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ABSTRAK
'

Yuli Kustantin, Januar, 2003, Polimorfisme Protein Plasma Darah pada Rana
catesbeiana, Rana cancrivora dan Rana limnocharis (Genus Rana), Skripsi,
Program Studi Pendidikan Biologi, Jurusan Pendidikan Matematika dan limu
Pengetahuan Alam, Fakultas Keguruan dan [lmu Pendidikan, Universitas Jember.

Pembimbing : (1) Drs. Suratno, M. Si
(2) Dra. Rike Qktarianti, M., Si

Perburuan liar terhadap katak konsumsi lokal (Rana cancrivora dan Kana
limnocharis) untuk memenuhi kebutuhan konsumen masyarakat tertentu terhadap
daging katak, akan dapat mempengaruhi kelangsungan hidup katak tersebut.
Sechingpa alternatif untuk mengurangi perburuan tersebut didatangkan katak
introduksi vaitu Rana catesheiana. Tekanan-tekanan lingkungan mempunyai
pengaruh terhadap tingkat keragaman genetik. Suatu populasi yang memiliki
keragaman genetik rendah akan sangat mudah terseleksi terutama jika ada
perubahan lingkungan yang kurang menguntungkan. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui polimorfisme protein plasma darah dan variasi genetik pada
spesies Rana cancrivora, Runa catesbeiana dan Rana limnocharis. Lokus yang
diamati adalah albumin, pre-albumin dan transferin, Teknik yang digunakan
adalah elektroforesis gel poliakrilamid sistem vertikal. Atas dasar jumlah pita
protein yang terbentuk pada masing-masing lokus kemudian dihitung frekuensi
alel. Lokus yang dinyatakan tergolong sebagai lokus polimorfik adalah apabila
frekuensi alel paling umum yang ditemukan tidak melebihi 0,99 atau 99%.
Sedangkan vanasi genetik ditentukan berdasarkan salah satu parameter genetik
vaitu heterozigositas. Hasil penelitian menunjukkan adanya polimorfisme pada
lokus albumin, pre-albumin dan transferin dan ketiga spesies katak yang diteliti,
Lokus Alb dikontrol tiga alel (Alb™ AIb"® Alb® ), lokus Pa dan Tf dikontrol 2 alel
(Pa" dan Pa” ; Tf* dan Tf’). Variasi gentik pada Rana cancrivora, Rana
catesheiana dan Rana limnocharis tercermin pada nilal heterozigositas (h) dan
heterozigositas populasi (H). Heterozigositas populasi untuk Rang cancrivora,
Kana catesheiana dan Rana limnocharis masing-masing adalah 55,2% ; 47,6% ;
42.6%.

Kata kunci : Genus Kana, Pelimorfisme Protein Plasma Darah.

%1
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1.1 Latar Belakang

Stud: sistematik terhadap hewan khususnya Amphibia merupakan hal yang
menark bag para ilmuwan hingga saat ini. Studi sistematik berawal dan studi
perbandingan morfologi, demikian pula halnya dengan studi sistematik terhadap
katak Asia yang telah dilakukan oleh Van Kampen {1923:160). Van Kampen
merupakan salah satu ahli taksonomi yang telah mencoba mengadakan
inventarisasi jenis-jenis katak vang ada di Indonesia. Para ahli taksonomi
mengelompokkan katak-katak itu ke dalam taksonnya berdasarkan dari bentuk
morfologi lengkap dengan ciri-ciri dan ukurannya,

