutnya hasil dari Alignment di-export lalu dikonversi
dalam format .nexus dan .fasta, untuk analisis lebih lanjut (Gambar 3.3, Lampiran

2).
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Aligning Data Sekmen @Eﬁmmmwmnmgm-
Dibuka aplikasi MEGA X Output berupa Sekmen vang telah disejajarkan

v !
/In]ruanrn Set Seknen Spﬂiﬁk/ <€Wg?kemmmtmm P <
v BN £

Diseleksi menggumakan aplikasi ghlock

1

Dikonversi ke dalam format .nexus menggunakan MEGA X

Gambar 3.3. Flow Chart dari Aligning Data Sekuen

3.4.3. Penentuan Model Evolusi untuk Analisis Filogenetik dan Estimasi

Waktu Divergensi

Modeltest atau tes model adalah analisis dalam mengevaluasi model evolusi
sekuen nukleotida (subtitution model) yang optimum dan sesuai dengan data
alignment query yang ada untuk digunakan dalam analisis filogenetik maupun
estimasi waktu divergensi (Tanabe, 2007). Analisis model evolusi untuk analisis
Maximum likelihood dilakukan melalui software jModeltest (Darriba, 2012)
berdasarkan AIC (Akaike Information Criterion) (Tanabe, 2007) (Gambar 3.4),
sedangkan analisis model evolusi untuk analisis Bayesian Inference dilakukan
melalui software Kakusan 4 (Tanabe, 2007) (Gambar 3.4). Hasil dari estimasi
diaplikasikan dalam analisis filogenetik Maximum Likelihood dan Bayesian

Inference (Lampiran 3).
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Penentuan Model Evolusi

Analisis ML Analisis BI
v L]
Input Aligned Sekuen pada aplikasi jModel Tes Input Aligned Sekuen pada Kakusand
Estimasi Likelihood Score Diatur parameter defaunlt

v

Estimasi AIC Calculation

¥

L]
< Disimpan PAUP Block dalam format .t:rt<< Disimpan output file dalam format .nex <
‘——g\ Informasi Model Evolusi \v——-

Siap dilakukan Analisis Filogenetik
‘h\___‘_‘_‘__‘—”_'_

Gambar 3.4. Flow Chart penentuan model evolusi untuk analisis Maximum
likelihood dan Bayesian Inference

3.4.4. Analisis Filogenetik Maximum Likelihood, Maximum Parsimony dan

Bayesian Inference

Maximum parsimony dan Maximum likelihood dianalisis menggunakan
software PAUP* (Swofford, 2002). Heuristic search option dari analisis
Maximum Parsimony menggunakan TBR (tree bisection recognition) branch
swapping, dengan replikasi pencarian 10 kali, dan replikasi bootstrap 1000 kali.
Berdasarkan data evaluasi model subtitusi menggunakan jModeltest (Darriba,
2012) didapatkan model subtitusi GTR (General Time Reversible), parameter G
(Gamma), I (Invariant Sites) dari commandline PAUP* Block yang dikalkulasi
sebelumnya (Lampiran 7). Heuristic search option dari analisis Maximum

likelihood dianalisis dengan TBR (Tree Bisection Recognition) branch swapping,
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dengan replikasi pencarian 10 kali, dan replikasi bootstrap 500 kali. Setiap output
file yang dihasilkan divisualisasikan melalui FigTree vI.4.3 (Drummond &
Rambaut, 2007) dan dibandingkan dengan analisis dan literatur pendukung

(Gambar 3.5, Lampiran 4).

f Analisis Filogenetik —\>

Y

k. k.
| Analisis Filogenetik ML | | Analisis Filogene tik MP | Analisis Filogene tik BI

/ﬁpum]igmd Sekuen & Model Evolusi pada aplikasi PAUP* ” Input Aligned Sekuen pada aplikasi PAUP* //ﬁpm Aligned Sekuen & Model Evolusi pada aplikasi MiBayes

—)| Pengaturan dan penyesuaian parameter vang telah ditentukan |“7
A

Running Analysis e 1
| tidak
/nfnl'nm;i Pohon Filogenetik ML, MP, BI /—
ya
| Pohon divisualisasikan pada aplikasi FigTree |
\{hlﬂjﬂgﬂ.ﬂ dengan Literatur

- e
<S_i;dihhlkm Analisis Estimasi Waktu divergensi O

=i & T

Gambar 3.5. Flow Chart analisis filogenetik Maximum likelihood, Maximum
Parsimony & Bayesian Inference

Analisis BI (Bayesian Inference) dilakukan menggunakan software MrBayes
3.0b4 (Huelsenbeck dan Ronquist, 2001). Berdasarkan data evaluasi model
subtitusi dari software Kakusan 4 (Tanabe, 2007), yaitu dengan model subtitusi
GTR (General Time Reversible) dan parameter G (Gamma), yang teridentifikasi
sebagai model terbaik (Lampiran §). Perhitungan MCMC (Monte Carlo Markov
Chain) berjumlah 1000.000 generasi, perhitungan frekuensi sampel tiap 1000
generasi, pohon dibentuk melalui konsensus topologi 50% (burnin=500) (Gambar
3.7). Output file divisualisasikan menggunakan FigTree vI.4.3 (Drummond &

Rambaut, 2007) dan dibandingkan dengan analisis dan literatur pendukung
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(Gambar 3.5, Lampiran 4). Sebuah pohon filogeni memiliki nodus yang
mendukung jika memiliki nilai bootstrap >70 untuk MLBP dan MPBP, serta >95
untuk nilai BPP (Huelsenback & Hilis, 1993).
3.4.3 Analisis Estimasi Waktu Divergensi Genetik

Analisis estimasi waktu divergensi genetik dilakukan apabila topologi pohon
dianggap kredibel dalam menjelaskan pemisahan antar taksa. Analisis dilakukan
menggunakan software BEAST v2.4.1 package (Bayesian Evolutionary Analysis
Sampling Trees) (Drummond & Rambaut, 2007) dengan sofiware BEAUti v2.4.1
untuk mengkonstruksi execute file, berupa bahasa pemrograman berformat .xm/.
Analisis dilakukan menggunakan model subtitusi berdasarkan analisis dari software
Kakusan 4 (Tanabe, 2007) (Lampiran 8), serta menggunakan clock model
uncorrelated log-normal ‘‘relaxed” clock (Drummond dkk., 2006). Perhitungan
MCMC (Monte Carlo Markov Chain) dilakukan setiap 1000 generasi dengan total
10 juta generasi. Kalibrasi eksternal diperoleh dari Roelants dkk. (2007) yaitu
waktu divergensi genetik antara Genus Limnonectes sisikdagu dengan Genus
Meristogenys dan Genus Rana pada 70.3 Ma (CI 59.7-81.3), dan waktu divergensi
genetik antara Genus Meristogenys dengan Genus Rana pada 32.6 Ma (CI 28.6-
40.5). Konvergensi distribusi yang stasioner dari prior dan posterior diamati melalui
the likelihood and parameter sample plots dalam software Tracer verl.4
(Drummond & Rambaut, 2007). Hasil output berupa log dan tree file
dikombinasikan dalam software Logcombiner v2.4.1 (Drummond & Rambaut,
2007). Hasil pohon berjumlah 100001 diabaikan sampai hanya terdapat satu pohon

(burnin = 1000000) melalui software TreeAnnotator v2.4.1 (Drummond &
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Rambaut, 2007). Hasil rekonstruksi kronogram divisualisasikan dalam software
Figtree v.1.4.3 (Drummond & Rambaut, 2007) (Gambar 3.6, Lampiran 5) dan

dibandingkan dengan literatur pendukung.

Estimasi Waktu Divergensi ‘ Dibuka aplikasi BEAUti }7/ Input Aligned Sekuen & Model Evolusi pada parameter /

———————— )1 Pengaturan dan penyesuaian parameter vang telah ditentukan (MCMC, Prior, clock model) )-(—

v

Input Waktn Kalibrasi Eksternal dan Internal | Parameter diproses dan di asikan |

|

|

|

|

|

|

| ) X L. W <
| Output file diestimasi menggunakan aplikasi BEAST [ Didapatkan ountput berupa file berformat .xml 4
|

. v
|

|

|

|

|

|

|

|

Didapatkan output berupa file berformat log & .trees

tidak ! ya

L ‘ Dikombinasikan output file menggunakan aplikasi LogCombiner

‘ Jumlah pohon diringkas (discarding) menggunakan aplikasi Treeanotator )17/I)idapaﬂia.n output file vang telah dikombinasi

> Kronogram waktu pemisahan didapatkan /L)‘ Divisualisasikan menggunakan aplikasi FigTree }_

Dianalisis dan dibandingkan dengan liter atur <

Gambar 3.6. Flow Chart estimasi waktu divergensi genetik

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



54

BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Filogenetik antar taksa dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato di

Paparan Sunda

Hasil concatenated alignment dari 13 sekuen Ingroup 12S rRNA, tRNAV?,
dan 16S rRNA dari Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato di Paparan Sunda, dan
2 taksa Outgroup yang telah diseleksi, menghasilkan sekuen dengan panjang 1668
bp yang dapat dianalisis. Sekuen blok ini memiliki character state meliputi: 1041
constant character, 235 variable character yang parsimony-informative, dan
parsimony-informative characters berjumlah 392 (Lampiran 9). Spesifikasi
karakter tersebut akan mempengaruhi hasil analisis filogenetik Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony, maupun Bayesian Inference karena algoritma
dan penggunaan karakter yang berbeda di setiap analisisnya.

Hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood (ML), Maximum Parsimony
(MP), dan Bayesian Inference (BI) dapat ditinjau pada sebuah filogram yang telah
diringkas menjadi satu (Gambar 4.1). Nilai di setiap branch point/ nodus
merupakan hasil dari nilai dukungan bootstrap dalam mendukung kredibilitas
topologi. Nilai dukungan bootstrap dari analisis filogenetik Maximum Likelihood
dinotasikan dengan MLBP (Maximum Likelihood Bootsrap Point), Maximum
Parsimony dinotasikan dengan MPBP (Maximum Parsimony Boostrap Point), dan
Bayesian Inference dinotasikan dengan BPP (Bayesian Posterior Probability).
Hasil rekonstruksi filogram (Gambar 4.1) menunjukkan hasil filogram dari analisis
filogenetik ML (Lampiran 10), MP (Lampiran 11), dan BI (Lampiran 12),

menghasilkan topologi yang sama. Beberapa hasil dukungan bootstrap pada bebe-
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Gambar 4.1. Filogram hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, dan Bayesian Inference Genus Amolops
Sensu lato dari 12S rRNA, tRNAY?, dan 16S rRNA L

O
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rapa nodus/ branch point memiliki nilai yang tidak didukung dengan cabang yang
tidak bisa dibedakan (polytomy) sehingga posisi external nodes atau taksa mungkin
saja keliru.

Hasil analisis filogenetik Maximum Likelihood (ML) (Lampiran 10)
menunjukkan bahwa sekelompok taksa dari Famili Ranidae merupakan kelompok
monofiletik, dibuktikan dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MLBP: 100),
memisahkan seluruh kelompok taksa dari Famili Ranidae (Genus Odorrana, Huia
& Meristogenys) dengan Famili Dicroglossidae (L. sisikdagu). Hasil filogram dari
analisis filogenetik ML menghasilkan 4 percabangan polytomy yaitu lineaeges H.
sumatrana, O. hossi, klad Huia group (H. masonii & H. cavitympanum), dan klad
Meristogenys group. Kegagalan proses bifurkasi dari dataset sekuen yang dianalisis
bisa diakibatkan karena kurangnya variasi genetik atau character state (Lampiran
13) yang mampu merepresentasikan divergensi taksa pada Genus Amolops Sensu
lato yang diteliti.

Genus Huia merupakan kelompok parafiletik, dimana tidak keseluruhan
spesies dari Genus Huia tergolong ke dalam satu klad yang alami (natural group).
Taksa H. masonii merupakan sister species dari H. cavitympanum dengan nilai
dukungan bootstrap yang valid (MLBP: 100). Genus Meristogenys juga tergolong
kelompok monofiletik, dimana sekelompok taksa ini memiliki common ancestor
dan lineages yang sama. Walaupun tergolong dalam keturunan yang sama,
pengelompokkan M. amoropalamus, M. dyscritus, M. jerboa, M. maryatiae, M.
orphnocnemis, M. stenocephalus, M. stigmachilus menunjukkan percabangan yang

polytomy. Adanya polytomy akibat ketidakmampuan dalam membedakan
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kelompok yang alami (natural group) bisa dikarenakan oleh kurangnya character
state pada alignment (Hidayat & Pancoro, 2008), sehingga diperlukan referensi
dataset sekuen DNA yang lebih komprehensif lagi untuk dianalisis.

Hasil analisis filogenetik Maximum Parsimony (MP) (Lampiran 11)
menunjukkan bahwa sekelompok taksa dari Famili Ranidae merupakan kelompok
monofiletik, dibuktikan dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MPBP: 100),
memisahkan seluruh kelompok taksa dari Famili Ranidae (Genus Odorrana, Huia
& Meristogenys) dengan Famili Dicroglossidae (L. sisikdagu). Hasil filogram dari
analisis filogenetik MP mampu menghasilkan percabangan yang memisahkan taksa
O. hosii dengan sekelompok taksa dari Amolops Sensu lato (Genus Huia &
Meristogenys). Hal ini membuktikan dataset sekuen yang digunakan tergolong
mampu menggambarkan divergensi taksa dalam hal pemisahan pada tingkatan
Genus (O. Hossi dan kelompok Amolops Sensu lato).

Genus Huia menunjukkan kelompok parafiletik seperti halnya pada hasil
filogram ML. Taksa H. sumatrana merupakan sister lineages dari klad Huia group
dan klad Meristogenys group. Taksa H. masonii merupakan sister species dari H.
cavitympanum dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (MPBP: 100). Sister
species (kekerabatan yang dekat) pada klad Huia group kemungkinan karena
identiknya situs yang homolog pada concatenated alignment, dengan
ditemukannya perbedaan susunan basa nukleotida pada situs-situs tertentu
(Lampiran 13). Klad Huia group (H. masonii & H. cavitympanum) merupakan
sister lineages dari klad Meristogenys group dengan nilai dukungan bootstrap yang

tidak begitu valid (MPBP: 60). Sedangkan Genus Meristogenys tergolong
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kelompok yang monofiletik dengan common ancestor dan lineages yang sama,
walaupun masih terdapat polytomy pada percabangan M. amoropalamus, M.
dyscritus, M. jerboa, M. maryatiae, M. orphnocnemis, M. stenocephalus, M.
stigmachilus, dan M. whiteheadi. Hal ini bisa diakibatkan karena tidak adanya
model subtitusi yang digunakan pada analisis MP, atau character state yang kurang,
sehingga belum merepresentasikan filogram MP yang baik (Yang & Rannala,
2012).

