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ANALISIS FILOGENETIK PERCIL JAWA (Microhyla achatina Tscudi,
1838) DI JAWA TENGAH DAN JAWA BARAT SECARA IN-SILICO
MENGGUNAKAN SOFTWARE MEGA6 DAN mrBayes

Fenina Ayu Daniyati, Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin Ahmad

ABSTRAK

Percil Jawa (Microhyla achatina Tscudi 1838) merupakan katak endemik
Jawa yang tersebar luas dibanyak seluruh wilayah Jawa Tengah dan Jawa Barat.
Percil Jawa memiliki ukuran tubuh relatif kecil dan memiliki corak tubuh yang
beragam dalam genusnya, menyebabkan kesalahan dalam hal identifikasi. Tujuan
dari penelitian ini adalah mengetahui hubungan kekerabatan dari Percil Jawa di
Jawa Tengah dan Jawa Barat. Jenis penelitian ini adalah penelitian deskriptif
eksploratif menggunakan analisis Maximum Parsimony, Maximum Likelihood,
Bayessian Inference dan Jarak genetik. Data yang diambil berupa data sekunder
yang diambil dari database NCBI, dan di-alignment pada software MEGAG6. Gap
pada hasil alignment dihapus. Hasil disimpan dalam format fasta. Pohon
direkonstruksi menggunakan software MEGA6 dan mrBayes. Jarak genetik
dihitung pada model uncorect p-distace untuk mengetahui jarak genetik antar
individu. Hasil analisis filogenetik, populasi M. achatina di Jawa Barat (Gede
Pangrano, Ujung Kulon) dan berbeda dengan populasi di Jawa Tengah (Pekalongan
dan Ungaran), didukung dengan nilai bootstrap 100 pada ketiga analisis dan jarak
genetik lebih dari 3%. Individu M. achatina yang ditemukan di Gunung kencana,
Bandung kekerabatannya lebih dekat dengan populasi di Jawa Tengah, dibanding
dengan populasi di Jawa Barat, didukung dengan mengelompoknya individu
Gunung Kencana dengan populasi di Jawa Tengah dan nilai botstrap 1.5%,
sedangkan dengan populasi Jawa Barat jarak genetiknya lebih dari 3%. Berbedanya
individu di Jawa Tengah dan Jawa Barat disebabkan adanya proses evolusi, berupa
spesiasi alopatrik karena adanya barier yang membatasi antar Jawa Tengah dan
Jawa Barat, yaitu Gunung Slamet.

Kata Kunci: DNA Mitokondria 16S rRNA, Filogenetik, Microhyla achatina
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF JAVAN CHORUS-FROG (Microhyla
achatina Tscudi, 1838) IN CENTRAL JAVA AND WEST JAVA BASED ON
16S rRNA MOTOCHONDRIC GENE

Fenina Ayu Daniyati, Bayyinatul Muchtaromah, Mujahidin Ahmad

ABSTRACT

The Javan Chorus-Frog (Microhyla achatina Tscudi 1838) is a frog
endemic to Java that is widely distributed throughout Central Java and West Java.
Javanese Percil has a relatively small body size and has a variety of body patterns
within its genus, causing errors in identification. This study aimed to determine the
kinship of Percil Jawa in Central Java and West Java. This type of research is
descriptive exploratory research using analysis of Maximum Parsimony, Maximum
Likelihood, Bayesian Inference, and Genetic Distance. The data was taken in the
form of secondary data taken from the NCBI database, and aligned on MEGA6
software. Gaps in the alignment results are removed. Results are saved in fasta
format. The tree was reconstructed using MEGA6 and mrBayes software. The
genetic distance was calculated on the uncorrected p-distance model to determine
the genetic distance between individuals. The results of the analysis of the
population of M. achatina in West Java (Gede Pangrano, Ujung Kulon) and
different from the population in Central Java (Pekalongan and Ungaran), were
supported by a bootstrap value of 100 in the third analysis and a genetic distance
of more than 3%. M. achatina individuals found in Gunung Kencana, Bandung are
more closely related to the population in Central Java, compared to the population
in West Java, supported by grouping Gunung Kencana individuals with populations
in Central Java and a botstrap value of 1.5%, while the population of Java The
genetic west is more than 3%. Individual differences in Central Java and West Java
are due to an evolutionary process, in the form of allopatric speciation due to the
barrier that limits Central Java and West Java, namely Mount Slamet.

Keywords: Microhyla achatina, Mitochondrial DNA 16S rRNA, Phylogenetic
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan negara “Mega-biodiversity”, yaitu negara yang
memiliki tingkat keanekaragamannya yang tinggi, dimana perkembangan
keanekaragaman sangat dipengaruhi oleh letak dan geografis (Mainaki & Putri,
2020; Sunarmi, 2014). Kondisi geografis tersebut menyebabkan Indonesia
memiliki banyak hutan hujan tropis (Qurniawan dkk., 2012), serta menyebabkan
evolusi megadiversitas flora dan fauna (Rintelen et al., 2017).

Pulau Jawa merupakan salah satu pulau besar di Indonesia dengan
keanekaragaman yang cukup tinggi. Pulau Jawa dibagi menjadi tiga kawasan, yaitu
Jawa Barat, Jawa Tengah serta Jawa Timur, dengan bentang lahan, kondisi
lingkungan serta iklim yang berbeda (Subeno, 2018). Jawa Tengah dan Jawa Barat
memiliki banyak deretan pegunungan sehingga memiliki tipe habitat yang berbeda
pada tiap lokasinya, sehingga memungkinkan adanya perbedaan karakter fauna
yang terdapat pada kawasan-kawasan tersebut (Ergiana dkk., 2013; Mumpuni,
2014). Sebagaimana yang telah dijelaskan dalam firman Allah Subhanahu Wata’ala

dalam Q.S Fathir [35]:28
99\:‘-9:;‘ \wﬁ-b\wﬁ)@ﬁ\wﬁy/w ﬁbwU\
@y )j,é_'c J.?c \Q\ \}USJ\

Artinya: “Dan demikian (pula) di antara manusia, binatang-binatang melata dan
binatang-binatang ternak ada yang bermacam-macam warnanya (dan jenisnya).
Sesungguhnya yang takut kepada Allah di antara hamba-hamba-Nya, hanyalah
ulama. Sesungguhnya Allah Maha Perkasa lagi Maha Pengampun.




Ghoffar & Mu’thi (2003) menjelaskan bahwa Ad Dawaab merupakan
binatang melata, yaitu setiap binatang melata yang berjalan dengan empat kaki.
Kementrian Agama RI (2012) menjelaskan bahwa kata ad-dawaab berarti jenis-
jenis hewan seperti reptil (ular dan kadal) dan amfibi (katak). Ghoffar & Mu’thi
(2003) menjelaskan bahwa ayat tersebut mengisyaratkan pada setiap hewan melata,
hewan ternak dan manusia memiliki perbedaan pada setiap jenisnya. Dan diantara
cara untuk mengenal perbedaan pada setiap makhluk yang diciptakan Allah
Subhanahu wata’ala yaitu dengan cara analisis filogenetik. Menurut Eprilurahman
dkk., (2010) hewan yang terdiri atas reptil dan amfibi merupakan kelompok
herpetofauna.

Penelitian herpetofauna saat ini masih terbatas dilakukan pada kawasan
yang ada di Pulau Jawa, khususnya di Jawa Barat pada daerah konservasi.
Herpetofauna merupakan hewan yang terdiri dari amfibi dan reptil, dimana
penyebaran alaminya dipengaruhi oleh penghalang, berupa pegunungan tinggi dan
laut (Eprilurahman dkk., 2010). Dalam buku The Geologi of Indonesia vol. | A
general geology of Indonesia and Adjacent Archipelagoes karya Bemmelen (1949)
menjelaskan bahwa Pulau Jawa dibagi menjadi tujuh zona, salah satu zona tersebut
berupa zona gunungapi kuarter. Zona gunungapi kuarter memanjang longitudinal
dengan arah barat-timur, bahkan memanjang dari Jawa Barat hingga Jawa Timur.
Gunungapi yang membatasi antara Jawa Tengah dan Jawa Barat yaitu Gunung
Slamet.

Herpetofauna memiliki banyak sekali manfaat bagi lingkungan maupun
bagi manusia, sehingga perlu untuk dipelajari lebih lanjut, tetutama untuk kajian

taksonomi, serta ekologinya (Sardi dkk., 2013). Herpetofauna sering dimanfaatkan



sebagai makanan, serta sebagai komponen penting yaitu sebagai indiakator
kerusakan dan menjaga keseimbangan dalam keberlangsungan suatu ekosistem
(Yudha dkk., 2015). Pemanfaatan herpetofauna sebagai makanan bagi manusia,
diperbolehkan bahkan dianjurkan ketika dalam keadaan darurat atau sudah tidak
ada makanan yang bisa dimakan (Hamzah, 2020). Herpetofauna juga berperan
dalam menyediakan jasa ekosistem, antara lain sebagai penyusun rantai makanan,
baik sebagai mangsa maupun predator (Cahyadi & Arifin, 2019).

Salah satu jenis herpetofauna yang memiliki persebaran yang luas yaitu
genus Microhyla, dimana genus ini memiliki 40 jenis yang terdistribusi mulai dari
India, Jepang, Cina, Indo-Cina, Semenanjung Malaya, Sumatera, Jawa, Kalimantan
dan Filipina. Genus Microhyla memiliki ciri ukuran tubuh yang sangat kecil, dan
memiliki corak tubuh yang beragam (Atmaja et al., 2018; Pradana dkk., 2017). Tiga
spesies dari genus Microhyla yang ditemukan di Pulau Jawa yaitu Microhyla
palmipes dan Microhyla achatina, serta Microhyla orientalis yang ditemukan di
Suaka Margasatwa Paliyan, Gunungkidul, Yogyakarta (Pradana dkk., 2017; Yudha
dkk., 2019).

Banyaknya jenis dan beragamnya corak tubuh pada genus Microhyla
menyebabkan seringnya kesalahan dalam mengidentifikasi jenis tersebut (Pradana
dkk., 2017). Kesalahan dalan mengidentifikasi jenis juga dapat disebabkan karena
kurangnya literatur ekologis, taksonomis dan filogenetik (Triandiza & Madduppa,
2018). Permasalahan tersebut dapat diatasi dengan melakukan analisis hubungan
kekerabatan melalui filogenetik (Lestari dkk., 2018).

Analisis filogenetik tidak terlepas dari evolusi biologis. Evolusi merupakan

suatu proses gradual suatu spesies, yang memungkinkan spesies sederhana menjadi



lebih komplek melalui akumulasi perubahan dari generasi ke generasi. Keturunan
akan memiliki perbedaan dari nenek moyangnya, karena adanya suatu proses
evolusi (Dharmayanti, 2011). Analisis filogenetik dengan menggunakan sumber
data molekuler berupa DNA atau protein dapat menggambarkan suatu hubungan
evlusi antar spesies (Subari dkk., 2021)

Filogeni adalah pohon berisi node yang dihubungkan oleh cabang yang
mewakili keberadaan garis keturunan genetik melalui waktu. Setiap node mewakili
kelahiran garis keturunan baru. Filogeni mengkaji hubungan kekerabatan antara
suatu kelompok organisme monofiletik atau sebuah hipotesis terhadap kekerabatan
organisme, kemudian direpresentasikan sebagai dendogram atau diagram
bercabang (Yang & Rannala, 2012).