Hasil analisis filogenetik Bayesian Inference (BI) (Lampiran 12)
menghasilkan filogram yang tidak jauh berbeda dalam hal divergensi taksa pada
Famili Ranidae. Taksa O. hosii berpisah dengan Amolops Sensu lato dengan nilai
dukungan bootstrap yang valid (BPP: 100). Genus Huia masih merepresentasikan
kelompok parafiletik, dan Genus Meristogenys merepresentasikan kelompok
monofiletik, sama dengan filogram dua analisis sebelumnya. Taksa H. sumatrana
merupakan sister lineages dari seluruh taksa dari Huia group dan Meristogenys
group dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (BPP: 95). Percabangan atau
divergensi setiap taksa dari Meristogenys group nampaknya menunjukkan resolusi
dan gambaran topologi yang lebih baik dari analisis sebelumnya, walaupun masih
belum didukung nilai bootstrap yang begitu valid pada beberapa nodus. Topologi
yang teresolusi lebih baik walaupun masih belum menghasilkan nilai dukungan
bootsrap yang valid pada analisis BI, bisa dikarenakan oleh effective population
size yang dianalisis secara heuristic sehingga meminimalisir adanya polytomy
bahkan bifurkasi yang gagal. Kelebihan analisis BI dalam meresolusikan filogram

yang lebih baik, bisa dikarenakan parameter yang lebih kompleks, penggunaan
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algortima numerical Monte Carlo Markov Chain, dan distribusi prior dan posterior
yang tidak terdapat pada dua analisis sebelumnya. Hasil rekonstruksi filogram dari
semua hasil analisis filogenetik Maximum likelihood (ML) (Lampiran 5), Maximum
Parsimony (MP) (Lampiran 6), dan Bayesian Inference (Lampiran 7) dengan nilai
dukungan bootstrap dan topologi pohon dapat ditinjau pada Gambar 4.1.

Gabungan dari 3 filogram menunjukkan pemisahan Famili Dicroglossidae
dengan Famili Ranidae dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 1,
MLBP: 100, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1). Famili Dicroglossidae
merupakan subfamili (Dicroglossinae) dari Famili Ranidae (Frost dkk., 2006).
Namun penelitian lebih lanjut menjelaskan Dicroglossinae naik satu tingkatan taksa
membentuk Famili baru. Hal ini didukung dengan adanya karakter morfologis
berupa keberadaan taring pada maksilar dan mandibular, dan dimorfisme jantan dan
betina dengan ukuran SVL (Snout Vent Length) jantan yang lebih besar dari betina
(Iskandar, 1998).

Taksa O. hossi ditemukan berpisah dengan sekelompok taksa /ngroup yaitu
Amolops Sensu lato (Genus Huia & Meristogenys) dengan nilai dukungan
bootstrap didukung oleh analisis filogenetik BI (Nodus 2; MLBP: -, MPBP: -, BPP:
100) (Gambar 4.1). Penentuan karakter synapomorphy atau derived characters
(karakter yang diwariskan) dalam mengelompokkan Genus Odorrana dari Famili
Ranidae lainnya, secara morfologi maupun anatomi masih belum terpecahkan
(Frost dkk., 2006). Namun secara genetik, pengelompokkan Genus Odorrana

terdapat pada letak translokasi DNA (Kurabayashi dkk., 2010).
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Hubungan kekerabatan Amolops Sensu lato ditunjukkan dengan divergensi
lebih awal taksa H. sumatrana dengan klad Huia group dan klad Meristogenys
group yang didukung dengan nilai bootstrap yang valid (Nodus 3; MLBP:-, MPBP:
100, BPP: 95) (Gambar 4.1). Hasil analisis filogenetik ini menunjukkan gambaran
topologi yang berbeda dalam hal pengelompokkan Katak Arus Deras, Amolops
Sensu lato. Riwayat taksonomi awalnya menyatukan Amolops Sensu lato menjadi
satu genera berdasarkan karakter morfologi berupa jumlah gigi keratodon yang
tinggi pada fase larvae (Inger, 1966). Selanjutnya Yang (1991) membagi Amolops
Sensu lato menjadi 3 genera yaitu Amolops Sensu stricto (berdasarkan metacarpal
pertama yang pendek, lalu ditemukan juga pada Genus Huia) dan 3 karakter pada
berudu (lateral glands di fase larvae, gigi keratodon yang berjajar tidak terputus
pada fase larvae, hind l[imbs yang lebih panjang) yang memisahkan Amolops Sensu
stricto dengan Genus Huia & Meristogenys (Frost dkk., 2006). Namun, penentuan
karakter synapomorphy dari ketiga genus tersebut masih dipertahankan menjadi
Genus Huia & Meristogenys dan belum mengalami revisi taksonomi sehingga perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut.

Hasil filogram menunjukkan bahwa taksa H. sumatrana merupakan sister
lineages dari klad Huia group dan klad Meristogenys group. Taksa H. masonii
merupakan sister species dari taksa H. cavitympanum dengan nilai dukungan
bootstrap yang valid (Nodus 5, MLBP: 100, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1).
Hal ini menunjukkan bahwa Genus Huia merepresentasikan kelompok parafiletik
dan tidak membentuk natural group. Sesuai dengan penelitian Stuart (2008), genus

ini merupakan kelompok taksa yang tidak stabil secara taksonomi, dengan
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ditemukannya taksa H. cavitympanum bersarang (nested) pada lineages dari Genus
Odorrana (mengindikasikan kekerabatan yang jauh dengan Genus Huia karena
lineages yang berbeda, bersifat parafiletik) dan taksa H. sumatrana yang berkerabat
lebih dekat dengan H. masonii berdasarkan analisis dari beberapa gen DNA inti
(nuDNA).

Sekelompok taksa dari Meristogenys group merepresentasikan kelompok
monofiletik dengan common ancestor dan lineages yang sama dan membentuk
natural group, dengan M. kinabaluensis sebagai sister lineages dari seluruh taksa
dari Meristogenys group dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 6,
MLBP: 97, MPBP: 100, BPP: 100) (Gambar 4.1). Hal ini didukung dengan bukti
morfologis bahwa M. kinabaluensis dapat dibedakan dengan Meristogenys spp.
lainnya berdasarkan pola warna hijau terang dengan noktah hitam pada bagian
punggung dan lateral yang tidak terdapat pada spesies Meristogenys lainnya.
Perbedaan mendasar antar spesies dari Meristogenys spp., terdapat pada pola geligi
larvae yang hanya bisa diamati menggunakan mikroskop (Inger, 1966).

Taksa M. whiteheadi merupakan sister lineages dari sekelompok taksa dari
Meristogenys group yang tersisa (M. poecillus, M. maryatiae, M. stigmachillus, M.
amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis)
dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 7, MLBP: 97, MPBP: -, BPP:
100). Taksa M. poecillus menjadi sister lineages sekelompok taksa dari
Meristogenys group yang tersisa (M. maryatiae, M. stigmachillus, M.
amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis)

dengan nilai dukungan bootstrap yang valid (Nodus 8, MLBP: 79, MPBP: -, BPP:
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99). Taksa yang tersisa selanjutnya, tidak memiliki nilai dukungan bootstrap yang
valid, kecuali kekerabatan yang dekat (sister species) antara taksa M. dyscritus dan
M. orphnocnemis (Nodus 12, MLBP: -, MPBP: -, BPP: 86), dan taksa M.
stenocephalus dengan M. amoropalamus (Nodus 11, MLBP: -, MPBP: -, BPP: 66).

Hasil filogram dalam setiap analisis sesuai dengan penelitian Shimada dkk.
(2015) dalam hal pemisahan klad Huia group dan klad Meristogenys group, namun
berbeda pada letak bersarangnya (nested) taksa M. whiteheadi pada lineages dari
sekelompok taksa M. stigmachilus dan M. whiteheadi. Filogram menunjukkan
bahwasanya M. poecillus memiliki kekerabatan yang lebih dekat dengan seluruh
taksa dari Meristogenys group yang tersisa (M. maryatiae, M. stigmachillus, M.
amoropalamus, M. stenocephalus, M. jerboa, M. dyscritus, dan M. orphnocnemis)
dibandingkan taksa M. whiteheadi. Padahal, kedua spesies tersebut (M. poecilus &
M. whiteheadi) memiliki kemiripan morfologis dalam ukuran tubuh yang relatif
besar (SVL > 41 mm pada Jantan, > 66 mm pada betina) dibandingkan dengan M.
maryatiae yang lebih kecil (SVL < 38 mm pada Jantan dan < 66 mm pada Betina).
Selanjutnya, keseluruhan perbedaan dari Meristogenys spp. hanya dibedakan dari
fase larvae dan sulit dibedakan pada fase dewasa karena kemiripannya yang sangat
tinggi (Shimada dkk., 2015). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman

Allah SWT QS. Fatir ayat 28 yang berbunyi:
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Artinya : “Dan demikian (pula) di antara manusia, binatang-binatang melata dan
binatang-binatang ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan
Jjenisnya). Sesungguhnya yang takut kepada Allah di antara hamba-
hamba-Nya, hanyalah ulama. Sesungguhnya Allah Maha Perkasa lagi
Maha Pengampun”.

Ayat ini memiliki makna bahwa Allah telah menciptakan berbagai macam
wujud makhluk hidup beraneka ragam bentuk dan coraknya. Bahkan Allah SWT
juga menciptakan hewan yang memiliki warna kulit dan ukuran yang beraneka
ragam walaupun berasal dari satu jenis. Penggalan kalimat mukhtalifun dipahami
ulama sebagai bukti bahwa keragaman terdapat pada seluruh makhluk hidup
(Shihab, 2002). Begitu juga yang terjadi pada jenis-jenis hewan katak dan kodok
(hewan-hewan melata), yang memiliki keragaman mulai dari tingkatan genetik,
sampai diekspresikan dalam bentuk fenetik berupa warna, jenis & ukuran.

Ayat ini sekaligus menegaskan bahwa keragaman berasal dari satu sumber
materi (Shihab, 2002), yang diibaratkan pada perbedaan karakter morfologi dan
genetik pada setiap organismenya. Karakter-karakter tersebut muncul akibat faktor
genetik yang bervariasi sehingga dapat dikelompokkan berdasarkan kesamaan ciri
serta hubungan kekerabatan dari setiap individu yang bisa dirunut asal-usulnya.
Sebagaimana juga yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS Al Anbiya

ayat 30 yang berbunyi:
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Artinya :“Dan apakah orang-orvang yang kafir tidak mengetahui bahwasanya
langit dan bumi itu keduanya dahulu adalah suatu yang padu, kemudian
Kami pisahkan antara keduanya. Dan dari air Kami jadikan segala
sesuatu yang hidup. Maka mengapakah mereka tiada juga beriman”.

Ayat ini menegaskan tentang konsep penciptaan alam semesta yang
merupakan satu kesatuan yang terpisahkan, lalu yang dengan kekuasaan Allah
masing-masing dipisahkan dan dari-Nya lah kemudian muncul kehidupan pertama
kali dari zat berupa air, dan telah dibuktikan oleh perkembangan ilmu pengetahuan
saat ini (Shihab, 2002). Asal-usul keberagaman organisme di bumi saat ini dapat
dirunut asal-usulnya, dimana tidak hanya katak dan kodok melainkan keseluruhan
organisme yang ada memiliki keterkaitan satu sama lain, kemudian berpisah
(berdivergensi) menjadi organisme dalam bentuk yang berbeda dan memiliki unsur
terpenting berupa air pada komposisi tubuhnya.

4.2 Estimasi Waktu Divergensi Genetik Genus Amolops Cope, 1865 Sensu lato
di Paparan Sunda

Hasil rekonstruksi kronogram menunjukkan waktu divergensi antara Famili
Ranidae dan Famili Dicroglossidae pada ~61.89 (C148.58 — 75.11) Mya (Nodus 1,
Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada early Paleocene epoch. Hasil estimasi ini sesuai
dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa Famili Ranidae dan Famili
Dicroglossidae terbentuk pada periode Paleogene, lebih tepatnya antara periode

late Cretaceous sampai Paleocene epoch (Roelant dkk., 2007; Lohman dkk., 2011).
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Tabel 4.1. Estimasi waktu divergensi genetik Amolops Cope, 1865 Sensu lato di

Paparan Sunda berdasarkan gen 12S rRNA, tRNA"?, dan 16S rRNA.

Waktu divergensi Keterangan
Nodus | (Mya = Millian Years Ago; (/I = lineages yang berdivergensi,
CI: Credible Interval) + = lineages yang sama)
1 61.89 L. sisikdagu // Famili Ranidae
(C148.58 —75.11)
2 34.8 O. hossi /| Amolops Sensu lato
(CI128.92 -41.19)
3 27.37 H. sumatrana // Huia group +
(CI120.62 - 34.53) Meristogenys group
4 24.93 Huia Group // Meristogenys group
(CI18.21 - 32.87)
5 4.81 H. masonii // H. cavitympanum
(CI12.27 - 8.48)
6 14.35 M. kinabaluensis /| M whiteheadi, M.
(CI19.31 -20.72) poecillus, M. maryatiae, dan lainnya
7 8.32 M whiteheadi /| M. poecillus, M.
(CI 5.49-12.44) maryatiae, M. stigmachilus, dan
lainnya
8 7.3 M. poecillus /| M. maryatiae, M.
(4.75-10.58) stigmachilus, M. stenocephalus, dan
lainnya
9 6.68 M. maryatiae + M. stigmachillus // M.
(CI4.39-9.63) stenocephalus, amoropalamus, dan
lainnya
10 5.99 M. maryatiae // M. stigmachilus
(CI3.71 - 8.87)
11 6.08 M. stenocephalus + M. amoropalamus
(CI13.97-8.71) /I M. jerboa, M. orphnocnemis, dan
lainnya
12 5.12 M. stenocephalus /| M. amoropalamus
(CI12.98 - 8.58)
13 5.51 M. jerboa /| M. orphnocnemis + M.
(C13.52 -8.01) dyscritus
14 4.58 M. orphnocnemis /| M. dyscritus
(CI2.58 - 6.59)

Pada periode tersebut, terjadi diversifikasi berupa adaptive radiation dari serangga,

mamalia dan vertebrata setelah terjadinya mass extinction event akibat presipitasi

asteroid yang memusnahkan dinosaurus dan banyak organisme laut (Starr dkk.,

2015). Ilustrasi kronologis pemisahan Famili Ranidae dan Dicroglossidae dapat
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dilihat pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Famili Ranidae dan
Dicroglossidae (L. sisikdagu) berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda
(Peta berdasarkan Lohman dkk., 2011)

Estimasi waktu yang didapatkan, mendukung teori terjadinya diversifikasi
episodik dari kelompok Ordo Anura yang telah sampai pada tahapan ke-3 (Bossuyt
& Roelants, 2009). Pada periode late Cretaceous sampai periode early Paleogene
(~70-50 Mya), muncul golongan hewan dari kelompok katak modern
(Neobatrachia) mencakup Famili Ranidae dan Famili Dicroglossidae (Bossuyt &
Roelants, 2009). Diversifikasi ini diduga terjadi karena hasil fragmentasi/ pecahan
dari kontinen Gondwana, terbentuknya hutan stepa dan padang rumput yang luas,
serta iklim yang mendukung daerah tropis dan subtropis, sampai terbentuk Paparan

Sunda yang luas (Lohman dkk., 2011).
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Hasil estimasi waktu divergensi memisahkan Genus Odorrana dengan
Genus Amolops Sensu lato yang terjadi pada ~34.8 (CI148.58 — 75.11) Mya (Nodus
2, Tabel 4.1, Gambar 4.2). pada late Eocene epoch. Estimasi waktu divergensi
selaras dengan penelitian Roelants dkk. (2007) yang menyatakan bahwa pemisahan
Genus Rana, Meristogenys, & Huia terjadi pada late Eocene epoch sampai early
Oligocene epoch (~28-40 Mya). Pada masa ini, masih terbentuk Semenanjung
Malaya, Indochina, namun belum terbentuk mikrokontinen dari Paparan Sunda
(Lohman dkk., 2011). Ilustrasi kronologis pemisahan genus dari Famili Ranidae
dapat dilihat pada Gambar 4.4.

100°E 1M0E 1206 130°E

20°S
Gambar 4.4. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Famili Ranidae, Genus Rana dan
Amolops Sensu lato berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta
berdasarkan Lohman dkk., 2011)

Estimasi divergensi genetik taksa H. sumatrana dengan klad Huia group

dan Meristogenys group terjadi pada ~27.37 (CI 20.62 — 34.53) Mya (Nodus 3,
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Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada late Eocene epoch sampai early Miocene epoch.
Estimasi waktu divergensi dari Huia group dan Meristogenys group terjadi pada
~24.93 (CI 18.21 — 32.87) Mya (Nodus 4, Tabel 4.1, Gambar 4.2) pada early
Oligocene epoch early Miocene epoch, dimana waktu pemisahan antara H.
sumatrana dengan Huia group dan Meristogenys group terjadi pada waktu hampir
bersamaan. Hasil estimasi waktu pemisahan sesuai dengan teori rekonstruksi
Paparan Sunda akibat tumbukan lempeng Eurasia dan lempeng Australia yang
terjadi pada Eocene epoch sampai Oligocene epoch (~30-40 Mya) (Lohman dkk.,
2011). Ketika early Miocene epoch (~20 Mya) telah terbentuk bakal pulau dari
wilayah Sumatra yang akan memisah dari Semenanjung Malaya dan Pulau Jawa
yang sudah terpisah dengan Sumatra pada ~15 Mya (Hall, 1966). Hal ini
memungkinkan terjadinya pemisahan lebih awal taksa H. sumatra dari klad Huia
group dan Meristogenys group, diakibatkan pemisahan awal mikrokontinen
Sumatra dari Paparan Sunda. Ilustrasi kronologis pemisahan Amolops Sensu lato

dapat dilihat pada Gambar 4.5.
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Gambar 4.5. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Amolops Sensu lato berdasarkan
waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta berdasarkan Lohman dkk., 2011)

Pemisahan tersebut tidak berlangsung lama, karena terjadi penggabungan
kembali seluruh kontinen Paparan Sunda pada /last glacial maximum/ Pleistocene
epoch (~250.000 ya), terjadi penurunan permukaan air laut (glasiasi) yang sangat
tinggi (Clark dkk., 2009), membentuk dataran rawa dan savana yang sangat luas.
Adanya paparan ini membentuk sistem sungai purba (Paleo-river)/ sistem sungai
Molengraaf yang memiliki dua aliran utama yaitu sungai Sunda Timur yang
bermuara di sebelah timur Pulau Madura, dan sungai Sunda Utara yang bermuara
di sebelah barat laut Pulau Kalimantan (Whitten, 1996; Tjia, 1980). Aliran ini
diduga menjadi jalur distribusi fauna di Paparan Sunda, sehingga terdapat
kemiripan dan keterkaitan satu sama lain disetiap kontinennya. Setelah itu, terjadi

peningkatan permukaan air laut (deglasiasi) kembalo dalam waktu yang singkat,
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menenggelamkan sistem sungai yang ada serta mengakhiri masa last glacial
maximum/ Pleistocene epoch (~10000 - 17000 ya) (Whitten, 1996; Tjia, 1980).
Proses berpisah, menyatu, dan berpisahnya kembali kontinen di Paparan Sunda
diduga menimbulkan kompleksitas pola distribusi dan divergensi organisme di
dalamnya.

Estimasi waktu divergensi dari divergensi taksa H. masonii dan taksa H.
cavitympanum terjadi pada ~4.81 (CI 2.27-8.48) Mya (Nodus 5, Tabel 4.1, Gambar
4.2) pada late Miocene epoch hingga Pliocene epoch. Pola distribusi vicariance
(tidak berpindah/ pasif) sesuai dibanding pola distribusi dispersal (berpindah aktif)
dalam menggambarkan biogeografi dari Genus Huia. Sifat katak yang salt-
intolerant membatasi katak dan kodok untuk bermigrasi sehingga tidak mampu
berpindah secara aktif (kemungkinan kecil karena material drifting) melintasi laut
untuk sampai ke wilayah lainnya. Dengan batasan tersebut, common ancestor dari
suatu spesies yang sekarang ada (extant taxa) telah menempati wilayah yang
dulunya menjadi satu lalu terpisah oleh barrier geografis sehingga proses spesiasi
terjadi (van Boxclaer dkk., 2006). Namun, divergensi dari Genus Huia yang
berkorelasi pada proses terpisahnya kepulauan di Paparan Sunda tidak dapat
dipastikan dengan waktu yang presisi karena kejadiannya yang berlangsung hampir
bersamaan, mengingat masih terhubungnya setiap wilayah oleh koridor yang
sempit (Lohman dkk., 2011). Ilustrasi kronologis pemisahan Huia group dapat

dilihat pada Gambar 4.6.
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Gambar 4.6. Ilustrasi kronologis dari pemisahan Huia group & Meristogenys

group berdasarkan waktu pembentukan Paparan Sunda (Peta berdasarkan Lohman
dkk., 2011)

Hasil kronogram menunjukkan bahwa dari kelompok Meristogenys group,
terjadi pemisahan M. kinabaluensis dengan seluruh taksa dari Meristogenys group
yang tersisa pada ~14.35 (C19.31 — 20.72) Mya (Nodus 6, Tabel 4.1, Gambar 4.2)
pada early Miocene epoch sampai late Miocene epoch. Sedangkan estimasi waktu
divergensi taksa dari Meristogenys group lainnya diperkirakan terjadi pada waktu
yang hampir bersamaan pada (~12.44 - 2.58 Mya) (Nodus 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14; Tabel 4.1; Gambar 4.2) pada late Miocene epoch sampai last glacial maximum/
pleistocene epoch dimana daratan mulai terpisah oleh naiknya permukaan laut yang
berlangsung singkat, membanjiri sistem Sungai Sunda Utara dan Sungai Sunda
Timur (Whitten, 1996; Tjia, 1980). Ilustrasi kronologis pemisahan Meristogenys

group dapat dilihat pada Gambar 4.6.
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Persebaran Amolops Sensu lato diperkirakan terjadi pada Oligocene sampai
Miocene epoch ketika wilayah Indochina, Semenanjung Malaya, dan Borneo masih
menjadi satu daratan luas dengan iklim musiman, berbeda dibandingkan musim
yang ada sekarang ini. Padang rumput yang lembap terbentuk sehingga
memudahkan migrasi hewan-hewan yang ada di wilayah Asia Tenggara (Emerson
dkk., 2000; Fahmi & Kurniawan., 2015). Terjadinya migrasi hewan-hewan di Asia
Tenggara, Borneo, Sumatra dan kepulauan sekitarnya kemungkinan terjadi pada
late Oligocene epoch (Heaney, 1986). Berdasarkan hal tersebut, Emerson dkk.
(2000) mengusulkan bahwa persebaran spesies berasal dari Indochina,
Semenanjung Malaya, dan berakhir pada wilayah Sumatra, Jawa dan Borneo.

Kronogram menunjukkan bahwasanya Amolops Sensu lato terbagi menjadi
2 lineages berbeda yaitu lineages H. sumatrana dengan lineages Huia dan
Meristogenys group dengan estimasi waktu divergensi terjadi pada masa Oligocene
epoch (~34.9 Mya) (Roelants dkk., 2006). Berdasarkan penjabaran biogeografi
yang dikorelasikan dengan estimasi waktu divergensinya, terdapat dua teori yang
mampu menjelaskan proses spesiasi fauna di Paparan Sunda yaitu spesiasi
simpatrik (berdasarkan batasan reproduktif) dan spesiasi alopatrik (berdasarkan
batasan fisik) (Coyne 1992).

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda akibat adanya batasan fisik (spesiasi
alopatrik), terjadi sejak zaman Eocene sampai Pleistocene epoch. Batasan fisik
meliputi topografi perairan, lautan dan daratan menyebabkan terjadinya genetic
drifting, mengurangi variasi genetik yang ada pada suatu subpopulasi (Coyne,

1992). Penyimpangan genetik yang tidak dapat dihindari pada suatu wilayah yang
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telah berpisah dalam rentang waktu yang lama (secara geografi), menimbulkan
proses spesiasi (Coyne, 1992). Hal ini terlihat pada waktu pemisahan dan
biogeografi dari H. sumatrana (Sumatra) dengan H. cavitympanum (Borneo) dan
H. masonii (Jawa) (Gambar 4.1).

Spesiasi yang terjadi di Paparan Sunda juga bisa dijelaskan oleh adanya
batasan reproduktif (spesiasi simpatrik) berupa seleksi seksual (Coyne, 1992).
Salah satu contoh dari seleksi seksual yaitu pemilihan jantan oleh betina yang
didasarkan pada mating call yang turut berperan pada spesiasi (Turelli dkk., 2001;
Porniankowski & Iwasa, 1998; Lande, 1981). Hal ini dibuktikan dengan adanya
isolasi reproduktif dari Genus Meristogenys yang hanya terdistribusi di wilayah
yang sama (Borneo), namun memiliki diversifikasi yang tinggi dengan 13 jumlah
spesies yang terdata saat ini, kebanyakan pada lokasi yang sama (tidak adanya
batasan geografi spesifik) (Frost dkk., 2006).

Diversifikasi dari Amolops Sensu lato bisa dipengaruhi oleh letak, dan
wilayah distribusi. Populasi Genus Meristogenys yang terdistribusi di lajur
Kalimantan Tengah, tidak terancam oleh adanya letusan vulkanik ataupun
pergerakan lempeng tektonik (van Bemmelen, 1949). Kondisi tersebut tidak
mengahambat proses spesiasi karena minimnya gangguan maupun ancaman berupa
genetic loss (Coyne, 1992). Berbeda dengan Genus Huia yang memiliki
kecenderungan terdistribusi di tepian lempeng Paparan Sunda pada jalur
antiklinorium pulau Jawa dan Sumatra (kecuali H. cavitympanum yang hanya
ditemukan di Borneo) (van Bemellen, 1949; IUCN, 2018). Wilayah ini merupakan

lempeng tektonik aktif yang termasuk pada “Ring of Fire” yang meliputi cekungan
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Samudra Pasifik (Blair, 2012). Daerah ini sering mengalami gempa dan letusan
gunung berapi yang secara tidak langsung dapat mengakibatkan genetic loss dan
menjadi salah satu faktor dari diversifikasi yang rendah (Coyne, 1992). Bukti
tersebut ditemukkan pada spesies H. sumatrana yang berdistribusi terbatas di
wilayah Sumatra dan H. masonii yang berdistribusi terbatas di wilayah Jawa.
Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah SWT QS. An-Nur ayat 45
yang berbunyi :
R s s o SR
£0 508 g0

Artinya : “Dan Allah telah menciptakan semua jenis hewan dari air, maka sebagian
dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya dan sebagian berjalan
dengan dua kaki sedang sebagian (vang lain) berjalan dengan empat
kaki. Allah menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah
Maha Kuasa atas segala sesuatu”.

Ayat tersebut menegaskan tentang proses penciptaan makhluk hidup dan
kelompok-kelompoknya, dimana keseluruhan hewan berasal dari zat berupa air.
Sebagian hewan itu ada yang mampu berjalan di atas perutnya, semisal dari
golongan ular (Ophidia), dan sebagian hewan ada yang berjalan menggunakan
kedua kakinya seperti manusia, dan sebagian hewan ada yang berjalan
menggunakan keempat kakinya seperti kambing dan sapi (Abdullah, 2004).

Ayat ini mengisyaratkan adanya proses pengklasifikasian dari kelompok
dan golongan hewan tertentu yang diciptakan oleh Allah SWT, karena
kemiripannya satu sama lain. Proses terbentuknya variasi ini terjadi melalui proses

yang sangat lama, dan Allah berkuasa atas segala sesuatu yang diciptakan-Nya
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(Abdullah, 2003). Sesuai dengan teori kemunculan organisme bumi, bahwa proses
adanya amfibi yang bermacam-macam jenisnya selaras terhadap skala waktu
geologi yang bisa dibagi dalam 3 babakan besar (Bossuyt & Roelants, 2009).
Zaman Archaean (~2500 Mya) yaitu awal munculnya organisme prokariota, zaman
Proterozoic (~2500-544 Mya) yaitu terjadinya akumulasi oksigen di atmosfer bumi
sehingga memunculkan sel eukariotik saat bumi masih berbentuk bola es, lalu Eon
Phanerozoic dimana bumi menghangat sehingga glacier mencair. Pada periode
tersebut, terjadi ledakan diversitas hewan dengan dominasi kelompok hewan yang
muncul pertama kali saat itu dari wilayah lautan. Seiring berjalannya babakan, era,
periode, dan epoch tersebut, terjadi proses pembentukan geologi yang dinamis yang
membentuk pola distribusi yang khas di setiap kontinennya. Pola itu dapat

dibuktikan melalui variasi genetik maupun fenetiknya (Starr dkk., 2010).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



77

BAB V

PENUTUP
5.1 Kesimpulan
Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini yaitu:

1. Genus Amolops Sensu lato tergolong grup monofiletik, Genus Huia tergolong
grup parafiletik, dan Genus Meristogenys tergolong grup monofiletik.

2. Estimasi waktu divergensi terbentuknya Amolops Sensu lato terjadi pada zaman
Oligocene sampai Miocene epoch (~34.8 Mya), H. sumatrana dengan Huia
group dan Meristogenys group terjadi pada zaman Oligocene epoch (~27.37
Mya), dan Huia group dan Meristogenys group terjadi pada waktu yang hampir
bersamaan yaitu pada zaman early Miocene epoch sampai Pliocene epoch
(~14.35 - 4.58 Mya).

5.2 Saran

Beberapa saran untuk penelitian selanjutnya yaitu:

1. Analisis filogenetik Genus Huia berdasarkan gen penanda lainnya untuk
mengetahui variasi pengelompokkan taksa yang lain.