Pohon filogenetik, atau pohon evolusi, merupakan struktur dasar yang
dibangun untuk mencari tahu hubungan evolusioner antar spesies (Horiike, 2016;
Kannan & Wheeler, 2012). Metode untuk merekonstruksi pohon filogenetik dapat
direkonstruksi berbasis jarak atau berbasis karakter. Metode berbasis karakter
mencakup Maximum Parsimony (MP), Maximum Likelihood (ML) dan Bayesian
inference (BI). Pendekatan-pendekatan tersebut secara bersamaan membandingkan
semua urutan dalam penyelarasan, dengan mempertimbangkan satu karakter (situs
dalam penyelarasan) pada satu waktu untuk menghitung skor untuk setiap pohon
(Yang & Rannala, 2012).

Analisis Filogenetik dilakukan menggunakan software MEGAG6 pada
metode Maximum Parsimony dan Maximum Likelihood, sedangkan pada metode
Bayesian Inference menggunakan software mrBayes. Software MEGAG

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) dalam menganalisis filogenetik



digunakan, karena pada versi 6 telah ditambahkan algoritma subtree-pruning-and-
regrafting (SPR) untuk mencari pohon secara optimal di bawah kriteria Maximum
Parsimony dan Maximum Likelihood (Tamura et al., 2013). Software mrBayes
versi 3.2 digunakan karena pada versi ini karena pada MrBayes 3.2 mendukung
relaxed clock models and dating yang berbeda, yaitu: model Compound Poisson
Process (CPP), the Thorne-Kishino 2002 (TK02), dan the Independent Gamma
Rate (IGR) (Ronquist et al., 2012).

Sekuen DNA pada gen, sekuen RNA pada RNA fungsional dan sekuen
asam amino pada protein dapat digunakan dalam analisis filogenetik. Dalam
analisis filogenetik, terdapat dua poin penting untuk memilih suatu molekul, antara
lain gen harus dimiliki oleh semua spesies tertentu, dan gen harus memiliki tingkat
evolusi yang tepat (Horiike, 2016). Penggunaan sekuen DNA pada penelitian
filogenetik telah meningkat pesat dan telah dilakukan pada semua tingkatan
taksonomi. Penelitian filogenetik yang mengkombinasikan teknik biologi
molekuler dengan statistik berguna untuk merekonstruksi sebuah hubungan
filogenetika (Cahyandari & Nursolihah, 2015). Sumber karakter DNA dapat
diperoleh dari inti (nDNA), mitokondria (mtDNA), dan Kloroplas (cpDNA)
(Udiarto dkk., 2013).

DNA mitokondria (mtDNA) terdapat didalam organel sel vyaitu
mitokondria, yang mengandung genom ekstrakromosom yang berbeda dan terpisah
dari genom inti. mtDNA dalam penggunaannya sebagai penanda genetik dapat
memberikan informasi secara kualitatif dan kuantitatif. Kemampuan mtDNA dalam
berevolusi sangat cepat, dapat digunakan untuk melacak sebuah kejadian yang

relatif baru (Purnamasari et al., 2016). mtDNA merupakan DNA untai ganda yang



berentuk sirkuler (16.569 bp) dengan 37 gen. Untai ganda tersebut terdiri dari untai
heavy (H) dan untai light (L) (Atmaja et al., 2018).

DNA Mitokondria memiliki beberapa karakteristik yang menguntungkan,
termasuk jumlahnya yang besar dalam sel, ukuran genom yang kecil, haploid,
diturunkan dari garis ibu, tingkat mutasi lebih tinggi dari DNA inti, dan perubahan
melalui mutasi. Fitur tersebut menjadikan mtDNA berguna dalam salah satu
penanda yang paling sering diguunakan dalam sistematika molekuler, dan banyak
digunakan untuk menjawab pertanyaan tentang keanekaragaman genetik, struktur
populasi, filogenografi dan evolusi populasi hewan (Gupta et al., 2015).

DNA Mitokondria memiliki gen pengkode yang letaknya berdampingan,
dan memiliki daerah yang tidak mengkode. Daerah yang tidak mengkode dimulai
dari nukleotida 16024 sampai 576, terletak diantara gen tRNAP® dan tRNAP,
Daerah tersebut memiliki variasi tinggi yang disebut D-loop (displacement loop).
D-loop memiliki dua daerah yang sangat bervarisi, yaitu daerah HVS | pada
nukleotida 16024-16383 dan HVS Il pada nukleotida 57-372 (Ngili dkk., 2012).
Pada mtDNA HV 1 dan Il berkembang dengan cepat dengan rerata mutasi lima
sampai 10 Kkali lebih tinggi daripada nDNA (Hidayat, 2017).

Daerah yang tidak mengkode, selain mengandung D-loop juga mengandung
origin of replicaion untuk untai H (On) dan promoter untuk untai H dan L (P. dan
Ph), yang disebut daerah pengontrol (Control region). Selain mengandung daerah
yang memiliki variasi tinggi, daerah yang tidak mengkode juga memiliki daerah
yang bersifat lestari (Conserved Squences Block) I, 11 dan Il (Ngili dkk., 2012).
Sedangkan 37 gen didalamnya, antara lain 22 gen penyandi t-RNA, dua gen

penyandi RNA ribosomal (12S rRNA dan 16S rRNA) dan 13 gen penyandi enzim



yang terlibat dalam rantai transpor elektron fosforilasi oksidatif dan produksi ATP.
Salah satu enzim yang disandi gen pada mtDNA yaitu enzim NADH-CoQ reductase
pada kompleks I (Helmita dkk., 2015; Saikia et al., 2016; Satiyarti dkk., 2017).

Gen 16S rRNA adalah gen yang sering digunakan sebagai gen penanda pada
identifikasi hewan dan dapat menyimpulkan hubungan kekerabatan suatu
organisme melalui pohon filogenetik yang memiliki tingkan cryptic yang tinggi
(Aprilia dkk., 2014). Gen 16S rRNA merupakan gen yang bersifat lestari
(conserved) dan dapat dijumpai pada semua organisme. Struktur lestari pada gen
16S rRNA menyebabkan gen tersebut dapat digunakan sebagai analisis sekuensing.
Adanya sejumlah basa hypervariable region pada struktur gen tersebut yang dapat
menunjukkan ciri khas yang membedakan pada setiap organisme (Rinanda, 2011).

Saat ini, penelitian sistematika genus Microhyla yang sudah dilakukan yaitu
pada jenis Microhyla di daerah Sumatera, Paparan Sunda dan Bali. Penelitian genus
Microhyla yang dilakukan Atmaja et al., (2018) dan Pradana dkk., (2017) dengan
analisis yang berbeda, menyatakan bahwa genus Microhyla di Jawa dengan
Sumatera merupakan jenis yang berbeda.

Penelitian pada genus Microhyla di wilayah Jawa Barat dan Jawa Tengah
belum pernah dilakukan. Oleh karena itu, penelitian dengan judul “Analisis
Filogenetik Percil Jawa (Microhyla achatina Tscudi, 1838) di Jawa Tengah dan
Jawa Barat Berdasarkan Gen Mitokondria 16S rRNA”, penting dilakukan untuk
memperjelas kekerabatan dan jarak genetik dari sepsies Microhyla achatina di Jawa

Tengah dan Jawa Barat.



1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu bagaimana hubungan kekerabatan

spesies Microhyla achatina di Jawa Tengah dan Jawa Barat?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan pada penelitian ini yaitu untuk mengetahui hubungan kekerabatan
spesies Microhyla achatina di Jawa Tengah dan Jawa Barat.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk menambah pengetahuan mengenai kekerabatan dari spesies Microhyla
achatina

2. Sebagai referensi bagi bidang penelitian lainnya

3. Sebagai referensi dalam upaya konservasi amfibi di Indonesia

1.5 Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Spesies Microhyla achatina tersebar di beberapa daerah di Jawa Tengah
(Ungaran dan Petugkriyono) dan Jawa Barat (Ujung Kulon, Gunung Gede
Pangrango dan Gunung Kencana), yang dikaji berdasarkan pada gen
mitokondria 16S rRNA yang di dapatkan dari GenBank Database.

2. Metode Analisis Filogenetik menggunkan analisis Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony dan Bayesian Inference pada software MEGAG6 dan
mrBayes

3. Parameter yang digunakan dalam analisis yaitu sifat pada kelompok monofiletik
dan parafiletik dari kladogram yang dihasilkan, skor dari bootstrap (MLBP: >70;

MPBP: >70; BPP: >95), serta nilai dari p-distance > 3%
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2.1 Deskripsi Percil Jawa (Microhyla achatina, Tchudi 1838)

Genus Microhyla, memiliki 25 spesies, dimana semua spesiesnya
merupakan katak kecil dengan panjang tubuh tidak lebih dari 25 mm. Genus
Microhyla memiliki karakteristik morfologi, antara lain kepala yang sempit, mulut
kecil, kulit halus atau berkutil, tidak memiliki gigi vormer, lidah sempit,
timpanumnya yang tersembunyi di bawah kulit, jari tangan bebas, jari kaki bebas
atau berselaput, metatarsal luar yang bersatu, ujung jari tangan dan kaki melebar,
omosternum tidak ada, dan tulang falang terminal berbentuk T (Hasan et al., 2014;

Poyarkov et al., 2014).

Allah Subhanahu Wata’ala berfirman dalam Qur’an surat An-Nahl ayat 13
yang berbunyi:

< S5 L EAG o - @ ,G JE 223 A3 ., TE

® Oy 858 LY A5 g ol sl aa (o1 g L&l 155 g

Artinya: “dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu di bumi

ini dengan berlain-lain macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian

itu benar-benar terdapat tanda (Kekuasaan Allah) bagi kaum yang
mengambil pelajaran”

Al-Mahalli (1459) menjelaskan bahwa Allah Subhanahu Wata’ala
menciptakan makhluk yang telah Allah Subhanahu Wata’ala ciptakan (untuk kalian
di bumi ini) berupa hewan-hewan dan tumbuh-tumbuhan serta lain-lainnya (dengan

berlain-lainan warnanya) seperti ada yang merah, kuning, hijau dan lain sebagainya.

z
s 20

Asy-Syaukani, (2011) menjelaskan bahwa )Y S (“‘L’J BS s (dan Dia

[menundukkan pula] apa yang Dia ciptakan untuk kamu di bumi ini) yakni [,l;.
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yang berarti menciptakan. Dikatakan QQ-\ ifu\ BS yang artinya f‘é';l;' (Allah

subhanahu Wata’ala menciptakan makhluk-Nya). Makhluk yang diciptakan yaitu
semua makhluk baik itu di langit dan di bumi. Kementrian Agama Rl (2012)
menjelaskan bahwa Allah menciptakan hewan yang memiliki banyak warna.
Seperti pada herpetofauna yang memiliki berbagai macam bentuk dan warna pada
kulit. Seperti halnya dengan genus Microhyla yang memiliki banyak jenis, warna,
dan corak.