2. Analisis estimasi waktu divergensi Amolops Sensu lato berdasarkan gen dan

metode lainnya untuk mengetahui waktu divergensi yang lebih spesifik.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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GCCCARAGTCTAGCCCACCACACCETATATACCTCTTAATTTTACAGCCCCAGRACARACCATTTTAACTTCTTAG

>LCO55863.1_Meristogenys_jerboa
GCCTARRATCTAGCCCATCCCACCCATATGCCTTTTARTTTTACTGCCT TARRACARACCATTTTAACTCTITAGT

>AB526618.1 Meristogenys_kinabaluensis
GCCARAARTCTAGCCCTCTACACTCATATGCCCCTTTCCCCCATCARTTGACCAARACAARACATTTTAACTTCTT

>ABS26611.1 Meristogenys_maryatias
GCTTARAATCTAGCCCGTCTCACTCTGTATACCTTTTARTTTTATAATCCCCARAACAAACCATTTTAACTTTTTE

>AB526613.1_Meristogenys_orphnocnemis
GCCARARRTCTAGCCCATTCCACTTTATTATACCTTTTAATTTTACAGCCCTARARCARRCCATTTTAACTTCTTE

>AB526610.1 Meristogenys poecilus
GCCTAAAATCTAGCTCATTTTACTCCTATGCCCTCTAATTTTATAGATCCARARCARACCATTTTAACTTTTTAGT

>AB526612.1 Meristogenys_stenocephalus

GCCTARART CTAGCCCCCCCCTACTCTATGCCTCTTARTTT TACTGCCCTARARCARATCATTTTART TTTCCAGT
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Lampiran 2. Proses Aligning Data Sekuen.

87

a. Input Data Sekuen setiap Gen, dan klik Align file

OJOYINT)

[P4] Molecular Evelutienary Genetics Analysis - ]

MODELS  DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION

RA|

[ B O+ 1sequence _ o0 x
Home Share  View ~ @] File Analysis  Help
<« « 4[|« Filogenetika » Percobaan_? » 1_Sequence ~ @ | Search 1 Sequence r)
A Name Date modified Type
# Quick access
4] 1_mtDNA_125RNA 11-May-197:55PM  FASTA File
@ OneDrive 4] 2_mtDNA_tRNA-Vel 11-May-19 7:55 PM . FASTA File
2] -May- ASTA

= Thispe M) 3 miDNA_16SRNA 11-May-197:55PM  FASTA File

B Desktop

Documents

¥ Downloads

D Music

[&] Pictures

How would you like to 0., X

18 Videos

L SYSTEM () @ Analyze or Align File?

= Kuli&h (D)

[ wign |
= DAAE) - L’ﬂﬁl

= Local Disk (G:)

>

b. Klik Opsi Align by CLustal W

[X Mx: Alignment Explorer (1_mtDNA_12SRNAFASTA)
Data  Edit Search

a

Sequencer Display  Help

Align by ClustalW/ 0 x ®

DA Sequences | Trans WP Align by ClustalW (Codons)

o Align by MUSCLE
| Species/Abbryv
1. KP298037.1_Huia_maiT| @ Align by MUSCLE (Codons)
|2. MGS09681.1_Huia_c
3. WGB09677.1_Huia sul B  Mark/Unmark Site
4. MG909647.1_Odorrar 1
5. ABS26619.1_Meristoc
6. ABS26618.1_Meristoc
7. LC055963.1_Meristog| e, ~Se——
8. ABS26618.1_Meristog Delete Gap-Only Sites
9. AB526611.1_Meristog Auto-Fill Gaps

Align Mar ites

c. Aligning dengan Ops

1 Default

[ M: Alignment Explorer (1_miDNA_T2SRNA.FASTA)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

ClustalW Options

~ Alignment

=B EmEvrb s
DNA Sequences | Translated Protein Sequences | i
g T ] -
[specieslabbry
TTACCTCCTACAGCTTTATGGATTGGTAT]| G3P OpeningPenalty 15.00

TATATCAGETATTTCTTAACTTACACATG
CTACCTACTAACAACTGTTTCTTGACTTA
TCAGCTATTTCTCGGCTTACACATGCAAG
5. ABS26619.1_Meristod TCAACTGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
6. AB526616.1 Meristod TC AAC TGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
7.LC055963.1_Meristog T TC TTAACTTACACATGCAAGTCTCAGCA
6. ABS26618.1 Meristod TC AGC TATTTCTTAACTTACACATGCAAG
9. ABS26611.1_Merislog TC AAC TGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
10. ABS26613.1_Meristd T CAAC TGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
11. ABS26610.1_MeristcT C AAC TGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
12. ABS26612.1 Meristc TC AACTGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
13. ABS26614.1_Meristc T CATC TGTTTCTTAACTTACACATGCAAG
14. ABS26617.1_MeristdT C AACTGTTTCTTAACTTACACATGC

Gap Extension Penalty

[LILLLI LLITTLITLTT

CCACCACACCCCCAAGGGTAATCAGCAGTGATAAATATTG
ACCTCCTTCAGGTTAACGGATCGBTATTAGGCACGACCCC
CTTTACCCTTTATTAGGCTAAGGAGC TGATATCAGGBETCA

Multiple Alignment
Gap Opening Penalty 15.00

Gap Extension Penalty

TACCAGACCAAGGAGCTGGCATCAGACGCAATECABTCCA
TTATCAGGCTAAGBAGCCGETATCAGGCACACETAALCCCC
TCACCAGGCTAAGBAGCTGGTATCAGGCACACECCAACTC
C TAAGGAGCTGGTATCAGGCACACCTAAACCCTGCCCACA
TCACCAGGACAAGBAGECTGGTATCAGGCACACECCTTTAC
TCACCAGGCTAAGBAGC TGETATCAGGCCCACEATAACCT

TTACCAGGTTAAGGAGC TGGTATCAGGCACACCCTAATTC

TAACCAGGCTAAGGAGCCGGTATCAGGCACACCCAGCCTA

=) =
() Help (x) cancel

TTACCAGGCTAAGGAGCCGGTATCAGGCACACCCACGACT
TCACCAGGCTAAGGAGCTGGTATCAGGCACATCCAAAATT

Done Loading
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d. Proses Trimming berdasarkan adanya gap/missing data

yang di blok)

[ M: Alignment Explorer (1_mtDNA_125RNA.FASTA)
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=A% EnErbL = «0x

x@ +H/ar Q239

88

di termina (situs

DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

Species/Abbry.

R
chc

B E cAcAcce
cAGCcAcECCe

E a cce
Cachece

e. Disimpan keseluruhan dataset file yang berhasil di 7rimming.

| 1_5eque

Share  View

<« Filogenetika > Percobaan.2 3 1_Sequence

~  Name

# Quick access
B4] 1_mtDNA_12SRNA

4] 1_miDNA_12SRNA. trimmed
4] 2 mtDNA tRNA-Val

4] 2_mtDNA_tRNA-Val_trimmed
4] 3 mtDNA_165RNA

4] 3 mtDNA_165RNA. trimmed

Zda OneDrive

[ ThisPC
[ Desktop

& Downloads
B Music

[&=] Pictures
B videos

SYSTEM (C:)
= Kuliah (D)
= DATA (E)

= Local Disk (G2)
s Local Disk (H:)

— Working (1)
s Hiburan ()
= Hiburan ()
Data Game
ok

Program Files (x|

s Local Disk (G:)

¥l Pl 1LY

- o X | [ mx: Alignment Explorer (1_mtDNA_125RNA
- @ Edit Search Alignment Web Sequencer

Ctri+Al+N B

v|®| | Search1_sequence

Date modified

11-May-19 7:55 PM
11-May-197:57 PM
11-May-19 7:55 PM
11-May-19 8:00 PM
11-May-197:55 PM
11-May-19 8:01 PM

Type
FASTA File
FAS File
FASTA File
FAS File
FASTA File
FAS File

-

[] create New

InL Open »
Open a Recently Used File »
Close
Phylogenetic Analysis

B savesesion Ctrl+S
Export Alignment »

v DNA Sequences

Protein Sequences

4% Translate/Untranslate

Genetic Code

Quit

)

Display  Help

MEGA Format
FASTA Format
NEXUS/PAUP Format

f. Digabungkan (concatenated) seluruh alignment dataset, menghasilkan
~1900 bp, setelah proses Trimming

] = | 1_Sequence = o X | B Mx: Alignment Explorer (4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fas)
Home  Share  View v @ Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
<« © 4 |[] « Filogenetika » Percobaan_2 » 1_Sequence v © | Search 1 Sequence o || CresteNew CUEAIL u 0Ox
N ~ inL Open »
.. ™ Name Date modified T Open a Recently Used File .
4] 1_mtDNA_125RNA 11-May-197:55PM  FA! Close
@ OneDrive 4] 1_mtDNA_125RNA trimmed 11-May-197:57PM  FA! —
[ This PC 4] 2_miDNA_RNA-Val 11-May-197:55PM  FAS Phylogenetic Analysis
; Sestton B4 2 miDNA_tRNA-Val_trimmed 11-May-19 500PM  FA:
)3 mtDNA_16SRNA 1-May-197:55PM  FAJ|B Save Session Ctrlss
£ Decuments 4] 3 miDNA_165RNA_trimmed 11-May-19 801 PM  FAS e . MEGA Format
& Downleads B]4 AlmiDNA_Alignment withoutgroup._trimmed 11-May-19 17 PM — FASTA Format
D Music || 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.nex 11-Moy-19832PM  NEl| |, pa sequences NEXUS/PAUP Format
=] Pictures Protein Sequences
B Videos
e SYSTEM (C) ™ Translate/Untranslate
= Kuligh (D) Genetic Code
= DATA(E)
= Local Disk (G Reverse Complement
= Local Disk (H) Revess
— Working () Complemnent
s Hiburan (1) it

O
Z
<
-
<
=
LL
O
P
=
0
14
L
>
Z
=
O
=
<
-
%
=
<
"
=
T
g
o
m
=
-
<
=
<
Z
<
-
=
<
=
LL
(@)
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g. Diseleksi dataset menggunakan gblock, klik open file, dengan block
parameter default, dan pilih get block

AKULIAH UIN MALIKI MALZ + Aplikasi OFfWA. — O X < - O
0 ~ Home Share View (2]
<« © 4 | <« Filogenetika > Percobaan2 » 1 Sequence v|®] | search 1 Sequence
A Name Date modified Ty
# Quick access
B) 1_mtDNA_12SRNA 11-May-1 FAS
7@ OneDrive B4] 1_mtDNA_12SRNA_trimmed 11-May-19:57PM  FAS
[ - My, !
8 This o M) 2_mtDNA_tRNA-Val 11-May FAS
) 2 mtDNA_tRMA-Val trimmed 11-May-1 A
[ Desktop A ) A
B] 3_mtDNA_16SRNA FAS
Documents 4] 3_mtDNA_16SRNA_trimmed FAS
SELECTION OF CONSER & Downloads ) 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed FAS
FOR THEIR GENET LYSIS Music 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.nex I-May-198:32PM  NEJ
. . - - . B &= Pictures
. Open File B videos
SYSTEM (C
Block Parameters - &
= Kulidh (D)
options = DATA (E)
(Get Blocks)
= Working ()
s Hiburan (1)
= Hiburan (1)
h. Didapatkan 3 file output berupa sekuen blok, dan informasi parameter yang
+ | 1 Sequence — W= e - o x
Bl e v [ BRI s
e C | @ filey///1/Skripsi%20Luhur/Analisis/Filogenetika/Percobaan_2/1_ By @ :

s Quick access
@ OneDrive
I This PC
B Deskiop
= Documents
& Downloads
D Music
&= Pictures
B Videos
‘i SYSTEM
Kulish M2

Filogenetika > Percobaan 2 » 1.Sequence

“~  Name

B4] 1_mtDNA_12SRNA

4] 1_mtDNA_12SRNA trimmed
) 2_mtDNA_tRNA-Val

) 2_mtDNA_tRNA-Val_trimmed
4] 3_mtDNA_16SRI
4] 3_mtDNA_16SRNA_trimmed

) 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed

4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex
] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_untrimmed
€ 2_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fas-gb
4] 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup._trimmed-gb

Gblocks 0.91b Results

Processed file: 4 AllmDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fas
e1] Number of sequences: 15

Alignment assumed to be: DNA

New number of positions: 1668 (selected positions are underlined in blue)

KP298037.1_Huia
1G509681.1_Huia
16909677 .1_Huia
16309647 .1_Odor
6619.1_Meri
6616.1 Merd
LCB55963.1_Herd
AB526618.1 Meri
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Lampiran 3. Proses Penentuan Model Evolusi.

1. Model Evolusi untuk Analisis ML (Jmodeltest)
a. Dibuka software Jmodeltest, Klik File, Pilih Load DNA Alignment, dipilih
File berformat .nexus

5 | 1_sequence — O %X | £ jModelTest 2.1.10v20160303 - o X
Home  Share  View ~ @ |File Edit Analysis Results Tools Help About
<« © A | « Filogenetika > Percobaan.2 » 1 Sequence v o quence 2 Load DNA alignment Ctr+0
A Neme Date modified L Load a DNA slignment in sequential o interlesved Phylip formst
7 Quick access 303
4] 1_mtDNA_T25ANA 1-Ma M FA c ba, G.L. Taboada, R. Doallo and D. Posada,
ned - - Quit Ctri+Q fctry, Genetics and Inmunology
@ OneDrive 4] 1_mtDNA_12SRNA trimmed Ay 5310 vigo, Spain.
M . b (2) Department of Electronics and Systems
[ This PC ]2 meDNA SRNA-Val 3 University of A Coruna, 15071 A Coruma, Spain.
4] 2_miDNA_{RNA-Yal_trimmed Ay | e-mail: ddarribaBudc.es, dposada@uvigo.es
[ Deskiop
) 3_mtDNA_TBSRNA FAS
] Documents 4] 3 mtDNA_165RNA_trimmed FA Wed May 22 19:38:21 ICT 2019
Windows 10 10.0, arch: amd64, bits: 64, numcores: 4
¥ Downloads ) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed FAS
jModelTest 2.1.10 v20160303
b Music ] 4 AllmiDNA Alignment withoutgroup._trimmed-gb.nex NS | Copyright (C) 2011 D. Darriba, G.L. Taboada, R. Doallo and D. Posada
& Pictures B 4_AlimtDNA_Alignment_withoutgroup_untrimmed FAS This program comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY
This is free software, and you are welcome to redistribute it under certain
B Videos € 4_AllmitDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fzs-gb | e

2] L
£ SYSTEM (C) H] 4_AlmtDMA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb

s Kulish (D7)

Notice: This program may contain errors. Please inspect results carefully.

Citation: Darriba D, Taboada GL, Doallo R and Posada D. 2012.

= DATA (E) Mude'ITest 2: more mude'ls‘ new heuristics and parallel computing”
Nature Methods 9(8), 772.

& Local Disk (G:)

n LogDuE((E) WARNING: PhyML binary is not in the list of compatibility:
. Working () I:\KULIAH UIN MALIKI MALANG\Semester 7\Bioinform\slide + Aplikasi
Bioinformatik)SOFTWARE\jmode] test 2. 1. 10\jmodeltest-2. 1. 10\exe\phym]\PhytlL_3. 0_win32. exe

w Hiburan (1) v3.0
Compatible versions: 20130103 20131022 20141009 20141029 il hos 0T Relgs1 222
jModelTest will try to continue execution anyway, but it might
Reading data file " QJ'I'ImtDNA_A'IlgnmEnt N T et )
number of sequences:
number of sites: 1668

= Hiburan (1) b or.

Data Game
ok

Program Files (x
= Local Disk (G

= Local Disk (H:)

= Working (1) = Likelihood scores not available 4_AlIMIDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex

11items  1item selected 45.0 KB

b. Pilih Analysi

[£] jModelTest 2.1.10 v20160303 -

File Edit Analysis Results Tools Help About

Compute likelihood scores  Ctrl+L

Do Al Compute model likelihoods and parameter estimates using Phyml |-
© 2, R. Doallo and D. Posada,
@ Do BIC calculations .. Cirl+B |s and Immunology

ms
Do DT calculations . CukeD 10 Spain.
es

a
l = Do hLRT 5 e Ctri+R

wed
wing  Mode-aversged phylogeny Ci-Z | pumcores: 4

jModelTest 2.1.10 v20160303

Copyright (C) 2011 D. Darriba, G.L. Taboada, R. Doallo and D. Posada

his program comes with ABSOLUTELY NO_WARRANTY

This is free software, and you are welcome to redistribute it under certain
conditions

Notice: This program may contain errors. Please inspect results carefully.

Citation: Darriba D, Taboada GL, Doallo R and Posada D. 2012.
]MDdE]T=5t 2: more mwdels, new heuristics and parallel computing”.
Nature Methods 3(8), 772.

WARNING: PhyMlL binary is not in the 1ist of compatibility:
\KULTAH UIN MALTKI MALANG\Semester 7\Bioinform\Slide + Aplikasi Bioinformatik\SOFTWARE'jmodeltest-2.1.10"jmodeltest-2.1.10\exe\phyml\PhyML_3.0_win32.exe v3.0
Compatible versions: 20130103 20131022 20141009 20141029 cl i 0 e ek
jModelTest will try to continue exccution anyway, but it might
Ream ng data file ” 4J'I'ImtDNA_A'hgnment B e
umber of sequence:
nimber oF SSlettaes

oK.

Likelinood scores not available 4_AImMIDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex
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c. Di setting default kemudian klik Compute

ModelTest 2.1.10 v20160303

91

File Edit Analysis ikelihood settings - X
Number of processors rea
Main | PhyM.-lod
] I 3
(<) 2011-om
(1) Departm
univers:
(2) Departm
univers:
e-mail: dda Clustering A (JAICe  (@)BIC
wed May 22
Windows 10 [Model Fitering 0.100
jModelTest
Copyright (
Thit prograj [ Likelihood seting
This 1s fre Number of substitution
conditions )
@i O5 O7 Ot QM3 Numbodsls =24
Notice: Thi
Base freq Rate
Citation: D L8
[ g me [
N
- 1 Base tree for likelihood
WARNING: Phy Fixed BIONJ-IC Fixed user topol
I:\KULIAH U o © meear
Compatible
jModeTest BION] ML optimized
Reading dat. g Q
number of
number of Base tree search
@M1 QR Obest
T

d. Proses estimasi sedang berlangsung

[#] ModelTest 2.1.10
File Edit Analysis Results Tools Help About

SOFTWARE' jmodeltest-2.1.10%jmodeltest-2. 1, 10 exe\phyml\PhyHL_3. 0_win32. exe v3.0

Main  phyMLiog

- - - jModeltes]
(c) 2011l-onwards D. Darriba, G.L. Tal
(1) Department of Biochemistry, Genef
University of Vige, 36310 Vigo,
(2) Department of Electronics and Sy:
University of A Coruna, 15071 A
e-mail: ddarribaBudc.es, dposada@uvi

Wed May 22 19:38:21 ICT 2019
Windows 10 10.0, arch: amd64, bits:

jMedelTest 2,1.10 v20160303
Copyright (C) 2011 D, Darriba, G.L.
This program comes with ABSOLUTELY N{
This is free software, and you are w
conditions

Notice: This program may contain err:

|%] Progress —
‘ Completed 0/24 Elapsed time: Oh:00:05
Thread
Computing F8L+I+G.
Thread 0: n
Computing HKY+T+G.
Thread 1: .
Computing JC+I+G. ..
Thread 2: .
Computing GTR+I+G.

Citation: Darriba D, Taboada GL, Doa
"jModelTest 2: more models
Nature Methods 9(8), 772.

WARNING: PhyML binary is not in the

| 0%

T:\KULTAH UIN MALTKI MALANG\Semester 7\Bioinform\sIide + Aplikasi Bioinformatilk|sOFTWARE\jmode]test-2.1.10\jmodeltest-2.1.10\exe\phymI\PhyML_3.0_win32.exe v3.0
Compatible versions: 20130103 20131022 20141009 20141029 20150501 20151222
JModelTest will try to_continue execution anyway, but it might fail.

Reading data file "4_Allmtl

DNA_AT1 gnment_wi thoutgroup_trinmed-gb. nex". .. OK.

number of sequences: 15
number of sites: 1668

e. Didapatkan estimasi, analisis selanjutnya, diestimasi berdasarkan AIC

Calculation

£ jModelTest 2.1.10 v20160303
File Edit Analysis Results Tools Help About

Main

Do AIC calculations .. Ctrlsl
Do BIC calculations .. Ctrl+B

Do DT calculations ... Ctri+D

o=z vmmnnm

d Model-averaged phylogeny Ctrl+Z

[6T] = 1.0000
gamma shape = 0.2610

Compute likelihood scores  CrlsL

Do hLRT calculations ... Ctrl+R
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File Edit Analysis Results Teols
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f. Diklik Enable PAUP Block, sebagai informasi model penentuan evolusi,

Klik Do AIC calculations

Help  About

Main  phyML 4
Lo ] Akaike Criterion (AIC) Settings - X
R(b) [AG] = 19.8595
R(c) [AT] = 11.1261 AIC Setling
R(d) [CG] 0.9567
R(e) [CT] = 52.6191 Sample size
RCF) [6T] = 1.0000 [ use AlCe correction 1668.0000
p-inv = 0.5650
Model = GTR+G Calcuiate parameter importances
012345

=]

File

partition
“lnL = 8

Do model averaging

[/ Wirite PALP* block o

rites a block of PAUP* commands

the selected model

‘ Default Settings Cancel

Do AIC calaulations

) 1.0000
gamma shape 0.2610

g. Didapatkan PAUP Block fext, disimpan untuk analisis ML

=

a&F O i

Hum:‘\mﬂl|DﬁiqllLayoulk:l:l:lMaiﬁanni:v‘\ﬁew‘Add»\l‘Fm(llF‘ Q Tellme.. Signin & Share

LogBook - Word o x

PAUP* Commands Block:
If you want to load the selected model and associated estimates in PAUP?,

attach the next block of commands after the data in your PAUP file:

[
Likelihood settings from bestfit model (GTR+1+G) selected by AIC

‘with jModeltest 2.1.10 v20160303 on Thu Apr 25 23:42:08 ICT 2019]

BEGIN PAUP;

%haieﬂﬂ.33ﬁl 0.22830.1945 ) nst=6 m:(S 5240 14.9339 8.8901 0.6122 51.4493) rates=gamma
shape=0.4490 ncat=4 pinyar=0.274(

END;

Main | PhyMLdog

Freqs
freaT

v 2930
gamma shape = 0.4590

o

elihood setting
h_jModeltest 2.

61
E F@m 2327 0.1833 ) nst=b rmat=(8.2842 23.3737 13.3
D

‘the selected model and associated estimates 1n
k of commands after the data in your PAUP file

rom best—fit model (GTR+I+G) selected by AIC]
.0 20160303 on Wed May 22 19:51:52 ICT 2019]]

B 1.26/3 89.3973) r

Tree for the best AIC model
(MGIDIEBL. 1_Huia_cavitympanum:0.02648655 ,KP298037. 1_Huia_masonii:0. 02716856, ((MGI0IE77.

* ATC MODEL SELECTION : Selection uncertainty

Model -l K ATC delta weight  cumieight

GTR+T+G 38 16425.235100 0.000000  0.999754  0.999754
GTR+G 37 16441.853460 16.619360  0.000246  1.000000
SYMHIHG 35 16528.942000 103.706900  3.02e-023  1.000000
SYM+G 34 16535.311960 110.076860 1.25¢-024  1.000000
HKY+T+G 34 16581.703400 156.468300 1.05e-034  1.000000
HKY+G .531160 §5e-042  1.000000
GTR+I 3.78293 37 16621.565860 .33 3e-043  1.000000
ST .86267 34 16689.725340 264.430240 3.69e-058  1.000000

2. Model Evolusi untuk Analisis BI (Kakusan 4)
a. Dibuka software Kakusan4, Drag file berformatm .nexus

Quick access

OneDrive 81 MrBayes 7-May-10 427
This PC el -
B] 1_mtDNA_125RNA 25-Ja
I Desktop A .
BH] 1_mtDNA_12SRNA_trimmed
Decuments o 5-Jan
el 25-Jan- -
§ Downloads FAS File
D Music ) 3 mtDNA_16SRNA FASTA File
&) Pictures 4] 3_miDNA_16SRNA_trimmed -Feb-1911:22PM  FASFile
B Videos 4] 4_AllmtDNA_Alignment_trimmed 11-Feb-1911:38PM  FAST

~ | Percobaan_1

Home  Share View

Analisis > Filogenetika » Percobaan_1 carch Per

A Name

4_AllmtDNA_Alignment_trimmed_gb.nex.. 9427AM  File folde

@ 4 AImIDNA_Alignment_trimmed.fas-gb  11-Feb-1911:41 PM €
) 4_AllmtDNA_Alignment_trimmed_gb 2-Feb-191214AM  FA
[ 4_AllmtDNA_Alignment_trimmed_gbnex  25-Apr-19 11:45PM  1E
7] GenBank dan Aksesi
&

SYSTEM (C)
Kulih (0
DATA (E)
Local Disk (G:)
Local Disk (H)
Working (k)
Hiburan (1)

ogBock Microsoft Word D...

please cite the following.
: two programs for comparing

and separate models for combined

s of multilocus sequence data”,

0l.11, 914-921.

(2011)
rtitioned, proportional
a

Molecular Ecolo

Copyright (C) 2006-2812 Akifumi S. Tanabe

1is program is free software; you can redistribute it and/or modify
it under the terms of the GNU General Public License as published by
the Free Softuare Foundation; either version 2 of the License.




93

b. Disetting berdasarkan format default, keperluan untuk aplikasi MrBayes,
didapatkan output folder dari analisis evolusi.

| Percobaan_1 - [m]
Share View
< Analisis > Filogenetika » Percobaan 1 » ~ ® | SearchPercobasn 1
A Name - Date modified

o Quick access
4_AllmtDNA_Alignment_trimmed_gb.nex.,  17-May-194

@ OneDrive Bl_MrBayes 17-May-1
N This e . Hasil 7
Desktop M) 1_mtONA_125RNA [OK. The model configuration files for MrBayes will be output.
- B] 1_mtDNA_12SRN. P FAS File
Documents ml mtDNA_tRNA-Val an-19 7:5: 5 AMALYSIS OPTIONS
Downloads 2 A faltri ~
P] 2_mtDNA_RNA-Vs trimmed Because you did not enable output option for Treefinder, MrBayes or RAxHL
Music 13 miDNA_16SRNA se you did not give multiple files or protein-coding data, compariscn ar
=) Pictures 1) 3_mtDNA_IBSRNA trimmed itioned, proportional and separate models is forced to disable.

B videos

ignment trimmed_gb

Jou wan pti par F ¢ ition?

o e n;e}::lntjén;’m optimize the parameters of base composition? (y/n)

= DATA(E) {7 GenBank dan Aksesi 0-Jan-19.3:32 P -

= Local Disk (G) 85 LogBook UTONN 0. The empiric s will be us

Local Disk {

& Local Disk (H) How many rate categories of discrete gamma rate heterogeneity do you vz

= Working (1) ? (integer)

 Hibura (default:

< & 1\Skripsi Luhur\Anslisis\Filogenetika\Percobaan_1\4_AllmtDNA_Alignment trimmed_gbnexka.. — O X
4 ‘ Home  Share  View @| File Edit Search View Encoding Llanguage Settings Tools Macro Run Plugins Window ? X
<« 4_AllmtDNA_Alignment_trimmed... > MrBay . e s = Mgl =

whole_AIC_nonparttioned nex

% |

A . D T __9
s Quick access it “
whale_AIC_nonpartitioned.nex
Data:
@ OneDrive whele AICc1_nonpartitioned.nex B .
Dimensions NTax:
I This pC whole_AICc2_nonpartitioned.nex
whole_AICc3_nonpartitioned.nex
[ Desktop . CARCACCTAGTTGCACC
whole_AICc4_nonpartitioned.nex
| Documents whole_AICCS_nonpartitioned.nex
Downloads whole_AICc6_nonpartitioned.nex
b Music whole_BICT_nonpartitioned.nex
& Pictures whole_BIC2_nonpartitioned.nex
B Videos whole_BIC3_nonpartitioned.nex
e whole_BIC4_nonpartitioned.nex

onpartitioned.nex

whole_BIC6_nonpartitioned.nex

Local Disl

= Working (1)

w Hiburan (1)

= Hiburan (1)

Data Game
(211) NucModel=4k
E NucHode
Program Files (d NucMode
NucMode.
s Local Disk (6 NucHode
NucMode.
s Local Disk (H:) NucMode.
t 1 NucModel=sik
o Working () v < 5|« )

CRLF)  UTF-8 INS

m

length : 35,395

3items  1item selected 345 KB




Lampiran 4. Proses Analisis Filogenetik ML, MP, BI.

1. Analisis ML (PAUP)
a. Dibuka software PAUP, input alignment berformat .nexus

94

Home Share View
« © A || « Filogenetika 5 Percobaan.?2 » 1_Sequence v & | Search1 Sequence
N ) -
This PC
I Deskiop B) 1_mtDNA_T2SRNA
= Documents ) 1_mtDNA_125RNA trimmed
B2 i Ve
— P] 2_mtDNA_tRNA-Val
_tRNA-Val_trimmed
Music
16SRNA
=] Pictures 165RNA trimmed
B Videos ) 4_AllmtDNA_Alignment withoutgroup_trimmed
i SYSTEM (C) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fas-gb
= Kuli&h (D:) 4] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gh
DATA E) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex
" -
o Local Disk (6 M 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgreup_untrimmed
= Local Disk (H:)
= Working (i)
= Hiburan (1)

= | 1_Sequence

wa Hiburan (1)

=]

File

Data Game

TICE
a beta-test versio
1culation error or
on publ

This is
apparent c.
There are no restrictio
ersion

wit
frequent

DME file on the distr

commandline, diatur parameter yang telah ditetapkan

Home | Insert | Desigr | Layou | Refere | Mailin | Reviev | View | Add-tt| Fasit | © Tell me... Signin £ Share

‘begin paup
set antoclose=yes
set criterion=like
set root = outgroup
set storebrlens=yes

set increase=auto

Lset base=(0.3385 0.2323 0.1838 ) nst=6 rmat=(7.8953 21.7452 12.4774 1.1271 84.9355) rates=gamma

shape-0.4520 ncat-4 pinvar-0.2890
outgroup JF836880.1_Limnonectes_sisikdagu

bootstrap nreps=100 search=heuristic/ addseg=random swap=ghr hold=1
savgtrees from=1 10=1 file=ML,ch mlb.iree.nex format=altnex brlens=yes
savgbootp=NodsLabels MaxDecimals=0;

end;

% English (United States) B B - i

LogBook - Word = -

but you should checl
announcements and/or updated
bution media for details.