Katak dijelaskan dalam hadits yang diriwayatkan oleh An-Nasa’l No. 3723:

3o dlos ol o 200065 s o WlE plds e g o

5L AssATy gl
Artinya: “Dari Abdurrahman bin Usman Radhiyallahu ‘Anhu. bahwa seorang
dokter pernah bertanya kepada Nabi Shallallahu ‘Alaihi Wasallam tentang katak

dibuat obat. Maka Nabi Shallallahu ‘Alaihi Wasallam melarang membunuhnya”
(H.R. An-Nasai’l No. 3723)

Arifin (1992) menjelaskan bahwa katak dihukumi haram untuk dimakan,
karena tidak boleh dibunuh. Hewan yang dilarang dibunuh, karena salah satu dari
dua hal, yaitu: 1. Karena terhormat seperti halnya manusia, dan 2. Karena haram
dagingnya. Apabila katak tidak tergolong terhormat seperti manusia, sudah jelas
karena alasan yang kedua itu, yaitu haram dagingnya dimakan. Rasulullah
Shallallahu ‘Alaihi Wasallam melarang menyembelih hewan, kecuali untuk
dimakan. Larangan membunuh katak selain karena haram dagingnya, juga karena

upaya dalam melestarikan jenis tersebut.
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Genus Microhyla menunjukkan persebaran yang sangat luas, mulai dari
India, kepulauan Ryuku Jepang, Cina, Indo-Cina, Semenanjung Malaya, Sumatera,
Jawa, Kalimantan dan Filipina (Hasan et al., 2014; Poyarkov et al., 2014). Tiga
spesies dari genus Microhyla ditemukan di Pulau Jawa, yaitu Percil berselaput
(Microhyla palmipes) ditemukan di Banyuwangi Jawa Timur, Percil Jawa
(Microhyla achatina) ditemukan di Gunung Slamet Yogyakarta (Iskandar, 1998),
dan Percil Bali (Microhyla orientalis) ditemukan di Suaka Margasatwa Paliyan,

Gunungkidul, Yogyakarta (Yudha dkk., 2019).

Percil Jawa pertama kali di deskripsikan oleh Tscudi, 1838. M. achatina
merupakan katak endemik Jawa yang memiliki tubuh relatif kecil dibandingkan
dengan jenis katak lainnya, dengan panjang tubuh (SVL) berkisar antara 12-45 mm
(Pradana dkk., 2017). Percil Jawa memiliki ciri umum yaitu kepala dan mulut
sempit, mata kecil, sepasang garis gelap pada bagian belakang, tekstur kulit halus

tanpa bintil, jari kaki yang berselaput tidak penuh di pangkalan, ujung jari tangan
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dan kaki melebar, garis temporal gelap tipis-pendek di atas garis krem yang lebih
lebar, memanjang dari area postorbital ke insersi tungkai depan (Atmaja et al.,
2018; Yanuarefa et al., 2012). Ciri khusus yang dimiliki Percil Jawa yaitu
timpaniumnya yang tersembunyi dan tidak memiliki gigi vomer (sepasang gigi
yang terletak pada langit rahang atas katak) (Pradana et al., 2017).

Microhyla berkembang biak di air tenang, seperti kolam, danau, aliran
sungai, genangan air dan parit (Vassilieva et al., 2017). Berudu Microhyla terdapat
karakeristik yang khas, yaitu pada bibir bawah berudu meluas, permukaan, bibir
membulat, tanpa ekspansi lateral, ekor lebar dengan filamen sentral (Iskandar,
1998). Berudu Percil Jawa yang dapat ditemukan pada permukaan air (Firdaus et

al., 2016).

Gambar 2. 2 Karakter morfologl Microhyla achatina A. Dorsolateral B Dorsal
C. Ventral D. Lateral E. Posterior kaki F. Ventral lengan G. Ujung jari
ke-3 H. Ventral kaki 1. Ujung kaki jari ke-4 J. Terminal phalanx ke-4
kaki K. llustrasi skema web pada kaki L. Dorsolateral M. Dorsal N.
Lateral (Garg et al., 2019)
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Klafisikasi Microhyla achatina Tscudi, 1838 menurut (Amin, 2020):
Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Subphylum  : Vertebrata

Class : Amphibia

Subclass - Lissamphibia

Order : Anura

Family : Microhylidae

Genus : Microhyla

Species : Microhyla achatina Tscudi, 1838

Percil Jawa memiliki sebaran yang cukup luas, meliputi Jawa, Bali, dan juga
terdapat di ujung selatan Sumatera. Percil Jawa dapat ditemukan di hutan primer
dan sekunder (Iskandar, 1998), umumnya ditemukan di habitat yang terganggu atau
habitat terbuka yang didominasi oleh tumbuhan-tumbuhan herba, seperti
persawahan, kolam ikan atau rawa berumput terbuka. Distribusi vertikal katak
cukup luas, mulai dari nol meter hingga 1500 meter di atas permukaan laut (dpl)
(Kurniati, 2013)

2.2 Biogeografis Jawa Tengah dan Jawa Barat

Biogeografi merupakan sebuah pola distribusi flora dan fauna pada skala
waktu dan ruang yang mencakup komponen biotik, lingkungan, serta kemampuan
pergerakan dan perpindahan dari komponen biotik tersebut. Distribusi spesies
dalam setiap wilayah biogeografis tidak pernah sepenuhnya homogen. Spesiasi
model alopatrik memiliki signifikansi evolusioner karena adanya sifat insular

(terpencil) (Alamsyah, 2020).
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Indonesia memiliki luas wilayah 5.219.270 km? termasuk negara Timor
Timur, menjadikan Indonesia sebagai negara kepulauan terbesar di dunia. Pulau-
pulau, laut dan selat pada negara Indonesia seolah tergabung menjadi satu kesatuan,
sehingga dianggap sebagai penghubung antara daratan Asia dengan benua
Asutralia. Pulau-pulau di Indonesia tersebut dikelompokkan menjadi tiga
kelompok. Kelompok pertama yaitu Paparan sunda yang terdiri dari pulau
Sumatera, Jawa, Kalimantan, Madura, Bali, Riau, Bangka dan Belitung. Kelompok
kedua yaitu daerah transisi yang terdiri dari pulau Sulawesi, Lombok, Sumba,
Sumbawa Flores, Timor, dan Maluku. Sedangkan kelompok ke tiga yaitu Paparan

Sahul yang hanya terdiri dari Pulau Irian Jaya/Papua (Golthenboth, 2012).

I1. Daerah Wallace 1ll. Paparan Sahul, A. Garis Wallace B.
Garis Weber (Kartamihardja, 2014)

Pulau Jawa merupakan salah satu pulau terbesar di Indonesia dengan
keanekaragaman yang cukup tinggi. Pulau jawa dibagi menjadi tiga kawasan, yaitu
Jawa Barat, Jawa Tengah serta Jawa Timur dengan bentang lahan, kondisi
lingkungan serta iklim yang berbeda. Perbedaan bentang lahan, kondisi lingkungan

serta iklim memungkinkan adanya perbedaan karakter fauna yang terdapat pada
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kawasan-kawasan tersebut (Subeno, 2018). Perbedaan karakter fauna tersebut

dijelaskan dalam firman Allah Subhanahu Wata’ala, dalam Q.S Al Jathiyah [45]: 4

B 585 238 ELle L5 e 03 55 Limals 35
Artinya: “Dan pada penciptaan kamu dan pada binatang-binatang yang melata

yang bertebaran (di muka bumi) terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) untuk
kaum yang meyakini.”

Al-Mahalli (1459) menjelaskan bahwa (Dan pada penciptaan kalian)
penciptaan masing-masing di antara kalian, yaitu mulai dari air mani, lalu berupa
darah kental, kemudian segumpal daging, lalu menjadi manusia (dan) penciptaan
(apa yang bertebaran) di muka bumi (berupa makhluk-makhluk yang melata) arti
kata Ad-Daabbah adalah makhluk hidup yang melata di permukaan bumi, yaitu
berupa manusia dan lain-lainnya (terdapat tanda-tanda kekuasaan Allah Subhanahu
Wata’ala dan keesaan-Nya bagi kaum yang meyakini) adanya hari berbangkit.
Tafsir jalalain tersebut menjelaskan bahwa bintang melata terdistribusi di seluruh
permukaan bumi, baik di wilayah tropis, panas maupun dingin, di tempat yang

kering maupun basah, dan pada setiap tempat di bumi, Allah Subhanahu

Wata’ala menciptakan hewan dan menempatkannya pada wilayah yang sesuai.

Kementrian Agama RI (2012) juga menjelaskan bahwa ayat tersebut berbicara
mengenai salah satu ciptaan Allah Subhanahu Wata’ala, yaitu kelompok reptil dan
amfibi.

Pulau Jawa dibagi atas tujuh zona, antara lain zona Jakarta Pantai Utara,
Zona Bandung, Zona Pegunungan Selatan, Zona Gunung api Kuarter, dan Zona
Depresi Tengah. Di kawasan Jawa Barat terdapat zona gunungapi kuarter. Zona

gunung api kuarter meliputi gunung-gunung yang berumur Kkuarter, yang
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menempati bagian tengah fisiografi Jawa Barat yang memanjang longitudinal dari
arah barat ke arah timur, bahkan memanjang sampai ke Jawa Tengah hingga Jawa
Timur.

Jawa Barat dan Jawa Tengah merupakan provinsi terbesar ke-dua dan ke-
tiga di Pulau Jawa (Cahyadi & Arifin, 2019).Informasi tentang keanekaragaman
fauna terutama pada kelompok herpetofauna banyak diungkapkan di Provinsi Jawa
Barat, hanya saja pada daerah-daerah tertentu, yakni pada kawasan Gunung Gede-
Pangrango dan Halimun-Salak. Sedangkan di Jawa Tengah hanya terbatas pada
kawasan Gunung Slamet bagian timur dan selatan (Mumpuni, 2014). Provinsi Jawa
Barat dan Jawa tengah memiliki tingkat keanekaragaman yang cukup tinggi, dan
bisa terus meningkat jika pendataan tingkat populasi terus dilanjutkan. Tingkat
keanekaragaman di Jawa Tengah dan Jawa Barat didukung dengan adanya hutan
alam yang merupakan habitat perlinsungan keanekaragaman hayati (Cahyadi &
Arifin, 2019; Subeno, 2018)

2.3 Persebaran Herpetofauna

Keberadaan suatu hewan di suatu daerah tidak dimungkinkan jika tidak
adanya faktor-faktor tertentu. Faktor-faktor tertentu tersebut antara lain tidak
adanya adaptabilitas atau sifat penyesuaian suatu spesies terhadap kondisi
lingkungannya. Faktor lainnya yaitu adanya penghalang berupa pegunungan tinggi,
sehingga hewan tersebut tidak dapat menghuni daerah tersebut. Selain pegunungan,
lautan juga merupakan penghalang bagi tersebarnya suatu spesies, dimana dulunya
spesies tersebut memang ada dalam satu daerah, tetapi karena adanya proses
geologi, seperti pengembangan benua atau naiknya permukaan laut menjadikan

spesies tersebut terspesiasi (Suharini & Abraham, 2014).
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Herpetofauna merupakan kelompok fauna yang berjalan menggunakan
perutnya (melata), terdiri dari kelompok amfibi dan reptil, dan memiliki lingkup
habitat yang sangat luas (Firdaus dkk., 2016). Keanekaragamannya herpetofauna
jarang diketahui maupun dikenal oleh masyarakat (Qurniawan & Eprilurahman,

2012). Allah Subhanahu Wata’ala berfirman dalam Q.S An-Nur [24]: 45

52 .
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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 (yang lain) berjalan dengan empat kaki. Allah
menciptakan apa yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Maha Kuasa atas
segala sesuatu.”