Please report a
other anom
ation of

result
obtained
the

Disetting berdasarkan model evolusi (PAUP Block), dalam sebuah

[m) x "

. Th a
apparent
There are no r
with th
frequent
ee the README

Invalid argument
:\4_AllmtDNA_Alignment

g of file . AL1mtDNA |

_withoutgroup_trimmed-
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c. Proses estimasi dan rekonstruksi berlangsung

AKULIAH UIN MALIKI MALANG 7 i lide + Aplikasi Bioir ik\SOFTWARE\PER 11\PAUP\paup95NT\win-paup4b10-consele.exe

Th d GTR+G+I model
Number of distinct data patterns under this model - 442
molecular clock not enforced
Starting branch lengths obtained using Rogers-Swofford approximation
method
Trees with approximate likelihoods 5% or further from the target score
are rejected without additional iteration
Branch-length optimization - one-dimensional Newton-Raphson with p
limit=2@, delta=1e-866
-1In L (unconstrained) = 616@.748
Starting tree(s) obtained via stepwise addition
Addition sequence: random
Number of replicates -
Starting seed 82084218
Number of trees held at each s E 1
Branch-swapping algorith 2 i ion (TBR)

Initial P ing - 100 (will be auto-increased by 1e@)
Branches a creating polytomies) if br len
equal to le-608
*MulTrees’ option in eff
Topological constr: not enforced
Trees are unrooted

Elapsed Random Taxa Rearr. -- No. of trees -- Best trees ---
rep added tried saved left-to-swap this rep overall

8085.858

d. Didapatkan file output rekonstruksi pohon filogenetik berformat .nex

< | paupdSNT - x
“ Home  Share (]
This PC > Working (1) > KULIAH UIN MALIKIMALANG > Semester7 5 Bioinform » Slide + Aplikasi Bioinformatik » SOFTWARE > PER11 » PAUP 5 paupdsNT r)
~ 1 Ty
- Quick access
Modelte:
@ OneDrive Sample NEXUS files
— e ML.cb.mib.tree.nex
paupabl-doc-file
I Desktop
paupmon.fnt
=| Documents
Readme-
Downloads &P win-paupdb10
Music % win-paup4b10-console

2. Analisis MP (PAUP)
a. Dibuka software PAUP, input alignment berformat . nexus

< | 1Sequence - o x
Share iew []
bAuUP
Filogenetika Percobaan_2 1_Sequence Portable version 4.eble for Microsoft Windows 95/
. 2. 4:24
A
This PC - A
- ) i -NOTICE -
) Deskiop M) 1_mtDNA_T2SRNA 3 s is a a-tes . Please report any crashes,
Documents H]1_mtDNA_T25RNA. trimmed 2 : or other anomalous results.
H) 2_meon - There are no restrictions on publication of results obtained
Downlozds iy i but you should check the WM site
e M) 2 miDN Val trimmed ug announcements and/or updated versions.
3 B 3_mtDNA_16SRNA
= Pictures ] 3 miDNA_165RNA_trimmed -
& video ] 4 AllmiDNA Alignment withoutgroup_trimmed paup> exe "D:\Skripsi Luhur\Analisis\Filogenetika\Percobaan_2\1_!
L. SYSTEM ( ignment_withoutgroup_trimmed.fas-gb | Alignment withoutgroup trimmed-gb.nex"”
— Kulish (D ) 4 AlimtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb
DATA (E) || 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex 11-May-1

= 5 May-
. Local Disk (6 Y] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_untrimmed 11-May-1

w Local Disk (H:)
s Working (1)
= Hiburan (1)

= Hiburan (1)

Data Game
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b. Disetting berdasarkan model evolusi, dalam sebuah commandline,
diatur parameter yang telah ditetapkan

H : LogBook - Word = - o %
File  Home | Insert | Desigr | Layou | Refere | Mailin | Reviev | View | Add-i | Favit | @ Tellme.. Signin £ Share
O ) T T R R T

- Maximom Numpber Qf Contiguous Nomgomserved Positions: 8
Minimum Length QF A Block: 10
Allowed Gap Positions: None

o Sequence Characters summary

Of 1665 total characters:
211 characters of Ty

announcements r updated
See the README file on the distribution media for details.

i thoutgroup_trimmed-gl

lignment_withoutgroup trimmed.

storebrilens=yes
increase=auto

* oucgroup JF836880.1 Limnonectes_sisikdagu

3 bootstrap nreps=1000 Search=heuristic/ addseq=random nreps=10 Swap=tbr hold=1

savetrees from=1 to=1 file=HP.cb.pab.tree.nex format=altnex brlens=yes
savebootp=HodeLabels MaxDecimals=0

7 BT
memg ngen=1000000 samplefreq=1000 nchain=4
H outgroup JFE36880_1_Limnonectes_sisikdagu
.‘.I (50%major consensus)
3 tDNA_Alignment_uwithoutgroup_trimmed-gb.nex"
Page1of2 28 of243words [[¥  Indonesian B 1 B - ] + 9%
c. Proses estimasi dan rekonstruksi berlangsung

IAKULIAH UIN MALIKI MALANG) 7 \Slide + Aplikasi \SOFTWARE\PER 11\PAUP\ paup95NT\win-paup4b10-console.exe

Number
Startin
Numbe:

| = | paupdsNT - X
Home Share View [2]
<« v 4 [ > ThisPC » Working (k) » KULIAH UIN MALIKIMALANG » Semester7 > Bisinform » Slide + Aplikasi Bicinformatik » SOFTWARE » PER11 » PAUP > paupdSNT v B s d

A Name Date modified Type Size

# Quick access

Modeltest3.7 folder File folder
@ OneDrive Sample NEXUS files File folder
o This pC [7] MP.cb.pabree.nex NEX File
; Dkt <] paupdb1-doc-file Foxit Reader PDF ...
sHiop [] paupmon.fnt FNT File
5] pocuments ] Readme-Win32 Text Document
& Downloads B win-paup4b10 03-Mar-026:07 AM  Application
H Music [ win-paup4b10-console 02-Mar-026:28PM  Application

&= Pictures
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3. Analisis BI (MrBayes)
a. Dibuka software MrBayes, input output file berdasarkan penentuan
model evolusi Kakusan berformat .nexus

9 = | MrBayes - [m]
Home Share View
<« v [« 4 AImtDNA_Alignment_without... > MrBayes v © | SearchMrBayes
A Name Date modified pe
# Quick access
[ whele_AIC_nonpartitioned.nex 11-May-198:45PM  NEX File
4@ OneDrive whele_AICc]_nenpartitioned.nex MEX File
Thie BC whole AICe2 nonpartitioned nex EXE for information
. Destop whole_AICc3_nonpartitioned.nex JEX File ilable.
o whole_AICcd_nonpartitioned.nex
Documents whole_AICS_nonpartitioned.nex Type “about” for authorship and general
— - information about the program.
ovmloads whole_AICc_nenpartitioned.nex =
Music whole_BICT_nonpartitioned.nex
e — whole_BIC2_nonpartitioned.nex "I:\Skripsi Luhur\Analisis\Filogenetika\Percob
: o o ot T, 1mtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed
B Videos e Gl rtitioned. nex

whole_BIC4_nonpartitioned.nex

whole_BIC5_nonpartitioned.nex -May-

whole_BICE_nonpartitioned.nex -May-

b. Disetting berdasarkan model evolusi, dalam sebuah commandline,
diatur parameter yang telah ditetapkan

H -0 = LogBook - Word B - o x - o %

File Hum:‘\nse!l|Ds»gvlLayoulRelelelMa\fmlReuim‘V'm‘Add—h‘Fm(llﬁ‘ Q Tellme.. Signin L. Share

L .
=

hn search=heuristic/ a

) ME. cb.pak. tzee. o tnex brlen
] MaxDecimals=0

B BI

% mome ngen=1000000 samplefreq=1000 nchain=4

% outgroup JF836880_1 Limnonectes_sisikdagu

S gumE RUERAn=S00

g output file names t
ab

data block

es block

words [  English (United States) B B - 1 +
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c. Proses estimasi dan rekonstruksi sedang berlangsung

AKULIAH UIN MALIKI MALAN

7\Bioir lide + Aplikasi Bioir ik\SOFTWARE\MrB b ; xbd.exe - x

Multiplier(V)
Nodeslider(V)
TLMultiplier(V)

Division 1 has 442 unique site patterns
Initializing conditional likelihoods
uUsing standard SSE likelihood calculator for div

Initial log likelihoods and log prior probs for run 1:
1 -- -11186.583436 -- 3
Chain -11265.895761 --
Chain -11038.578232 --
Chain -11253.368161 --

Initial log likelihoods and log
Chain 1 -- -11424,534e43 -
Chain -10961.02214
chain -11361.034
Chain

0) * (-8638.472) (
914) * (-8485.549) [-8
47) * (-8419.306) [

11038.578) (-11253.368) * [-11424.534] (-10961. .034) (-11204.353)
4. 495] ©:49:5

d. Didapatkan file output rekonstruksi pohon filogenetik berformat .tre

= | Bl.MrBayes B X
“ Home  Share  View e
ThisPC » Working () > Skripsi Luhur » Anslisis » Filogenetiks > Percobsan 2 » 3 Phylogenetics Tree Analysis > Bayesian > Bl MrBayes ch BLMrBayes »
~ 1 T
I This PC
B Desktop AIC_nonpartitioned.nex
B Documents . AIC_nenpartitioned nex.ckp
N IC_nonpartitioned.nex.ckp~
IC_nonpartitioned.nexcon
Music .
whole_AIC_nonpartitioned.nexmeme
—| e whole_AIC_nonpartitioned.nex parts A
B Videos whole_AIC_nonpartitioned.nexrun’.p

i SYSTEM (C)

IC_nonpartitioned.nexrunt ¢
whole_AIC_nonpartitioned nexrunZp
whole_AIC_nonpartitioned.nexrun2t
whole_AIC_nonpartitioned nex.trprobs

whole AIC_nonpartitioned.nex.tstat Fi

whole_AIC_nonpartitioned nex.vstat
— Working (k)



Lampiran 5. Proses Estimasi Waktu Divergensi.
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a. Dibuka aplikasi BEAUti, Klik File dan Import alignment berformat .nexus

= Local Disk (6:)

T nral Ricl 133

4] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_untrimmed

) BEAU - [m] x | = | 1_Sequence - ] X
File Edit Help Home  Share  View v @
g“’ 2’:*2 i s o e e G « © 4 ||« Filogenetika > Percobasn_2 > 1 Sequence v @] [ search 1 Sequence o
pen.. tls R
Save g [EEEEEEEErIam S ThiseC ~ Name Date modified
. Unlirk Clock Models Link Clock Models. | Unlirk Trees Link Trees B beskiop W) 1_rotDNA_125RNA 11-May-197:55 BM
I ; Sites Data Type Site Model ClockModel  Partition Tree Documents U] 1_mtDNA_125RNA trimmed 11-May-19 7:57 PM
Juesa hueotide  [# At T4 M. [# Aimt. ] ) 2 miDNA_tRNA-Val 11-May-19 7:55 P
Import Traits Ctrl+Alte] ¥ Downloads
] 2_mtDNA_RNA-Val_trimmed 11-May-19 £00 PM
#*  Generate BEASTFile... Ctrl+E b Music
] 3 mtDMA_16SRNA 11-May-197:35 PM
Print... Ctri+P [ Fictures B4] 3 mtDMA_16SRNA trimmed 11-May-19.8:01 PM
Page Setup.. B Videos ] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed 11-May-19 817 PM
. i SYSTEM (C) @ 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed fas-gh 11-May-19 &18 PM
* = KuliAh (D3 #] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb 11-May-19 &
DATA (8] (7] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex 11-May-19 8

11-May-19 8:07 PM

b. Diatur pemisahan taksa pada tab Taxa, untuk kemudian diatur waktu

pemisahan.

[£] Beauti
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators MCMC

T P o ELY o= Taxon set: Ranidae vs Dicroglossidae

Ranidae vs Dicroglo:

& AN,

Rana vs Amolops. [m]

Excuded Taxa

Induded Taxa
~ ABS526610. 1_Meristogenys_poecius

AB526611, 1_Meristogenys_maryatiae

AB526612.1,

AB526613. 1 Meristogenys_orphnocnemis

AB526614, 1 Meristogenys_stigmachius

AB526616. 1_Meristogenys_dyscritus

AB526617. 1 Meristogenys_whiteheadi

AB526618.1,|

AB526618. 1 Meristogenys_amoropalamus

F36880. 1 Limnonectes_siskdagy

KP298037.1_Huia_masonil

LC055963. 1_Meristogenys_jerboa

@ | [MGo09647.1_Odorrana_hosi

@) [MG909677. 1 Huia_sumatrana

MG30965 1. 1_Huia_C

1taxa exduded
Select: | taxon seti..

Data: 15 taxa, 1partition

14 taxa induded
v Select: | taxon set.

4+ Generate BEAST File.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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c. Diatur model evolusi pada fab Sites, dipilih model evolusi yang telah

diestimasi sebelumnya

(£ BEAUt - X
File Edit Help
Partitions Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators MCMC
Substituton Model Nucleotide Substitution Model - 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb
e - .
Substitution Model: GTR
Base frequencies: | Estimated
Site Model: @ma+ ~
Number of Gamma Categories: |4~
Partition into codon positions: |, )
Link /Unlink parameters:
Unlirk substitution rate parameters across codon positions
Uniink rate heterogeneity model across codon positions
Uniink base frequencies across codon positions
Use Yang36 model
Use SRO0S madel |
)
Clone Settings...
Rata 154ava 1 narkifion 5 Ganacate FFAST Fie
d. Diatur model clocking pada tab Clock, dipilih sesuai model yang
|/ BEAUL - *
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Stes Clocks Trees States Priors Operators MCMC

T Clock Mode! - 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb
~

Clone Settings.