Al-Mahalli (1459) menjelaskan bahwa Allah Subhanahu Wata’ala telah
menciptakan semua jenis hewan) maksudnya makhluk hidup (dari air) yakni air
mani (maka sebagian dari hewan itu ada yang berjalan di atas perutnya) seperti ulat
dan binatang melata lainnya (dan sebagian berjalan dengan dua kaki) seperti
manusia dan burung (sedangkan sebagian yang lain berjalan dengan empat kaki)
seperti hewan liar dan hewan ternak. (Allah Subhanahu Wata’ala menciptakan apa
yang dikehendaki-Nya, sesungguhnya Allah Subhanahu Wata’ala Maha Kuasa atas

segala sesuatu). Asy-Syaukani (2011) menjelaskan bahwa pada firman Allah

PRV PR r.éif/ , Allah Subhanahu Wata’ala merincikan perihal setiap

hewan yang melata atau merangkak, sebagian dari hewan itu ada yang melata di

atas perutnya, yaitu ular, cacing, ulat dan serupanya. Kementrian Agama RI (2012)
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juga menjelaskan bahwa ayat tersebut berbicara mengenai reptil dan amfibi, seperti
ular, kadal, penyu, buaya, tuatara katak dan kodok.

Keberadaan herpetofauna di dunia mencapai 13.000 jenis, dimana 1000
jenisnya terdapat di Indonesia (Broto & Subeno, 2012). Persebaran herpetofauna
sangat dipengaruhi oleh penghalang, baik itu berupa pegunungan tinggi maupun
lautan (Qurniawan & Eprilurahman, 2012). Herpetofauna banyak dijumpai di
hutan-hutan tropis, rawa, maupun sungai (Qurniawan dkk., 2012), dan menghuni
pada habitat perairan, daratan hingga pepohonan (Huda, 2017).

Kelompok amfibi terdiri dari tiga ordo, antara lain Caudata, Gymniphiona
dan Anura. Ordo Anura memiliki persebaran yang cukup luas. Tersebar pada hutan
primer, sekunder, sepanjang aliran air atau sungai, pepohonan, dan pemukiman
penduduk. Anura tersebar di selurun daerah di Indonesia, dari Sumatera,
Kalimantan, Jawa sampai dengan Papua, jumlahnya dapat mencapai 450 jenis
(Ginting dkk., 2020). Di pulau Jawa sendiri tercatat sebanyak 39 jenis, dan
didominasi oleh katak (Subeno, 2018).

2.4 Analisis Filogenetik

2.4.1 Filogenetik
Filogenetik merupakan kajian studi tentang hubungan kekerabatan antar
suatu organisme satu dengan yang lain dan direpresentasikan dalam diagram
bercabang atau dendogram (Hasibuan dkk., 2017). Pohon filogenetik, atau pohon
evolusi, adalah struktur dasar yang diperlukan untuk memeriksa hubungan antar
organisme, yang berisi node dan dihubungkan oleh cabang. Cabang tersebut
mewakili keberadaan garis keturunan, sedangkan node mewakili kelahiran garis

keturumam baru (Kannan & Wheeler, 2012; Yang & Rannala, 2012).
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Sistem taksonomi analisis filogenetika merupakan salah satu contoh
pemanfaatan informasi genetika dengan menggambarkan silsilah atau genealogi
organisme sebagai pohon filogenetik. Filogenetika merupakan pendekatan yang
digunakan untuk merekonstruksi hubungan evolusi dari sebuah kelompok
organisme, berupa fenetik dan kladistik. Pada pendekatan filogenetika, sebuah
kelompok organisme dimana pada setiap anggota yang memiliki banyak kesamaan
karakter maupun ciri dianggap memiliki hubungan yang sangat dekat dan
diperkirakan diturunkan dari satu nenek moyang. Nenek moyang dan semua
turunannya akan membentuk sebuah kelompok monofiletik (Cahyandari &
Nursolihah, 2015).

Analisis filogenetik merupakan sebuah analisis yang bertujuan untuk
menyusun hubungan filogenetik yang digambarkan dalam suatu garis yag bercabang-
cabang seperti pohon (Subari dkk., 2021). Analisis filogenetik tidak terlepas dari
evolusi biologis. Evolusi merupakan sebuah proses gradual suatu organisme yang
memungkinkan spesies sederhana menjadi lebih kompleks melalui akumulasi
perubahan dari beberapa generasi (Dharmayanti, 2011).

Analisis filogenetika didalamnya terdapat kelompok outgrup yang sangat
dibutuhkan. Kelompok outgrup menyebabkan polarisasi karakter atau ciri, yaitu
karakter apomorfik dan plesiomorfik. Karakter apomorfik merupakan karakter
primitive yang terdapat pada outgrup sedangkan sinapomorfik merupakan karakter
yang diturunkan dan terdapat pada kelompok monofiletik (Cahyandari & Nursolihah,
2015). Terdapat paling sedikit tiga tahap penting dalam analisis filogenetika
molekuler, yaitu sequence alignment, rekonstruksi pohon filogenetika, dan evaluasi

pohon filogenetika dengan uji statistik (Kasi dkk., 2019).
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Gambar 2. 4 Pohon kekerabatan dan polarisasi dalam analisis filogenetik
(Cahyandari & Nursolihah, 2015)

2.4.2 Metode untuk Merekonstruksi Pohon Filogenetik

Metode untuk merekonstruksi pohon filogenetik dari data molekuler dapat
dikategorikan menjadi dua metode, yaitu Metode berbasis jarak metode berbasis
karakter. Dalam metode berbasis jarak, jarak antar setiap pasangan urutan dihitung,
dan matriks jarak yang dihasilkan digunakan untuk merekosntruksi pohon
filogenetik. Salah satu metode yang termasuk dalam metode berbasis jarak yaitu
metode dengan memilih sekuen yang jika digabungkan akan memberikan estimasi
terbaik dari panjang cabang yang paling dekat merefleksikan jarak yang nyata
diantara sekuen. Pohon filogenetik diuji secara statistik menggunakan metode
bootstrap sebanyak 1000 ulangan (Pangestika dkk., 2015; Yang & Rannala, 2012)

Metode berbasis karakter mencakup maximum parsimony (MP), maximum
likelihood (ML) dan Bayesian inference (Bl). Pendekatan MP, ML dan BI, secara
bersamaan membandingkan semua urutan dalam perataan, dengan
mempertimbangkan satu karakter (sebuah situs dalam perataan) pada satu waktu
untuk menghitung skor untuk setiap pohon. 'Skor pohon' adalah jumlah minimum
perubahan untuk maximum parsimony, nilai log-likelihood untuk maximum

likelihood dan probabilitas posterior untuk Bayesian inference. Secara teori, pohon
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dengan skor terbaik harus diidentifikasi dengan membandingkan semua pohon yang
mungkin (Yang & Rannala, 2012).
1. Metode Maximum parsimony

Metode Maximum parsimony merupakan cara untuk merekonstruksi pohon
filogenetik berdasarkan jumlah perubahan (evolusi) terkecil (Retnaningati, 2017).
Dasar dari metode Maximum parsimony yaitu penggunaan jarak terdekat dan suatu
karakter (asam amino atau titik nukleotida) dengan mengacu pada status karakter
untuk dijadikan sebagai pohon yang terbaik (Arbi, 2016) dengan meminimalkan
jumlah perubahan pada pohon filogenetik dengan menetapkan status karakter ke
node interior pada pohon. Panjang karakter (situs) adalah jumlah minimum
perubahan yang diperlukan untuk situs tersebut, sedangkan skor pohon adalah
jumlah panjang karakter di semua situs. Pohon Maximum parsimony adalah pohon
yang meminimalkan skor pohon (Yang & Rannala, 2012).

Metode Maximum parsimony mengasumsikan bahwa karakter yang sama,
berasal dari nenek moyang yag sama (Horiike, 2016). Kelemahan pada metode ini
yaitu MP memberikan hasil yang tidak konsisten terhadap model-model evolusi
yang digunakan (Arbi, 2016).

2. Metode Maximum likelihood

Maxmimum likelihood dikembangkan oleh R. A. Fisher pada tahun 1920-an
sebagai metodologi statistik untuk memperkirakan parameter yang tidak diketahui
dalam model. Fungsi likelihood didefinisikan sebagai probabilitas data yang
diberikan parameter tetapi dipandang sebagai fungsi parameter dengan data yang
diamati dan diperbaiki yang mewakili semua informasi dalam data tentang

parameter. Maximum likelihood Estimasi (MLE) parameter adalah nilai parameter
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yang memaksimalkan kemungkinan, ditemukan secara numerik menggunakan
algoritma pengoptimalan iteratif. MLE memiliki sifat asimtotik (sampel besar)
yang diinginkan: tidak bias, konsisten (mendekati nilai sebenarnya) dan efisien
(memiliki varian terkecil di antara perkiraan yang tidak bias) (Yang & Rannala,
2012).

Metode Maximum Likelihood merupakan metode statistik (berbasis
karakter) untuk menyimpulkan pohon filogenetik. Metode ini membutuhkan model
substitusi untuk menilai probabilitas mutasi tertentu, sehingga pencarian model
substitusi terbaik harus dilakukan terlebih dahulu. Kekurangan pada metode ini
yaitu waktu perhitungan yang lama (Horiike, 2016).

3. Bayesian inference

Bayesian inference adalah metodologi umum inferensi statistik. Ini berbeda
dari Maximum parsimony karena parameter dalam model dianggap sebagai variabel
acak dengan distribusi statistik, sedangkan Maximum parsimony merupakan
konstanta tetap yang tidak diketahui. Sebelum data dianalisis, parameter diberi
distribusi sebelumnya, yang digabungkan dengan data (atau kemungkinan) untuk
menghasilkan distribusi posterior (Yang & Rannala, 2012). Metode Bayesian
inference membutuhkan informasi distribusi prioir pada parameter model, seperti
parameter model substitusi, panjang cabang, dan topologi pohon (Horiike, 2016).

Probabilitas posterior diperoleh dengan menjelajahi ruang pohon
menggunakan teknik sampling, yang disebut algoritma Markov Chain Monte Carlo
(MCMC). Analisis hubungan kekerabatan dapat dilihat dari jarak genetik antara
individu satu dengan individu lainnya. Beberapa model subtitusi yang umum

digunakan diilustrasikan pada gambar 2.5. Pada model JC69 mengasumsikan
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tingkat substitusi yang sama antara dua nukleotida. Model K8027 mengsumsikan
tingkat transisi dan transversi yang berbeda untuk transisi dan transversi. Kedua
model tersebut memprediksi frekuensi yang sama dari empat nukleotida. Asumsi
frekuensi dasar yang sama tidak terbatas pada model HKY85 dan model General
Time Reversible (GTR) (Yang & Rannala, 2012).

Variasi dalam tingkat mutasi lokal dan dalam batasan selektif, menyebabkan
perbedaan situs urutan DNA atau protein yang sering berkembang pada tingkat
yang berbeda. Dalam penghitungan jarak, variasi laju tersebut diakomodasi dengan
mengasumsikan distribusi laju gamma (I') untuk sebuah situs, yang mengarah ke

model seperti JC69 + I', HKYS85 + I' atau GTR + I'.(Yang & Rannala, 2012).

JC69 K80 HKY85
O=0 O0=0 O=20

L XL 10X
O—0 0= o=

Gambar 2. 5 Substitusi nukleotida pada Model Markov. Ketebalan panah
menunjukkan tingkat substitusi, dan ukuran lingkaran mewakili
frekuensi nukleotida ketika proses substitusi dalam kesetimbangan
(Yang & Rannala, 2012)
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Tabel 2. 1 Kelebihan dan kelemahan beberapa metode dalam merekosntruksi
pohon filogenetik

Metode

Kelebihan

Kekurangan

1. Parsimony

Sederhana dan pembanding intuitif
Hanya bekerja untuk beberapa data
(seperti SINES dan LINES)

Asumsi bersifat implisit dan kurang bisa
dipahami

Kurangnya  model, tidak dapat
digabungkan pada ilmu evolusi

Panjang cabang secara substitusi
diabaikan ketika tingkat substitusi tinggi
Maximmum Parsimony mendapatkan
tarikan pada cabangnya

2. Distance

Kecepatan komputasi yang cepat

Dapat diterapkan pada semua jenis data
selama jarak genetik dapat ditentukan
Model untuk perhitungan jarak dapat
dipilih agar sesuai dengan data

Kebanyakan Distance method, (seperti
Neighbor Joining) mengabaikan varians
dari estimasi jarak

Perhitungan jarak bermasalah Kketika
urutan divergen dan melibatkan banyak
alignment gaps

Panjang cabang negatif tidak berarti

3. Likelihood

4. Bayesian
Inference

Dapat menggunakan model substitusi
kompleks untuk mendekati realitas
biologis

Kerangka kerja yang kuat untuk
memperkirakan parameter dan menguji
hipotesis

Dapat menggunakan model substitusi
realistis, seperti dalam ml

Probabilitas sebelumnya bisa
digabungan dengan informasi lainnya
Probabilitas posterior untuk pohon dan
clade memiliki interpretasi yang mudah

Perulangan pada Maximum Likelihood
melibatkan komputasi yang berat
Topologi bukan merupakan parameter
sehingga sulit untuk menerapkan teori
ML untuk estimasinya. Proporsi
bootstrap sulit untuk ditafsirkan
Markov chain Monte Carlo (MCMC)
melibatkan komputasi berat

Dalam data besar, konvergensi dan
pencampuran  MCMC sulit untuk
diidentifikasi atau diperbaiki
Probabilitas posterior sering tampak
terlalu tinggi

Pemilihan model melibatkan komputasi
yang agak sulit

Sumber: Yang & Rannala, 2012

2.5 Gen Penanda DNA Mitokondria (mtDNA) 16S rRNA

Penggunaan sekuens DNA dalam studi filogenetik telah berkembang pesat
dan telah dipraktikkan di semua tingkat taksonomi seperti famili, genus, dan
spesies. Filogeni molekuler menggabungkan teknik dan statistik biologi molekuler
untuk merekonstruksi hubungan filogenetik. Pemikiran dasar penggunaan sekuens
DNA dalam studi filogenetik adalah bahwa sekuens nukleotida berubah dari waktu
ke waktu, menilai laju evolusi, dan merekonstruksi hubungan antara satu kelompok
organisme dan kelompok lain. (Cahyandari & Nursolihah, 2015).

Sumber karakter DNA dapat diperoleh dari nukleus (nDNA), kloroplas

(cpDNA), dan mitokondria (mtDNA) (Udiarto dkk., 2013). DNA mitokondria
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(mtDNA) merupakan DNA atau materi genetik yang terus menerus akan
bereplikasi, bahkan dalam sel yang berdiferensiasi akhir, seperti sel saraf dan
kardiomiosit. DNA mitokondria dapat digunakan sebagai penanda genetik untuk
memberikan informasi kualitatif dan kuantitatif. DNA mitokondria juga memiliki
kemampuan evolusioner yang sangat cepat, sehingga dapat digunakan untuk
melacak peristiwa yang relatif baru. (Purnamasari dkk., 2016). Analisis DNA
mitokondria (mtDNA) telah banyak digunakan karena menyediakan sumber data
yang kaya untuk menganalisis keanekaragaman genetik dan filogeni (Gupta et al.,
2015).

DNA mitokondria (mtDNA) terdapat di dalam organel mitokondria, yaitu
organel seluler yang mengandung genom ekstrakromosom yang berbeda dan
terpisah dari genom inti. DNA mitokondria berfungsi untuk memproduksi ATP,
dan bermanfaat untuk mengidentifikasi suatu spesies dikarenakan laju mutasinya
yang lebih tinggi dari DNA pada inti (Amorim et al., 2019; Hidayat, 2017). mtDNA
berbentuk lingkaran dan untai ganda (16.569 bp) dengan 37 gen. 37 gen diantaranya
yaitu 22 gen menyandikan untuk t-RNA, 2 gen menyandikan RNA ribosom (12S
rRNA & 16S rRNA) dan 13 gen menyandi enzim yang terlibat dalam rantai transpor

elektron fosforilasi oksidatif dan produksi ATP (Saikia et al., 2016).
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Gambar 2. 6 Struktur genom mitokondﬁa pada Microhyla sp. (Khatiwada et
al., 2018)

Gen 16S rRNA adalah gen yang sering digunakan sebagai gen penanda pada
identifikasi hewan dan dapat menyimpulkan hubungan kekerabatan suatu
organisme melalui pohon filogenetik yang memiliki tingkat cryptic yang tinggi
(Aprilia dkk., 2014). Gen 16S rRNA juga merupakan gen yang bersifat lestari
(conserved) dan dapat dijumpai pada semua organisme. Struktur lestari pada gen
16S rRNA menyebabkan gen tersebut dapat digunakan sebagai analisis sekuensing
(Rinanda, 2011).

Pemanfaatannya, gen mitokondria 16S rRNA banyak digunakan dalam
berbagai bidang terutama dalam mengidentifikasi suatu organisme. Pada metode
deteksi molekuler, pemanfaatan gen 16S rRNA dianggap memiliki tingkat
pembelahan yang rendah, dikarenakan DNA 16S rRNA runutannya sebagian besar

menunjukkan adanya kesamaan yang tinggi dalam satu spesies. Dimana jika
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homologi sekuen pada gen 16S rRNA menunjukkan 97.5%, maka spesies tersebut
dapat dikatakan sebagai spesies yang berbeda (Akihary & Kolondam, 2020).
Metode identifikasi dalam penggunaan gen 16S rRNA memiliki kelebihan
dan kekurangan. Kelebihan penggunaan gen 16S rRNA vyaitu gen 16S rRNA
merupakan penanda yang sangat terkonservasi, dan adanya mutasi yang terjadi pada
beberapa daerah. Gen 16S rRNA pada amfibi memiliki jumlah mutasi yang cukup,
dan cukup bervariasi untuk mengidentifikasi sebagian besar spesies dengan jelas
(Vences et al., 2005). Kekurangan dalam penggunaan gen 16S rRNA sebagai
penanda yaitu rumitnya pensejajaran pada gen 16S rRNA karena adanya resiko
insersi dan delesi.
2.6 Software Analisis FilogenetikYang Digunakan
Beberapa software yang digunakan dalam analisis filogenetik, antara lain:
1. MEGAG6
Software  Molecular Evolutionary  Genetics Analysis (MEGA)
dikembangkan dengan tujuan menyediakan seperangkat alat terpadu yang
berpusat pada ahli biologi untuk analisis statistik data urutan DNA dan
protein dari sudut pandang evolusi. MEGA telah berkembang untuk
memasukkan alat untuk pensejajaran sekuen, rekonstruksi dan visualisasi
pohon filogenetik, menguji serangkaian hipotesis evolusi, memperkirakan
divergensi urutan, akuisisi data urutan berbasis web, dan sistem pakar untuk
menghasilkan deskripsi bahasa alami dari analisis. metode dan data yang
dipilih oleh pengguna (Tamura et al., 2011). MEGA pada versi 6 telah

ditambahkan algoritma subtree-pruning-and-regrafting (SPR) untuk
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mencari pohon secara optimal di bawah kriteria Maximum Parsimony dan

Maximum Likelihood (Tamura et al., 2013).

. mrBayes

MrBayes adalah program untuk inferensi Bayesian dan pilihan model di
berbagai model filogenetik dan evolusioner, yang menggunakan metode
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) untuk mengestimasi distribusi
posterior dari parameter modelnya. Software mrBayes versi 3.2 digunakan
karena pada versi ini karena pada MrBayes 3.2 mendukung relaxed clock
models and dating yang berbeda, yaitu: model Compound Poisson Process
(CPP), the Thorne-Kishino 2002 (TK02), dan the Independent Gamma Rate

(IGR) (Ronquist et al., 2012).
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METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif dengan objek
penelitiannya yaitu dataset sekuen ingroup dari genom mitokondria (mtDNA) 16S
rRNA dari spesies Microhyla achatina dan sekuen outgrup dari family yang sama.
3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Juli-Desember 2021, bertempat di
Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri
Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan adalah Laptop Lenovo ldeapad Z400 APU ~2.2GHz
dengan memory 8192MB RAM. Software yang digunakan untuk analisis data
diantaranya: MEGAG6 (Molecular Evolutionary Genetic Analyses), Kakusan 3,
mrBayes 3.2.7, dan Figtree v1.4.3. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu
data sekunder berupa sekuen Ingroup berjumlah 12 individu dari spesies Microhyla
achatina yang ditemukan di Jawa Tengah dan Jawa Barat, dan 2 sekuen Outgroup,
dari penelitian Firdaus et al., (2018), yaitu spesies Chaperina fusca dan
Kalophrynus heterochirus yang ditemukan di Sabah, Malaysia yang disajikan

dalam tabel 3.1.

29
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Tabel 3. 1 Data sekuen mtDNA 16S rRNA dari ingroup dan outgroup

Nomer Aksesi

Spesies Sumber GenBank Wilayah
Microhyla Poyarkov & Gorin, 2019\ 545651 Java, Ujung Kulon
achatina (unpublish)
Microhyla Poyarkov & Gorin, 2019\ 5345641 Java, Ujung Kulon
achatina (unpublish)
Microhyla Poyarkov & Gorin, 2019\ 5345631 Java, Ujung Kulon
achatina (unpublish)
Microhyla Pradana dkk., 2017 LC2131201  ©unung Kencana,
achatina Bandung
Microhyla Atmaja et al., 2018 MK034338.1  Fetungkriyono,
achatina Pekalongan
Microhyla Atmaja et al., 2018 MK034337.1  Fetungkriyono,
achatina Pekalongan
Microhyla Atmaja et al., 2018 MK034331.1  Gede Pangrango
achatina
Microhyla Atmaja et al., 2018 MK034330.1  Gede Pangrango
achatina
Microhyla Matsui, 2011 AB634657.1  Gede Pangrango
achatina
Microhyla Matsui, 2011 AB634656.1 Ungaran
achatina
Microhyla Matsui, 2011 AB598335.1 Ungaran
achatina
Microhyla Peloso, P.L.V. KM509162.1 Ungaran
achatina
Chaperina fusca * Firdaus dkk., 2018 AB598342 Malaysia: Sabah
NG Firdaus dkk., 2018 AB634697  Malaysia: Sabah

heterochirus*

Keterangan: *data sekuen outgroup

3.4 Prosedur Penelitian

Seleksi Data Sekuen

Sekuen DNA mitokondria 16S rRNA dari dataset sekuen ingroup dan

outgroup diambil dari database GenBank NCBI (National Center for Biotechnology

Information), data tersebut diseleksi untuk mendapat sekuen dataset yang spesifik.