Data: 15 taxa, 1 partition

Clock Type

Relaxed Distribution:

Uncorrelated relaxed dock

Using the uncorrelated relaxed dock model of Drummond, Ho, Phillips &
Rambaut (2006) PLoS Biology 4, =35,

[[] Use continuous quantile parameterization,

4 Generate BEAST File.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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e. Diatur kalibrasi waktu pemisahan sesuai taksa yang telah ditentukan pada
tab Prior, pilih Log Normal

(&) Beauti . %
File Edit Help
Partitons Taxa Tips Traits Sites Clocks Trees States Priors Operators MCMC
Priars for model parameters and statistics:
Bound Description

ftmrca(Rana vs Amolops ) LUsing Tree Prior tmrca statistic for taxon setuntiled2 on tree 4_AlmtDNA_Aignment_withoutgroup_trimmed-gb

= = Gamma [0.05, 10], inital=1 TR A-C substitution parameter

=0 * Gamma [0.05, 20], init: GTR. A-G substitution parameter

jat = Gamma [0.05, 10], initial= (GTR A-T substitution parameter

= *Gamma [0.05, 10], initi (GTR C-G substitution parameter

gt *Gamma [0.05, 10, initi GTR. G-T substitution parameter

[recuendes “Uniform [0, 0, mtel=0.25__— base frequences

= =Exponential [0.5], rital=0.5 garma shape parameter

ol = Uniform [0, proportion of invariant sites parameter

lucid. stdev | = Exponential [0.333333], initial=0. £ Prior for Parameter tmrca(Ranidae vs Dicrog... X fncorrelated lognormal relaxed dack stdev

locd.mean “Foxed value, value = cncorrelted lognormal relaxed dock mean

ltreeModel.rootHeight |_*Using Tree Prior in [0, o] Select prior distribution for tmrca(Ranidae vs Dicoglost A [root height of the tree

(e birtRate = Uniform [0, 1£100], intal=1 e speciation process bith ate

Prior Distribution:  Nene (Tree Prior Only)
INone (Tree Prier Only) & | ¥
oK
Link parameters together Lk parame ters into s hierarchical model | Unirk parameters
= Marked parameters currently have a defauit prir distrbution, You shouid check that these are appropriate.
Data: 15 taxa, 1partition ;Generatemﬁem
f. Diatur kalibrasi waktu taksa yang berdivergensi, dengan mengatur

[&] Beaut [ Prior for Parameter tmrca(Ranidae vs Dicrogloss... X - x
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Stes Clocks Trees States Priors Operators MCMC

Friors for model parameters and statistics

Prior
Gamma [1, 70.3], initi
* Using Tree Prior

lac * Gamma [0.05, 10], init

= *Gamma [0.05, 20], initial=1 ]
at *Gamma [0.05, 10] |
= * Gamma [0.05, 10

gt = Gamma [0.05, 10

frequendes *Uniform [0, 1], ini |
jelpha *Exponential [0.5], initial=0.5

lpIny *Uniform [0, 4, initial=0.5

jucld. stdev. *Exponential[0.333333], ntal=0.3333|
lucd.mean = Approx, Reference Prior, nital

lrecModel rootHeight *Using Tree Prior in [0, o]

[yule birthRate = Uniform [0, LE100], iniGal=1

Link parameters together Link parameters into a hierarchical model | Unlirk parameters
= Marked parameters currently have a diefauit prior distribution. You should check that these are approg

15 taxa, 1 partition

Select prior distribution for tmrcalRanicae vs Dicroglossidas)

Prior Distribution: | Normal v
Mean: | 70.3
Stdev:  1.0]
[ Truncate to
Upper: +INF ©
Lower: 0.0 -0
as
03
oz
ar
& & £ B %
‘Quentiles: 2.5%;: €08.34
s%6: en.ce
Median: 70.2
95%: 7154

saription

U
ca statistic for taxon setuntitied2 on tree 4_AlmtDNA_Alignment_nithoutgroup_trimmed-gb

A<C shstitution parameter
A<G stbstitution parameter
AT substitution parameter
GG stbstitution parameter
G-T substitution parameter
e frequendes
o= shape parameter
Jprtion of invariant sites parameter
rrelated lognormal relaxed dock stdev
rrelated lognormal relaxed dock mean
theight of the tree
£ speciation process birth rat=

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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g. Diatur parameter analisis lainnya pada tab MCMC berdasarkan parameter
yang telah ditentukan, Klik Generate BEAST File,

[£] BEAUti - X
File Edit Help

Partitons Taxa Tips Traits Stes Clocks Trees States Priors Operators [MCHC |

~
Length of chain:
Echo state to screen every:
Log parameters every: 1000
File name stem: ~4_AlmiDNA_Aignment_withoutgroup_trimmed-gb
Log file name: qinllm:DNAinlignmentiwi:hnutqzn;x1mmedfyb +log.txt
Trees flename: 4 A11mCDNA Alignment wiChoUCGroup trimmed-gb.trees
[ Create tree log file with branch length in substitutions:
Substitutions trees fle name:
Create operator analyss file:
Operator analysis fie name:  4_AllmtDNA Alignment withoutgroup trimmed-gb.ops.txt
(] Sample from prior arly - create empty signment
Select the option below to perform marginal likelihood estimation (MLE) .

Data: 15 taxa, 1partition "$% Generate BEAST File

h. Didapatkan file berformat .xm/, output file di running menggunakan
BEAST, Choose output file, kemudian Run

= | Working (1) - o X

Home Share View - @

;| €« “ 4 > ThisPC » Working (1) ~ O]  Search Working (1) Pl
BEAST o e “

David § # Quick access

Universith Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees Ra
Version v1.8.4, 2002-2016 & OneDrive FUTURE HERPETOLOGIST
g This PC KULIAH UIN MALIKI MALANG
Dowr. 3 BEAST XML File:  not selected B Deskiop Lsin-lzin
ORGANISASI
[] Allow overwriting of log files [E Documents Proyek

|Source code distribug
neepd & Dewnlezds Skripsi Luhur

Random number seed: [1558533949925 B Music SMAS
. &= Pict
— Thread pool size: ] Pictures

] 4_AllmiDNA_Alignment_withoutgroup._trimmed-gbprior

e B videos 1] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1
Gervon Luncer [ Use BEAGLE library if available: T e ] 4_AllmiDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2
Olive
= KuliAh (D)
e o
= DATA (E)

Roald Forsber Use CPU's SSE extensions when possible

= Local Disk (G:)
Prefer precision: = Local Disk (H:)

[ - Rescaling scheme: I:D = Working (1)

i [ Show list of available BEAGLE resources and Quit w Hiburan ()

s Hiburan ()

w Data Game

| ok
Program Files (x!
9 s Local Disk (G:)

E = Local Disk (H:)

& = Working () v <

Page170f24 S44words L%  English (United States) items 3 items selected 99.0KB

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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i. Dilakukan running pada setiap output file yang dihasilkan

4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup._trimmed-gh1xml - X
File Edit Help
[freelikelihood(treeModel) using Java nuclectide likelihood core =1
Ignoring ambiguities in tree likelihood.
With 442 unique site patterns.
[Branch rate model used: discretizedBranchRates
[creating swap operator for parameter branchRates.categories (weight=10.0)
[optimization Schedule: default
[Likelihood computation is using an auto sizing thread pool.
fcreating the MCMC chain:
chainlength=10000000
autoOptimize delayed for 100000 steps
[Citations for this analysis
[FRAMEWORK
[BEAST primary citation:
Drurmond AJ, Suchard MA, Xie Dong, Rambaut A (2012) Bayesian phylogenetics with BEAUTi and the BEAST 1.7. Mol Biol Evol. 29, 1969-1973. DOI:10.1093/molbev/mss075
[TREE DENSITY MODELS
lGernhard 2008 Birth Death Tree Model:
Gernhard T 08) The conditioned reconstructed process. Journal of Theoretical Biology. 253, 769-778. DOI:10.1016/.3thbi.2008.04.005
MOLECULAR CLOCK MODELS =
ncorrelated relaxed clock:
Drurmond AJ, Ho 5YW, Phillips MJ, Rambaut A (2006) Relaxed Phylogenctics and Dating with Confidence. PLoS Biology. 4: e88. DOL:10.1371/journal.pbioc.0040086
ISUBSTITUTION MODELS
IGTR nucleotide substitution model:
Tavaré S (1985) Some probabilistic and statistical problems in the analysis of DNA sequences. In: Miura R. M., editor. Lectures on mathematics in the life sciences.. 17, S7-86
|# BEAST vl1.2.4
|# Generated Wed May 22 21:07:01 ICT 2019 [3eed=1558533949925]
l# ~window -working -options
Istate Posterior Prior Likelihood rootHeight ucld.mean
1o =15778.8043 -1616.0872 -14162.8070 185.47¢ 1.00000 -
1000 -9868.9281 -194.0703 -9674.8578 €8.9116 1.32557 - L
j. Didapatkan 3 output file, berformat .log (statistical information), .trees
(raw trees), dan .ops (running information).
+ | Working () - x
Home  Share  View - @
« “ M > ThisPC > Working (k) w|® | Search Working (i) p
A Name Date modified Type Size
s Quick access
DCIM 29-Apr-19 8:36 PM File folder
% OneDrive FUTURE HERPETOLOGIST 21-Jan-191:38 PM File folder
B This PC KULIAH UIN MALIKI MALANG File folder
I Desia Lain-lain File folder
B ORGANISAS| File folder
Brermaiis Proyek 11-May-19417PM  File folder
& Downloads Skripsi Luhur 20-May-19 450 AM  File folder
ﬁ Music SMA'S 21-Jan-19 1:36 PM File folder
[&] Pictures 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_timmed-gb1.og 12-May-191206...  Text Document 5,058 KB
1B Video: 4_AlmtDNA_Alignment_ withoutgroup_trimmed-gbl.ops 12-May-1912:06..  Text Document 3KEB
& SYSTEM (C) [5] 4_AllmtDNA_&lignment_withoutgroup_trimmed-gb1.trees 12-May-1912:06...  Text Document 14,161 KB
) —_— 4 AllmtDNA, Alignment_witheutgroup_trimmed-gb1 11-May-19 11:09 P... XML Document 2KE
= i
| AllmtDNA_Alignment withoutgroup_trimmed-gb2.log 12-May-194:42 AM  Text Document 5,054 KB
- DATA (E)

L AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.0ps 12-May-19442 AM  Text Document 3K
 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.trees 12-May-19 442 AM  Text Document 14,162 KB

s Local Disk (G:)

. Local Disk (H) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2 11-May-19 11:09P... XML Document 22K
— Working (1) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbpriorJog 12-May-195:12AM  Text Document 5138 KE
Hiburan 0) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.ops 12-May-195:12AM  Text Document 3KE
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.trees 12-May-195:12AM _ Text Document 13,658 KB

= Hiburan (1) ] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior 11-May-19 1110 P... XML Document 17KB

DNata Game
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k. Dibuka software Tracer, diinspeksi konvergenitas, ESS, dan distribusi
dengan klik ikon +

(£ Tracer X
File Edit Analysis Help
Trace Files: TL Estimates A Marginal Prob Distribution | |3 Joint-Marginal s} Trace
Trace File states Bun-In 01
4_AllmtDNA_Alignme 10000000 1000000 ~
4_AlmtDNA_Alignme... 10000000 1000000
4_AlmtDNA_Algnme... | 10000000 1000000
Combined - 4
shams 0125
Traces:
Statistic Mean ESS e
posterior -8346.206 R
prior 144.518 11 R ‘ 01
likelihood 8201.689 505 R -
‘treeModel.rootHeight 61.913 3629 R /‘
tmrca(Dicroglossidae vsR... |61.913 3629 R
B
‘yule.birthRate R
ac R 27562
29 3 &
at R
[+ R
at R
frequencies1 R
frequendies2 3 5E-2
frequencies3 R
frequendesq R
alpha R
plnv R
udld.mean 3 &
udd.stdey 7 R 252
meanRate 5.659E-3 2928 R
coefficentOfvariation 0.333 462 R
covariance 9.213E-2 6351 R
treeLikelihood -3201.689 505 R
branchRates -93.302 R
spedation 56,4986 2345 R (v 15 20 25 30 35 40 45 50
tmrca(R: vs Hu d Meristo)
Data type: | R)eal Ont (©)at reafiana vefhia godMerisio)
Axes... Display: |KDE | Bins: 100 ~| ' Legend: ‘None ~| 1 Colourby: Trace File: v
1. Dikombinasikan output file menggunakan Logcombiner, untuk distribusi
Posterior, dan diatur nama untuk output file, Klik Run.
7] LogCombiner v X o X
Eile Edit Help Share iew (2]
File type: |TreeFiles | ¥
<< Percobaan 2 + 4 Timetree Chronograms carch 4_Timetree Chron... 2
Convert numbers from scientific to decimal notation ~ - Date
Renumber output states ImtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb_combined.trees 12-W
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb_combined_sum 12-M
Resample states at lower frequency: 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.Jog 12-
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbl.ops 2-M
Select input files:
D = = 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.trees 12-
e T i ol~ = 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1 11-M
4_AIIMDNA_Alignment_withoutgroup 0 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.log 12-
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbZ.ops 2-M
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2 trees 12|
= 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2 11-M
lImtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.log 2-M
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.ops 2-M
4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.trees 2-M
=] 4_AlmtDNA_Alignment_witheutgroup_trimmed-gbprior 11-M
<
7| (x!
—
4 Output File:  combined.trees M R
Page190f27 S97words [[¥  English (United St Elected 37.5 MB S

916 PM

NG 27 May-19 8
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m. Didapatkan estimasi dan rekonstruksi pohon yang dikombinasikan dalam
format .trees. Kemudian diringkas (discarding=burnin) melalui aplikasi
TreeAnnotator, diatur input, output file, dan jumlah discarding trees. Klik

Run

(&) = | Working (k) - o
- TreeAnnotatorvl 8.4 ’
File Edit Help Home Share View
LogGombiner v1 ) @® Specify the burnin as the number of states ¥ 1 = > ThisPC > Working (i) > v O | Search Working (1)
Burnin (as statesk: [1000 o Name
A Quick access
> Specify the by thy ber of t pem
ecify the burnin as the number of trees
D f& OneDrive FUTURE HERPETOLOGIST
& I s e KULIAH UIN MALIKI MALANG
. Lain-lain
Posterior probability limit: 0.0 | esktop ORGANISAS!
Documents P "
Target tree type: | Maximum clade credibility tree ﬂ royel
& Downloads Skripsi Luhur
Node heights: |Median heights [~] B Music SMAS
] Pictures [ 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb_combined.trees
Target Tree File: ) videos [5] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.log
[E] 4 AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.ops
at dr.app.tools. LogComy i SYSTEM (C) =
pD. To0ls. LogCa Input Tree File: 1p_trimmed-gb_combined.rees| Choose File... ol ] 4_AlmiDNA_Alignment_withoutgroup.trimmed-gbT trees
= Kuliah (0 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1
OutputFile: 1p_trimmed-gb_combined_sum| Choose File... DATA (5 =
- = [E] 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbZlog
= Local Disk (G:) [E] 4 AmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.ops
= Local Disk (H:) [E] 4 AImtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.trees
7‘ | = i — Working (1) B e i it ?
] ¥ PRbaa [5] 4 AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.log
0 SRUENES E [5] 4_AImtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.ops
- = KuliAh (D) = Hiburan (1) [E] 4 AImtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior.trees
3 | = DATAE) Data Game ] 4_AllmtDNA_Alignment_witheutgroup_trimmed-gbprior
< ol wm Local Disk (G) ok
] B iy Program Files (¢}
4 i Working (&
g 4 = Working (k) = Local Disk (G:)
E ] = Hibuan()
M = Local Disk (H:)
] 0 Hiburan ()
3 or . = Working (v <
Page190f27 620words [X  English (United States) 2litems 1 item selected 26.9 MB
= | 4 Timetree Chronograms -
Home  share  View
« “ 4 [ 5 ThisPC > Working () 5 Skripsi Luhur 5 Analisis > Filogenetika 5 Percobaan_2 5 4 Timetree Chronograms v ® | Search4 Timetree Chron.
A Name Date modified Type Size
s Quick access N
[7] 4_AllmtDNA_Alignment_witheutgroup_trimmed-gb_combined.trees 12-M TREES File
@ OneDrive [ 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb_combined_sum trees 12-May-191 TREES File
o This PC 5] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1log 12-May Text Document
;- _— [E] 4_AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.ops 12-May Text Document 3KB
S [E] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb1.trees 12-May Text Document 14,161 KB
Beerials =] 4_AllmtDNA_Alignment withoutgroup_timmed-gb1 XML Document 42KB
¥ Downloads [5] 4_AllmtDNA_&lignment_withoutgroup_trimmed-gb2.og Text Document 5,054 KB
D Music [5] 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.0ps Text Document 3KB
&) Pictures [E] 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2.trees Text Document 14,162 KB
B Videos 2 4 AlmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb2 XML Document
B ) ] 4 AlmtDNA Alignment withoutgroup trimmed-gbpriorlog Text Document
", [E] 4_AllmtDNA_Alignment_witheutgroup_trimmed-gbprior.ops Text Document
- 5] 4 AllmtDNA_Alignment withoutgroup._trimmed-gbprior.trees Text Document
= DATA (E)

[ 4 AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gbprior
= Local Disk (G:)

XML Document.

r)
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Lampiran 6. Hasil parameter gBlock yang diterapkan.