Dalam analisis filogenetik, sekuen outgroup diperlukan untuk mengetahui karakter

primitif (plesiomorf) dan karakter derivat (apomorf) dari kelompok ingroup, serta
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untuk menemukan titik awal pembentukan sebuah pohon filogenetik (Muzzazinah,
2017). Sekuen yang di ambil merupakan sekuen dengan panjang ~800 bp,
kemudian disimpan dalam format FASTA, yang selanjutnya sekuen tersebut akan
dilakukan pensejajaran (Aligning) (Pradana dkk., 2017 modifikasi).
Aligning Data Sekuen

Sekuen yang telah disimpan dalam format FASTA, akan dianalisis
menggunakan software MEGA 6. Sekuen di input, dilanjutkan dengan proses
pensejajaran dengan menggunakan menu Clustal W. Setelah sekuen selesai
disejajarkan, dilakukan pemotongan sekuen, dengan menghapus gap, untuk
mendapatkan hasil yang konservatif. Hasil pensejajaran di-export kemudian
disimpan dalam format fasta (Tamura et al., 2011 modifikasi).
Penentuan Model Evolusi untuk Analisis Filogentik

Hasil aligning yang sudah disimpan dalam format fasta kemudian dianalisis
model evolusinya untuk mendapatkan model evolusi yang sesuai, menggunakan
software Kakusan 3 (Pradana dkk., 2017), menghasilkan model evolusi terbaik
yaitu menggunakan General Time-Reversible (GTR) parameter gamma (G).
3.5 Analisis Data
1. Analisis Filogenetik Menggunakan Metode Maximum Parsimony,

Maximum Likelihood dan Bayesian Inference

Analisis Filogentik pada penelitian ini menggunakan algoritma Maximum
Parsimony, Maximum Likelihood dan Bayesian Inference (Matsui, 2011). Pada
Maximum Likelihood dan Maximum Parsimony menggunakan software MEGA 6,
sedangkan pada algoritma Bayesian Inference diestimasi menggunakan software

MrBayes-3.2.7 (Kim et al., 2018), dengan nilai bootstrap 1000 dan menggunakan
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model substitusi GTR_Gamma (General Time Reversible Parameter Gamma) dari
hasil penentuan model evolusi terbaik.

Nilai bootstrap digunakan untuk menguji seberapa baik set data yang
digunakan. Nilai bootstrap yang rendah membuat analisis urutan yang digunakan
untuk merekonstruksi pohon filogenetik tidak dapat diandalkan. Nilai bootstrap dari
100 hingga 1000 ulangan, digunakan untuk memperkirakan tingkat kepercayaan
suatu pohon filogenetik. Semakin besar nilai bootstrap yang digunakanm semakin
besar reliabilitas dari topologi pohon yang direkonstruksi berdasarkan distribusi
karakter dalam data, yang sangat dipengaruhi oleh efek acak. Kategori nilai
bootstrap meliputi tinggi (>85%), moderat (70-85%), lemah (50-69%), atau lemah
(<50%) (Lestari dkk., 2018; Pangestika dkk., 2015; Subari dkk., 2021).

Output file dari rekonstruksi pohon dengan menggunakan beberapa metode,
divisualisasikan menggunakan software FigTree v1.4.3 (Suryawan W., 2016
modifikasi). Hasil dari visuaslisasi pohon filogenetik berupa filogram yang
menggambarkan hubungan kekerabatan spesies tersebut berdasarkan cabang dari

filogram.
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2. Menghitung Jarak Genetik

Hasil pensejajaran yang telah di-export dan disimpan dalam format fasta
dihitung jarak genetiknya menggunakan model uncorect p-distace yang di analisis
pada software MEGAG. Jarak genetik yang dijadikan acuan sebagai pembeda antara
spesies yaitu 3% (Akhsani et al., 2017 modifikasi), dimana jika hasil perhitungan
jarak genetik melebihi 3%, maka spesies tersebut dinyatakan berbeda dengan
spesies lainnya, dan dapat dinyatakan sebagai spesies berbeda, dengan analisis lebih
lanjut. Hasil perhitungan jarak genetik yaitu berupa tabel yang menunjukkan jarak

genetik antar spesies.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Analisis Filogenetik Menggunakan Metode Maximmum Parsimony

Hasil analisis filogenetik menggunakan metode Maximmum Parsimony
yang disajikan pada gambar 4.1. Metode Maximum Parsimony menurut Juliantari
dkk., (2016) merupakan metode untuk membangun sebuah pohon filogenetik
berdasarkan jumlah perubahan (evolusi) terkecil. Filogram pada gambar 4.1
menggunakan analisis Maximum Parsimony pada software MEGA6 menjelaskan
adanya pembagian pohon filogenetik menjadi dua klad besar, yaitu Klad | dan Klad
I1. Klad I terdiri dari spesies Percil Jawa (Microhyla achatina) yang ditemukan di
kawasan Gunung Ungaran, Petungkriyono Pekalongan dan Gunung Kencana
Bandung. Klad Il terdiri dari spesies yang ditemukan di kawasan Ujung Kulon dan
Gunung Gede Pangrango.

Pembagian dua klad dari pohon filogenetik pada gambar 4.1 didukung
dengan nilai bootstrap 100. Menurut Lestari dkk., (2018) nilai bootstrap
menentukkan tingkat validitas dari sebuah topologi pohon. Ketika nilai bootstrap
>85%, maka tingkat validitas dari topologi pohon tinggi. Nilai bootstrap pada

gambar 4.1, menunjukkan bahwa populasi klad I dan klad Il terpisah sempurna.

34
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Gambar 4. 1 Hasil analisis filogenetik Microhyla achatina menggunakan
metode Maximmum Parsimony pada software MEGA 6

4.2 Hasil Analisis Filogenetik Menggunakan Metode Maximmum Likelihood
Hasil analisis filogenetik menggunakan metode Maximmum Likelihood
yang disajikan pada gambar 4.2. Hasil analisis metode Maximmum likelihood tidak
berbeda dengan hasil analisis Maximum Parsimony. Filogram pada gambar 4.2 juga
didapati pembagian pohon filogenetik menjadi dua klad besar. Klad | terdiri dari
spesies Percil Jawa (Microhyla achatina) yang ditemukan di kawasan gunung
Ungaran, Petungkriyono Pekalongan dan gunung Kencana Bandung. Klad Il terdiri
dari spesies yang ditemukan di kawasan Ujung Kulon dan Gunung Gede
Pangrango. Pembagian dua klad dari pohon filogenetik pada gambar 4.2 didukung
dengan nilai bootstrap 100. Nilai bootstrap pada analisis Maximum Likelihood

dengan hasil lebih dari 70 menandakan bahwa validitas pohon yang terbentuk baik.
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Gambar 4. 2 Hasil analisis filogenetik Microhyla achatina menggunakan
metode Maximmum Likelihood menggunakan software MEGA 6

4.3 Hasil Analisis Filogenetik Menggunakan Metode Bayessian Inference
Hasil analisis filogenetik menggunakan metode Bayessian Inference yang
disajikan pada gambar 4.3. Tidak berbeda dengan hasil analisis Maximum
Parsimony dan Maximum Likelihood. Filogram pada gambar 4.3 juga terdapat
pembagian pohon filogenetik menjadi dua klad besar, klad | yang terdiri dari spesies
Percil Jawa yang ditemukan di kawasan gunung Ungaran, Petungkriyono
Pekalongan dan gunung Kencana Bandung. Klad Il terdiri dari spesies yang
ditemukan di kawasan Ujung Kulon dan Gunung Gede Pangrango. Kawasan
tersebut berlokasi di barat Pulau Jawa. Pembagian dua klad dari pohon filogenetik

pada gambar 4.3 didukung dengan tingkat validitas pohon yang tinggi yaitu dengan
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nilai bootstrap 100. Tingkat validitas pohon yang dihasilkan dari analisis Bayessian

Inference dikatakan baik ketika nilai bootstrap yang dihasilkan lebih dari 90%.
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0.03

Gambar 4. 3 Hasil analisis filogenetik Microhyla achatina menggunakan
metode Bayessian Inference menggunakan software mrBayes



Tabel 4. 1 Hasil perhitungan jarak genetik p-distance (x 100%b)

Spesies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1. AB598335.1 Microhyla achatina_Ungaran
2. AB598342.1 Chaperina_fusca Sabah MYS 0,172
3. AB634656.1 Microhyla achatina_Ungaran 0,000 | 0,172
4. AB634657.1 Microhyla_achatina_Gede Pangrango 0,030 | 0,177 | 0,030
5. AB634697.1 Kalophrynus_heterochirus_Sabah MYS 0,151 | 0,172 | 0,151 | 0,153
6. KM509162.1 Microhyla achatina_Ungaran 0,000 | 0,172 | 0,000 | 0,030 | 0,151
7. LC213129.1 Microhyla_achatina_Gunung_Kencana Bandung | 0,015 | 0,179 | 0,015 | 0,037 | 0,157 | 0,015
8. MKO034330.1 Microhyla achatina Gede Pangrango 0,026 | 0,175 | 0,026 | 0,006 | 0,147 | 0,026 | 0,032
9. MKO034331.1 Microhyla_achatina_Gede Pangrango 0,026 | 0,172 | 0,026 | 0,004 | 0,149 | 0,026 | 0,032 | 0,002
10. MK034337.1 Microhyla_achatina_Petungkriyono Pekalongan | 0,002 | 0,172 | 0,002 | 0,028 | 0,451 | 0,002 | 0,013 | 0,024 | 0,024
11. MK034338.1_Microhyla_achatina_Petungkriyono Pekalongan | 0,002 | 0,172 | 0,002 | 0,028 | 0,151 | 0,002 | 0,013 | 0,024 | 0,024 | 0,000
12. MN534563.1 Microhyla_achatina_Ujung_Kulon 0,026 | 0,175 | 0,026 | 0,006 | 0,147 | 0,026 | 0,032 | 0,000 | 0,002 | 0,024 | 0,024
13. MN534564.1 Microhyla_achatina_Ujung_Kulon 0,028 | 0,175 | 0,028 | 0,013 | 0,147 | 0,028 | 0,034 | 0,006 | 0,009 | 0,026 | 0,026 | 0,006
14. MN534565.1 Microhyla achatina_Ujung_Kulon 0,028 | 0,175 | 0,028 | 0,013 | 0,147 | 0,028 | 0,034 | 0,006 | 0,009 | 0,026 | 0,026 | 0,006 | 0,000

Keterangan: jarak genetik dalam tabel disajikan dalam bentuk desimal. Suatu spesies dikatakan berbeda jika jarak genetik antar spesies lebih

dari 3% (0.03)
Jarak genetik lebih dari 3%

M. achatina di Jawa Tengah

M. achatina di Jawa Barat

[ ] Outgroup
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Hasil alignment dari 12 sekuen ingroup dari spesies Microhyla achatina di
Jawa Tengah dan Jawa Barat, dan dua sekuen outgrup dari family yang sama
(Microhylidae), menghasilkan sekuen dengan panjang 467 bp (disajikan dalam
gambar 4.4). Hasil alignment kemudian di analisis kekerabatan dan evolusinya
menggunakan metode Maximum Parsimony, Maximum Likelihood dan Bayessian
Inference. Metode Maximum Parsimony dan Maximum Likelihood dianalisis
kekerabatannya menggunakan software MEGAG6. Metode Bayesian Inference
dianalisis kekerabatannya menggunakan software mrBayes. Hasil analisis dari
ketiga metode menghasilkan topologi pohon yang mempresentasikan hubungan

kekerabatan antar individu.

# ME: Alignment Explorer - O x
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
DE %[ =& fi| WY o OBy g X M [RE| a4 HH e

DMASequences Translated Protein Sequences

SpECiES.-"I—\bbrV Grcup HName kK LR NE S R RS NE NS N NE e R NSRS N

1. BAB598335.1 Microhyla achatina Ungaran CCTRACCGIGORALGETAGE-GE
2. AB598342.1 Chaperina fusca Sabah MYS CCTRACCGIGERALGETRGE-GE
3. AB634656.1 Microhyla achatina Ungaran CCTRACCGTGORALGETRGE - EE
4. RAB634657.1 Microhyla achatina Gede_ Pangrango CCTAACCGTGCRARAGGTAGC GO
5. AB&346597.1 Kalophrynus heterochirus_Sabah MYS CCTRACCGTGCRRAAGETAGCCAC
6. EM509162.1 Microhyla achatina Ungaran CCTRACCGTGORRAGETAGC-GC
7. LC213129.1 Microhvla_achatina Gunung Kencana_ Bandung ICTGACCGIGCRARAGETAGC -~ G
8. ME034330.1 Microhvla_achatina Gede_Pangrango CCTRACCGIGCORARAGETAGC -GO
9. MK034331.1 Microhyla achatina Gede Pangrango CCTAARCCGIGCAARAGETIAGC-GC
10. ME034337.1 Microhyla achatina Petungkriyono Pekalongan CCTAACCGTGCRARAGGTAGC GO
11. ME034338.1 Microhyla achatina Petungkriyono Pekalongan CCTAACCGTGCRARAGGTAGC GO
12. MN534563.1 Microhyla_ achatina Ujung Kulon CCTRACCGTGORRAGETAGC-GC
13. MN534564.1 Microhyla_ achatina Ujung Kulon CCTRACCGTGORRAGETAGC-GC
14. MN534565.1 Microhyla_achatina Ujung_ Kulon CCTRACCGIGORALGETAGE-GE
< >

Site # |474 | ®with O wio Gaps

Gambar 4. 4 Hasil alignment sekuen Ingroup dan Outgrup menggunakan
Software MEGAG6
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Hasil analisis dengan menggunakan metode Maximum Parsimony,
Maximum Likelihood dan Bayessian Inference menjelaskan bahwa adanya cabang
yang memisahkan antara populasi M. achatina yang ditemukan di Gunung
Ungaran, Petungkriyono Pekalongan (Jawa Tengah), dan Gunung Kencana
Bandung, dengan populasi M. achatina yang ditemukan di Ujung Kulon dan
Gunung Gede Pangrango (Jawa Barat). Cabang pada topologi pohon filogenetik
dari ketiga analisis mengindikasikan bahwa populasi M. achatina di dengan Jawa
Tengah dengan populasi M. achatina di Jawa Barat terpisah, didukung dengan nilai
bootstrap 100. Semakin tinggi nilai bootstrap, maka semakin akurat dari topologi
pohon tersebut.

Topologi pohon dari hasil ketiga metode analisis menjelaskan adanya
individu M. achatina yang ditemukan di Gunung Kencana Bandung, Jawa Barat
berada pada satu Klad atau cabang dengan populasi M. achatina yang ditemukan di
Jawa Tengah. Pengelompokan M. achatina Gunung Kencana Bandung
menjelaskan bahwa individu tersebut berkerabat dekat dengan populasi di Jawa
Tengah. Hasil perhitungan jarak genetik pada tabel 4.1 juga menjelaskan bahwa M.
achatina Gunung Kencana berkerabat lebih dekat dengan populasi di Jawa Tengah
dengan nilai jarak genetik 1,5%, sedangkan jarak genetiknya dengan populasi di
Jawa Barat lebih dari 3%. Fatmarischa dkk., (2014) mengatakan bahwa jarak
genetik merupakan tingkat perbedaan gen (perbedaan genomik) pada suatu populasi
atau spesies yang diukur melalui kuantitas numerik.

Topologi pohon dari ke-tiga analisis yang menjelaskan terpisahnya populasi
di Jawa Tengah dengan Jawa Barat didukung dengan nilai bootstrap 100 dan jarak

genetik lebih dari 3%. Nilai bootstrap dan jarak genetik yang mendukung
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terpisahnya populasi di Jawa Tengah dan Jawa Barat menunjukkan adanya karakter
yang berbeda antara individu di wilayah Jawa Barat dengan Jawa Tengah.
Perbedaan karakter disebabkan adanya perubahan basa nukleotida dari proses
spesiasi alopatrik. Spesiasi sendiri merupakan puncak dari adanya proses evolusi.
Arbi (2012) menjelaskan bahwa evolusi merupakan sebuah proses perubahan
jangka panjang yang terjadi secara bertahap dan dalam jangka watu yang relatif
lama.

Allah Subhanahu Wata’ala berfirman dalam Q.S Al-Hujurat [49] ayat 13:

;;...

(:’s;;—j&; u&uf_ﬂri—.\ﬁx» 5;>wrs,ﬂou\wu\g:u
oo ;L&w\g\rsua;\ww

Artinya: “Hai manusia, sesungguhnya Kami menmptakanmu dari seorang laki-laki
dan seorang perempuan dan menjadikanmu berbangsa-bangsa dan bersuku-suku
supaya kamu saling kenal-mengenal. Sesungguhnya orang yang paling mulia
diantara kamu di sisi Allah ialah orang yang paling bertakwa di antara kamu.
Sesungguhnya Allah Maha mengetahui lagi Maha mengenal”

Ghoffar & Mu’thi, (2003) menjelaskan bahwa Allah Subhanahu Wata’ala
berfirman seraya memberitahukan kepada umat manusia bahwa Dia telah
menciptakan mereka dari satu jiwa, dan darinya Dia menciptakan pasangannya,

yaitu Adam dan Hawa. Dan selanjutnya Dia menjadikan mereka berbangsa-bangsa.

Kata G jii berarti berbangsa-bangsa, dan ada juga yang menyatakan bahwa yang

dimaksud Ljii adalah penduduk negeri-negeri lain. Kementrian Agama RI (2016)

menjelaskan bahwa ayat tersebut menekankan perlunya saling mengenal antar
manusia untuk saling mengambil pelajran dan pengalaman dari pihak lain.
Demikian halnya dengan pengenalan terhadap alam semesta. Ayat tersebut

menjelaskan bahwa Allah Subhanahu Wata’ala telah menciptakan manusia
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berbangsa-bangsa yang memiliki perbedaan diantara mereka untuk saling

mengenal. Allah Subhanahu Wata’ala tidak hanya menciptakan manusia

berbangsa-bangsa, tetapi semua makhluk di alam semesta yang Allah Subhanahu
Wata’ala ciptakan, salah satunya hewan. Setiap bangsa memiliki perbedaan
karakter, baik sifat, bahasa, maupun warna kulit.

Perbedaan warna kulit terjadi karena adanya suatu proses evolusi, proses
evolusi pada suatu populasi salah satunya dapat disebabkan adanya suatu barier
(penghalang) yang memisahkan antara populasi satu dengan populasi lainnya.
Barier yang memisahkan populasi Percil Jawa di Jawa Tengah dan Jawa Barat
berupa deretan pegunungan dari zona gunungapi kuarter yang terbentang dari Jawa
Barat sampai Jawa Timur. Gunungapi yang membatasi Jawa Barat dan Jawa
Tengah yaitu Gunung Salak.

Barrier geografi berupa pegunungan dan perubahan lingkungan seperti
kerusakan hutan, pencemaran sungai, konvensi lahan, dan perubahan iklim
menyebabkan suatu populasi terpisah dan terisolasi di satu lokasi (Setiawan dkk.,
2019). Sehingga, tidak ada interaksi antar satu populasi dengan populasi lainnya.
Hal tersebut menyebabkan adanya proses spesiasi. Spesiasi merupakan sebuah
proses kreatif yang mengarah pada penciptaan keanekaragaman hayati, spesies
yang baru terbentuk dapat bertukar gen atau melalui perkawinan alami
(interbreeding) untuk menghasilkan keturunan yang fertil. Anggota suatu spesies
berbagi kumpulan gen yang sama dan aliran gen bebas antar organisme, spesiasi

juga merupakan puncak dari proses evolusi (Muzayyinah, 2012).
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Populasi M. achatina di Jawa Tengah dan Jawa Barat membentuk kelompok
monofiletik. Spesies yang ditemukan di Sabah Malaysia, Chaperina fusca dan
Kalophrynus heterochirus membetuk kelompok parafiletik. Kelompok monofiletik
merupakan satu set taksa yang diturunkan dari takson tunggal (nenek moyang
sama). Kelompok Parafiletik merupakan takson yang tidak memiliki anggota yang
berasal dari satu nenek moyang yang sama (Retnowari et al., 2019; Slobodian &

Pastana, 2020).



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapat dari penelitian ini yaitu dari hasil analisis
filogenetik menggunakan metode Maximum Parsimony, Maximum Likelihood pada
software MEGA6 dan metode Bayesian Inference pada software mrBayes
menunjukkan bahwa populasi M. achatina yang ditemukan di Jawa Tengah
(Ungaran dan Petungkriyono) dan Jawa Barat (Ujung Kulon, Gunung Gede
Pangrango dan Gunung Kencana Bandung) diindikasikan sebagai populasi yang
berbeda, didukung dengan nilai bootstrap 100 pada ketiga metode dan hasil
perhitungan jarak genetik dengan persentase lebih dari 3%. Individu M. achatina
Gunung Kencana Bandung memiliki kekerabatan lebih dekat dengan populasi di
Jawa Tengah, dibuktikan dengan mengelompoknya sekuen M. achatina di Gunung
Kencana dengan populasi M. achatina di Jawa Tengah (Ungaran dan
Petungkriyono) dan dengan jarak genetik 1,5%.

5.2 Saran
Beberapa saran untuk penelitian selanjutnya yaitu:

1. Menambah sekuen individu dari Microhyla achatina pada lokasi yang
berbeda, khususnya di Jawa Timur.

2. Analisis filogenetik dari Microhyla achatina dengan penanda gen yang lain
3. Analisis morfologi, morfometri dan bioakustik pada populasi di Jawa

Tengah dan Jawa Barat

44
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Wi Translate/Untranslate tina Geds Fang
¥ Select Genetic Code Table ~ Patina_Fetungiz

atina_Petungkr

verse Complement avins Ujung K4

se

atina_Ujung Ku

Complement atina_Ujung Ku

Exit AlnExplorer

Lampiran 3 Penentuan model evolusi terbaik

a. Input hasil alignment pada software Kakusan3 dengan men-drag file
kedalam software

Picture T
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Lampiran 4 Analisis pohon filogenetik menggunakan metode Maximum
Parsimony, Maximum Likelihood dan Bayessian Inference

1. Analisis pohon filogenetik metode MP
a. Pilih menu Phylogeny — Contstruct/Test Maximum Parsimony Tree pada
MEGAG6

% MEGA 6.06(6140226) - [m| X
File Analysis Help
= % _ e | w» _ z % % .8 % . E O . T .
Align Data Modsls Distance Diversity Phylogeny  UserTres  Ancestors  Selection Rates Clocks  Disgnoss
— Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
== %3 Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
%% Construct/Test Minimum-Evolution Tree...
& Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)
L‘li,\ Open Tree Session
b. Analisis pohon filogenetik menggunakan bootstrap 1000 — Compute
M MEGA 6.06(5140226) = -
. ¥ ME: Analysis Preferences - O s
File Analysis Help
= T4 op Y @ Opticns Summary
Align Data | Models - Distance | Diversty  Dhy | Opbon Selection |
( T = Analysis Phylogeny Reconstruction
33| o Statistical Method Mazimum Parsimony
Phylogeny Test
Test of Phylogeny Boctstrap method
e of Bactstrap Replications 1000
Substitution Model
Substitutions Type Nuckeotide
Data Subset to Use
Gaps/Missing Dita Trestment Gomplete deletion
Select Codon Positions [t [Aand [#]3rd []Noncoding Sies
@ B & = Tree Inference Options
EATaTr— ] Eamples e Rep| | MP Search Method Subtree-Pruning-Regrafting (SPR)
MEGA release HE140226 No. of Initial Trees (random addition) |10
MP Search level 1
Max No. of Trees to Retain 100
? Hep o Compute X cancel




2. Analisis pohon filogenetik metode ML

a. Pilih menu Phylogeny — Construct/Test Maximum Likelihood Tree

W MEGA 6.06(6140226)

- O >
File Analysis Help

b 5 = .