C | @ filey///C:/Users/Windows%2010/Desktop/Luhur/Skripsi/Analisis/Filogenetika/Percobaan_2/1_Sequence/4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed.fas-gb.htm

KP298937.1_Huia
MG909681.1 Huia
MG909677.1 Huia
MG209647.1_Odor
ABS26619.1 Meri
AB526616.1 Meri
LCO55963.1_Meri
ABS26618.1 Meri
AB526611.1 Meri
AB526613.1_Meri
AB526610.1 i

Parameters used

f Sequences For A Conserved Positi
Hu f Sequences For A Flanking Positio
Hun f Contiguous Nonconserved Position
Length OF A Block: 10

d Gap Positions: None

Flank positions of the 35 selected block(s)
Flanks: [3 25] [27 119] [123 185] [192 282] [288 338] [340 382] [428 44e] [476 536] [538 561] [S66 579] [58

w
o
2
s}

New number of positions in I:\4_AllmtDNA Alignment withoutgroup trimmed.fas-gb: 1668 (86% of the original 1934 positions)
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Lampiran 7. Hasil penentuan model evolusi Jmodeltest untuk analisis Maximum
Likelihood.

jModelTest 21,10 v20160303 - o =

File Edit Analysis Results Tocls Help About

Main  phyMLog

e = U IS

R(a) [AC] = 8.0912 2
R(b) [AG] = 22.7816

R(Cc) [AT] = 13.0282

R(d) [CG] = 1.2083

R(e) [CT] = 87.0672

R(F) [GT] = 1.0000

p-inv = 0.288

gamma shape = 0.4530

PAUP* Commands Block:
If you want to load the selected model and associated estimates in PAUP*,
attach the next block of commands after the data in your PAUP file:

!
Likelihood settings from best-fit model (GTR+I+G) selected by AIC
with jModeltest 2.1.10 v20160303 on Tue May 14 12:15:19 ICT 2019]

BEGIN PAUP;
Lset base=(0.3386 0.2327 0.1834 ) nst=6 rmat=(8.0912 22.7816 13.0282 1.2083 87.0672) rates=gamma shape=0.4530 n
END;

Tree for the best AIC model =
(MG909681.1_Huia_cavitympanum:0.02678063,KP298037.1_Huia_masonii:0.02667091, ((MG909677.1_Huia_sumatrana:0.161978
* AIC MODEL SELECTION : Selection uncertainty

Model -TnL K AIC delta weiaght  cumWeiaht e
< >

Likelihood scores loaded for 24 models (optimized trees) 4_AllmtDNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex
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Lampiran 8. Hasil Penentuan Model evolusi Kakusan 4 untuk analisis filogenetik
Bayesian Inference

| = | Results
Home Share Wiew
« v <« Bayesian » 4_AllmtDMNA_Alignment_withoutgroup_trimmed-gb.nex.kakusan » Results v O Searck
~ Mame - Date modified Type Size
# Quick access )
=| whole_AIC 11-May-19 845 PM  Text Document 2KB

& OneDrive =| whole_AICc1 11-May-19 8:45 PM  Text Document 2KB

. \=] whole_AICe2 11-May-19 845 PM__ Text Document 2 KB
J whole_AIC - Notepad
File Edit Format View Help
hlodel AIC weight -LnL nparam
GTR_Gamma 1.64472346542%9e+804 1.08080 8.187617327145%=+803 36
SYM_Gamma 1.654568759214e+004 B.0e808 8.239843796069e+003 33
HKY85_Gamma 1.668012370108e+004 B.06088 §.308061850508e+803 32
KB88_Gamma 1.692554736581e+004 B.00000 8.433773682905e+003 29
GTR_Homogeneous 1.751977478355e+804 B.08088 8.724887351775%e+803 35
F81_Gamma 1.754528724886e+004 B.00080 8.74164362442%9=+003 31
5YM_Homogeneous 1.757983261810e+004 B.0008@ 8.75791638984%e+003 32
1Ce9_Gamma 1.767569022005=+004 B.00eee §.309845110827e+003 28
HKY85_Homogeneous 1.789104606538e+004 B.00008 8.914523832651e+003 31
K88_Homogeneous 1.884326345584=+004 B.08088 8.993631727518e+0803 28
F81_Homogeneous 1.857683018451=+004 g.00088 9.258415892257=+003 38
JC69_Homogeneous 1.8684852580672e+004 B.00088 9.31542648335%+003 27
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Lampiran 9. Character state dari sekuen yang didapatkan dari sofiware PAUP

B AKULIAH UIN MALIKI MALANG\ Semester 7\Bicinform\Slide + Aplikasi Bioinformatik\SOFTWARE\PER 11\PAUPY paup93NT\win-paup4b10-console.exe - m] X

ter-status summary
0Of 1668 total characters:
All characters are of type ‘unord’
All characters have equal weight
1841 characters are con
235 variable charact
Number of parsim
Gaps are treated as
Starting tree(s) ob
Addition sequence:
Number of repl
Starting seed
Number of trees p i stepwise addition
Branch-swapping on-recennection (TBR)
Steepest descent option not in effect
al * Trees" setting 1 i ncreased
iches collapsed (creat ies) if ximum branch length is zero
"MulTrees' option in effect
Topological constraints not enfo
Trees are unrooted
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Lampiran 10. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis ML

4 JF836880.1_Limnonectes_sisikdagu

€ MG909677.1_Huia_sumatrana

€ MG909647.1_Odorrana_hosii
! |:: KP298037.1_Huia_masonii
100
MG909681.1_Huia_cavitympanum

—— AB526618.1_Meristogenys_kinabaluensis

—& AB526617.1_Meristogenys_whiteheadi

97

— AB526610.1_Meristogenys_poecilus

97

— AB526619.1_Meristogenys_amoropalamus

7—& AB526616.1_Meristogenys_dyscritus

—& LC055963.1_Meristogenys_jerboa

——<® AB526611.1_Meristogenys maryatiae
—& AB526613.1_Meristogenys_orphnocnemis

—& AB526612.1_Meristogenys_stenocephalus

—& AB526614.1_Meristogenys_stigmachilus
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVYEEI MITTVIN VNVINVIA 40

Lampiran 11. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis MP

1peayanym-shuaboisiiay 1 L199258Y ¢—
snpyoewbns shuaboisyien L'p1o9zcaY ¢
snjeydasouals sAuabolspie L'z199zs8v ¢ —

snjiveod sAusboisua L'0L99zsaY #—

siwauosouydio sAusboisusy L'£199258Y & —oor
eepjeliew sAuaboisiia 11199258V ¢
eoqse[ shuabojsiio) 1965500 T ¢

smuashpTshuaboisiian1'9L00zZcEY ¢——

snwejedosowe sAuaboispiol |1'6199259Y ¢——

oL

90

sisuanjeqeuny sAuaboisiiap 1'8199258Y &

4

Ajaeo einHy L'} W+

]

[}
luosew eInH L"ZE0862dX 0|||L

o0k

BUBLBWNS BINH L°LL9606DN #

HSOY BURLIOPO | Z9606DN &

nbepyjisisTsajoauouwWwl T L'0889E84l &
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ONVIVIN 40 ALISHIAINN DINVTISI 31VLS NIHVYEEI MITTVIN VNVINVIA 40

Lampiran 12. Hasil rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan analisis BI

s|jwaudouydio sAusbolspa | £199Zcay

smuosAp sAuaboisuaW L 9199258V
snjeydasouals sAuaboisuen 1 Z199259Y
snwejedoiowe sfAuabolsuey | 6199Z58Y
eoqual sAuaboisuep L £9655001
snjysewbsTsAuabolspep L bL99ZSaY

asenefliew sAuabolsuapy | L1L99Z58Y

snjivaod sAuaboisuaw L 0199259V

ipeayalym shuaboisuapy 1 2199258V L oot

sisuanjeqeuly sAuabojsuap 1 g199zcav ¢————— — — —

wnuedwAlAed BINY L~ 1B9606DN 0|_
0oL

nuosew eiNY L L£086ZdM 0|_

w0

BUBJjEWNS BINH L //9606DN ¢

IS0y BUBLIOPO | LPI606DN ¢

ook

nbepyisis™ sel0auouwI] | 0889£84r ¢
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Lampiran 13. Keseluruhan Sekuen yang digunakan dalam analisis

Proceszed file: 4 AllmiDNA Alignment withoutgroup trimmed.fas
Number of sequences: 15

Alignment assumed to be: DNA

New number of positions: 1668 (selected positions are underlined in blue)

KP298837.1_Huia
MG9@9681.1_Huia
MGS@9677.1 Huia
MGZe9647 .1 _Odor
AB526619.1 Meri
AB526616.1 Meri
LCA55863.1 Meri
AB526618.1 Meri
AB526611.1 Meri
AB526613.1 Meri
AB526619.1 Meri
AB526612.1 Meri
AB526614.1 Meri
AB526617.1 Meri
JF836880.1 _Limn

i O O O O I i I

C
C
C
C
Ca
'
Ca

KP298637.1 Huia [ GCCTGTTCT
MGE9@9681.1_Huia ( CCTGTTCT
MG989677.1_Huia (
MG9@9647 .1_Odor
ABS526619.1 Meri
ABS526616.1_Meri
LC@55963.1 Meri
ABS526618.1 Meri
AB526611.1 Meri
ABS526613.1 Meri
AB526618.1 Meri
ABS526612.1 Meri
AB526614.1 Meri
ABS26617 .1 _Meri
JF336888.1 Limn

Ty
ATTCTT
CATTCTT
TTCTT
TTCTT
TTCTT

i | =i
e e e e e e e = R ) -
e e e e e e e e el
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KP298837.1_Huia
MGZA9681.1_Huia
ME9@2677.1_Huia
MG%@E%9647 .1 _Odor
AB526619.1 Meri
ABS26616.1 Meri

LCB55963 .1 Meri GTCTGTAT TATG T
ABS26618.1 Meri GTCTGTAT G T
ABS26611.1 Meri GTCTGTATACCTOCGT LIGLLE T
AB526613.1 Meri GTCTGTATACCTCCGT TATG T
ABS26618.1 Meri GTCTGTATACCTCOCGT LGLLE T,
AB526612.1 Meri GTCTGTATACCTCOCGT TATG i
ABS26614.1 Meri aT TATACCTCCG TATG C
ABS526617.1 Meri GTCTAGTATACCTCOCGT TATG T
JF836888.1 Limn GTCTGTATACCTCOCGTCG TATG CCCa

M

CaTC

Tl
GGTGEC e A TE0
GETEC GAATGOG
GGTGEC
GGTGEC
GGTGEC
GGTGC
GOTEC
GGTGEC
GGTGC
CAGGTCAAGGTGC
GGTCAAGGTEC
GGTGC
GETCAAGGTGC
CAGGTCAAGGTEC

KP298837.1 Huia
ME9@9681.1 Huia
MG2@9677.1_Huia
ME9@9647 .1 _Odor
AB526619.1 Meri
AB526616.1 Meri
LCE55963.1 Merdi
ABS526618.1 Meri
AB526611.1_Meri
AB526613.1 Meri
AB526618.1 Meri
AB526612.1 Meri
AB526614.1 Meri
AB526617.1 Meri
JFE336880.1_Limn

M
=1
I

I'"|I'"|I"I'|I'"|
[y Iy oy Y oy o |
[y Iy |
=]

fnl
[}

C
C
C

1
C
L

LI T
T
L
C
C

B
C

B
L

& G & & & B &
(=]
&

monn
[y Iy O oy R R oy

[ =]
=

m
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KP298837.1 Huia
MG989681.1 Huia

MG2@2677.1 Huia [ B ils
MG2@9647.1_Odor [ cT s
AB526612.1 Meri [ cT TAAAC
AB526616.1 Meri NedSpntes s -
LCO55963.1 Meri |[Heiuaies GAAMAAACG GELTrcCTu
AB526618.1 Meri HaSSanies [ GAAEALLCG Trlcn:
48526611.1 Meri [l g il foy STy JRIRT ofc Trccn:
AB526613.1 Meri eSS anie G G
AB526610.1 Meri TTTCT GAATAAALCG
AB526612.1_Meri TTTCTAANETAGAATAAACG
AB526614.1 Meri TTTCT TAGAATAAAL
AB526617.1_Meri TITCTABAATAGAAT

=

IFE36858.1 Limn BrrrcTacEAT

]

KP298837.1_Huia
MG9@9681.1_Huia
MG9@3677.1_Huia
MG9@9647 .1_Odor :

AB526619.1 Meri - GAG rcCCTTrrT
AB526616.1 Meri GCTCTTTTT
LC@55963.1_Meri GTCTT'I‘I'T
AB526618.1 Meri gTcTTITT
AB526611.1 Meri
AB526613.1 Meri
AB526618.1 Meri
AB526612.1 Meri
AB526614.1 Meri
AB526617.1 Meri ( GCTCTTTTT
JF236888.1 Limn i ( m;lr'ITLTTTTT

C1 B B0
MM

1 G

[y [y By

G
GCTCTTETT

GCTCRTTTT

GCTCTTTTT

G ECECETTTT

GCTCTTTTT

[y Iy |

[ Iy I |




KP298837 .
MG2a9681 .
MG2a3677 .
MG2a9647 .
AB526619.
AB526616.
LCa55963.

KP298837.

1_Huia
1_Huia
1_Huia
1_Odor
1 _Meri
1_Meri
1_Meri

.1_Meri
.1_Meri
.1_Meri
.1_Meri
.1_Meri
.1_Meri
.1_Meri
.1 _Limn

ME2e2681.1_|
MGoe@2677.1 |

MG2a9647 .
AB526619.
AB526616.
LC@55963.
AB526618.
AB526611.
AB526613.
AB526618.
AB526612.
ABS26614.
ABS526617.
JFE36888.

1_Meri
1_Meri
1_Meri
1_Meri
1_Meri
1 Meri
1_Meri
1_Meri
1_Meri
1 Meri
1 _Limn

GCOCCGTC

GOCCGTC
GCCCGTC

COCTCTTC
COCTCTTC
COCTCTTC
COCTCTTC
COCTCTTC
CCCTCTTC
CCCTCTTC
CCCTCTTC
CCCTCTTC

116

'l =
oy T e Oy Iy I =y I 3

]

= - = =
5 [

C
C
C
C
C
C
C
C
C
C

[

TOTACCGGAAGGETGTA

mmm
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KP298837.1_Huia

MG9@9681.1 Huia T
MG9@2677.1_Huia C T
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