&'E-E(fvllilvc{\yvsﬁ.:vﬁv@_?v

Diversity Phylogeny | User Tree  Ancestors  Selection Rates Clocks  Diagnose

InL Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
%% Construct/Test Neighbor-loining Tree...

2% Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

b. Analisis pohon ML menggunakan bootstrap — Compute

e VEGA 140226) =
Wk ME: Analysis Preferences - ] x
File Analysis Help
= T4 up B I Optians Summary
Align | Deta | Modss | Distance | Diversty | Phy | Opton Selection
TA Analysis Phylogeny Reconstruction
T3 || Poge Statistical Method Maimum Likeihood
Phylogany Test
Test of Phylogeny Bootstrap method
We. of Bootstrap Replications 1000
tution Model
Substitutions Type MNucleotide
Model/Method General Time Reversible model
Rates and Patterns
Rates among Sites. Uniform rates
) Data Subset to Use
& e =} = ,
EfiaT—D e e e Rap| | Gaps/Missing Data Trastment Complats dalation
MEGA release #5140226

Select Codon Pasitions it [end [3rd [“Noncoding Sites
Tree Infarenca Options

ML Heuristic Method Nearest-Neighbor-Interchangs (NNI)

Initisl Tres for ML Make initil tre= automatically (Defaut - NJ/BioN1)

Branch Swap Fiter Very Strong
System Resource Usage
Number of Threads 1

P re o carmie
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3. Analisis pohon Bl
a. Dibuka software MrBayes, input output file berdasarkan penentuan
model evolusi Kakusan
B B = | MBayes
&« 5> v 4 B <zs. s MBay..

Name
v # Quickaccess
14 Desktop
Downlo

Documents

Pictures M ol
x M whol
B Eea M whol

B Berkas : Ll
who
PKL
m B whole Bl
B whole |
M whole_|
B whole

i Desktop

B Documents
Downloads
Music

B Pictures
Vid

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

77} whole_AIC_single.nex - Notepad - X
File Edit Format View Help
Format DataType=DNA Gap=- Missing=?;
Matrix

AB598335_1 Microhyla_achatina Ungaran CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGRTTATGCTGTCTCCCCAACCCATTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTGAAGARGCGGGGATAL
AB598342 1 Chaperina_fusca_Sabah MYS CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACCTGTTCTTTARATAAGGACTAGTATGAATGGCACCACGAGGGTTACACTGTCTCCCCCTTTTAATCAGTGAMACTGATCTTCCCGTGAARMAGCGGGAATACE
AB634656_1_Microhyla_achatina_Ungaran CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGETTATGCTGTCTCCCCAACCCATTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGGATAS
AB634657_1_Microhyla_achatina Gede Pangrango CTAACCGTECARAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGAAACTEATCTCCCCGTGAAGAAGCE
AB634697_1_Kalophrynus_heterochirus_Sabah_MYS CTAACCGTGCAAAGGTAGCCACAATCACTTGTTCCTTAAATAGCGACTAGTATGAAGGCCATCACGAGGGTTATTCTGTCTCCCCCTTTTAATCCATGAAACTGATCTCCCCGTGAAGAAGE
KM589162_1 Microhyla_achatina Ungaran CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGEGTTATGCTGTCTCCCCAACCCATTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTGAAGAAGCGGGGATAL
LC213129 1 Microhyla_achatina Gunung_Kencana Bandung CTGACCETGCAAAGGTAGC-GTAATCACTTGTTCTTTAAATGAGEACTAGTATGAACGECATCACGAGGETTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTE
MKB34338_1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango CTAACCGTGCARAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGARACTEATCTCCCCGTGAAGAAGCE
MK@34331_1 Microhyla_achatina Gede Pangrango CTAACCGTGCARAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGAAACTEATCTCCCCGTGAAGAAGCE
MK@34337_1 Microhyla_achatina_Petungkriyono_Pekalongan CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGARACTGATCTCCCCE
MK834338_1 Microhyla achatina Petungkriyono Pekalongan CTAACCGTGCAAAGGTAGC -GCAATCACTTGTTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGGGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGARACTGATCTCCCCE
MN534563 1 Microhyla achatina Ujung Kulon CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTETTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGEGTTATGCTGTCTCCCCGACCCATTCAGTGAAC TGATCTCCCCGTGAAGAAGCRGGE
MN534564_1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTETTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGEGTTATGCTGTCTCCCCGCCCCATTCAGTGAAAC TRATCTCCCCGTGAAGAAGCRGGE
MN534565_1 Microhyla_achatina Ujung_Kulon CTAACCGTGCAAAGGTAGC-GCAATCACTTETTCTTTAAATGAGGACTAGTATGAACGGCATCACGAGEGTTATGCTGTCTCCCCGCCCCATTCAGTGAAACTGATCTCCCCGTGAAGAAGCRGEE
MN534670_1 Microhyla_achatina_Ujung Kulon AAATCACTTGAACCCACGACAGC TAGGGCACAAACTGGGATTAGGTACCCCACTATGCCTA-GECGT -AAMATATTTACTTACACCTCTAACCGCCTGGGAATTACGAC
MN534671 1 Microhyla achatina Ujung Kulon AAATCACTTGAATCCACGACAGC TAGGGTACAAACTGGGATTAGGTACCCCACTATGCCTA-GECGT- -AAAATATTTACTTACACCTTTAACCGCCTGEGAATTACGAG
MN534672_1 Microhyla_achatina Ujung Kulon AAATCACTTGAATCCACGACAGC TAGGGTACAAACTGEGATTAGGTACCCCACTATGCCTA-GECGT - - - - - AAAATATTTACTTACACCTTTAACCGCCTGGRAATTACGAE

End;

Begin MrBayes;
[whole]

[ GTR_Gamma 3.87871e+003 | LSet ApplyTo=(all) NucModel-dby4 Nst=6 Rates-Gamma NGammaCat=8; PrSet ApplyTo=(all) StateFregPr=Dirichlet(1,1,1,1);
End;
begin mrbayes;

set autoclose=no;

memep ngen=10000000 printfreq=1008 samplefreq=1000
nchain=4 savebrlens=yes filename=M achatina;

meme diagnfreq=1000000;

sumt burnin=2568000;

end;
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c. Input file pada software MrBayes

Shortcut

Distr
pe "help” or "help ommand information
on the nands that are a

bout™ for authorship and general
nation about the prog

ownloads cwen baru\whole_AIC_single.ne

Jowing me
move

Multiplier (V)

1lide

s for run

ive burnin of

16000806 gener:

Lampiran 5 Rekonstruksi pohon filogenetik

a. Dibuka software Figtree, input file hasil analisis pohon filogenetik

2] FigTree v1.43
File Edit Tree Help
New Ctri+N Al Q

[ A Cade | Taxa
Open CtrleO "
wr Hilght  Find Selection Mode Prev/Next
Save CtrlsS -
~
Save As...
Import Annotations...  Ctrlsl

Import Colour Scheme..
Export Trees... Ctri+E
Export PDF.. Ctrle AltE
Export SVG..

Export PNG..

Export JPEG.

Print.. Cri+P
Page Setup,

Recent Files >

Exit




b. Rekonstruksi pohon filogenetik
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|4 FigTree v1.4.4 - skripsi.con.tre =) X
File Edit Tree Help
Y4eEQ 708 Q o m « = a
Cartoon Collapse Reroot Rotate Annctate Colour Hilght Find Selection Mode Prev/Next
FishEye: | A AB634657_1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango
s
Root Length: | MK034331_1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango
curvature: | W
MK034330_1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrans
(] Align Tip Labels. o ! ot
MNS34563_1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon
» Current Tree: 1 /1 » NS R -
» Appearance 2 [ MNSa4584_1 Mcronye_achatha_Ung_fudon
> Trees 2 wa%
> Time Scale 2 i MNS34565_1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon
Labels
yafime - [~ AB598335_1_Microhyla_achatina_Ungaran
Display: Names v "
Colour by: | User selection v AB634656_1_Microhyla_achatina_Ungaran
Font Size: 1115
ssiv: ERE = b= KMS509162_1_Microhyla_achatina_Ungaran
(5
Format: Decimal - MK034337_1_Microhyla_achatina_Petungkriyono_Pekalongan
Sig. Digis:| 413 e
MK034338_1_Microhyla_achatina_Petungkriyono_Pekalongan
» [ Tip Shapes s
> [Z]Node Labels e 16213129_1_Microhyla_achatina_Gunung_Kencana_Bandung
» ~
> [Node Bars i AB634697_1_Kalophrynus_heterochirus_Sabah_MYS
Branch Labels
S ~ ABS98342_1_Chaperina_fusca_Sabah_MYS
» [ Scale Bar 2
> [ Scale Axis 2
» [tegend 2 vl 2

Lampiran 6 Menghitung Jarak Genetik

a.

Dibuka aplikasi MEGAG, pilih menu distances — compute pairwise

distances

¥ MEGA 6.06(6140226)

File Analysis  Help
® o e i : : A = B © T
Models Distance Diversity Phylogeny  User Tres Ancestors  Selection Rates Clocks Diagnoss
= % Compute Pairwise Distances...
Qoze {= Compute Overall Mean Distance...

Compute Within Group Mean Distance

Compute Between Group Mean Distance...

Compute Net Between Group Mean Distances
4 ME: Pairwise Distances (C:\Users\Lenovo\Downloads\Berkas Fix\sekuen'\12 sekuen ingroup.fas)
File Display Awverage Caption Help
e[l el za]a 2 F

1 2 3 3 5 [ 7 8 9 10 1 12 13 14

1. AB598335.1_Microhyla_achatina_Ungaran -
2. AB598342, 1_Chaperina_fusca_Sabah_MYs 0,172
3. AB534656. 1_Microhyla_achating_Ungaran 0.000 0.172
4. AB634657.1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango 0.030 0.177 0.030
5. AB634697. 1_Kalophrynus_heterochirus_Sabah_MYS 0,151 0,172 0.151 0.153
6. KM509162. 1_Microhyla_achatina_Ungaran 0.000 0.172 0.000 0.030 0.151
7.1C213129.1_Microhyla_achatina_Gunung_Kencana_Bandung  0.015 0.179 0.015 0.037 0.157 0.015
8. MK034330. 1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango 0.026 0.175 0.026 0.006 0.147 0026 0.032
9. MKD34331.1_Microhyla_achatina_Gede_Pangrango 0.026 0.172 0.026 0.004 0.149 0.026 0.032 0.002
10, MK034337. 1_Microhyla_achatina_Petungkriyono_Pekalongan  0.002 0,172 0,002 0.028 0.151 0,002 0.013 0.024 0.024
11. MK034338.1_Microhyla_achatina_Petungkriyono_Pekalongan 0.002 0.172 0.002 0.028 0.151 0.002 0.013 0.024 0.024 0.000
12. MN534563. 1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon 0.026 0.175 0.026 0.006 0.147 0026 0.032 0.000 0.002 0.024 0.024
13. MN534564. 1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon 0.028 0.175 0028 0013 0.147 0.028 0.034 0.006 0.009 0.026 0.026 0.006
14. MN534565. 1_Microhyla_achatina_Ujung_Kulon 0.028 0.175 0.028 0.013 0.147 0.028 0.034 0.006 0.009 0.026 0.026 0.006 0.000