Genus Rana merupakan salah satu anggota kelas Amphibi yang dapat
memberikan manfaat bagi masyarakat. Disamping berperan sebagai hewan biologi
kontrol di dalam eckosistem daratan, hewan ini memegang peranan dalam
komoditas perikanan untuk konsumsi baik dalam negeri maupun ekspor, Bahkan
pada tahun 1979 Indonesia merupakan pemasok katak terbesar kedua ke nepara-
negara Masyarakat Ekonomi Eropa (MEE) (Arie, 1998:2). Kandungan gizi yang
cukup tinggi dari katak dan tingginya konsumsi masyarakat tertentu terhadap
daging katak tidak menutup kemungkinan katak banyak diburu di alam oleh para
peternak katak. Penangkapan katak di alam yang dilakukan secara terus menerus
guna memenuhi kebutuhan konsumen dapat mengganggu populasi katak yang
nantinya dapat mengganggu keseimbangan alam. Menghadapi masalah tersebut
Indonesia mengambil kebijaksanaan mendatangkan katak budidaya dari Inggris
dan Amerika yaitu Rana catesbeiana (Arie, 1998:7).

Rana catesbeiana memiliki beberapa kelebihan dibandingkan katak
konsumsi Indonesia di antaranya adalah mudsh beradaptasi di lingkungan
budidaya, ukuran lebih besar, pertumbuhan lebih cepat, tidak tergantung pada
pakan alami dan kandungan gizinya lebih tinggi. Kelebihan-kelebihan tersebut
sangal memungkinkan Rana catesheiana dibudidayakan di Indonesia baik dalam
skala besar ataupun kecil. Namun jumlah masyarakat yang membudidayakannya

masih relatif sedikit karena teknologinya masih belum banyak dikuasai. Oleh
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sebab itu, masih banyak perburuan liar dani katak konsumsi Indonesia, mengingat
di Indonesia ada lima jenis katak konsumsi yaitu Rana macrodon, Rana
cancrivora, Rana limnocharis, Rana erytraceae dan Rana tigrina (Arie, 1998:3).
Perburuan liar, penyempitan habitat serta pencemaran perairan merupakan
tekanan lingkungan paling besar yang dapat mempengaruhi kelangsungan hidup
bagi katak konsumsi Indonesia. Tekanan-tekanan lingkungan yang diterima disatu
s151 bisa mempunyai dampak terhadap penampilan ukuran dan bentuk, disisi lain
mempunyal pengaruh besar terhadap tingkat keragaman penetik (Salender,
1978:20). Demikian pula bagi Kana catesbeiana, keberadaannya sebagai hewan
introduksi dapat menambah plasma nuftah Indonesia akan tetapi disisi lain juga
dapat merusak plasma nutfah ash Indonesia. Suatu populasi akan mempunyai
keragaman penetik rendah terutama jika ada perubahan lingkungan yang kurang
menguntungkan. Di tengah-tengah keberadaannya yang semakin menurun di alam
bagi katak konsumsi Indonesia dan keberadaan Rana catesbeiana sebagai hewan
introduksi ternyata informasi mengenai penelaahan karakteristik genetiknya
masih sangat kurang. Penelaahan karakteristik genetik menjadi sangat penting
sebagai upaya untuk pengelolaan populasi katak konsumsi Indonesia dan bagi
Rana catesbeiana sebagai penambah plasma nuftah Indonesia. Kemampuan suatu
organisme untuk dapat beradaptasi terhadap perubahan lingkungan di alam sangat
ditentukan oleh variasi genetiknya, maka dikatakan keragaman genetik dipandang
sebagai bahan mentah (rawmaterial) bagi evolusi yang menyebabkan suatu
populasi dapat beradaptasi terhadap perubahan-perubahan di alam lingkungannya.
Berdasarkan uraian tersebut perlu adanya penelitian mengenai variasi
genetik dan Rana catesbeiana, Rana cancrivora dan Rana limnocharis melalui
studi protein dengan cara melihat karakteristik genetiknya yaitu melalui kajian
penampilan pola polimorfisme protein plasma darah dengan menggunakan

metode elekiroforesis.
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1.2 Rumusan Masalah .

1) adakah polimorfisme plasma darah pada lokus albumin (Alb), pre-albumin
(Pa) dan transferin (T) dari Rana catesbeiana, Rana cancrivora dan Hana
limnocharis?

2) adakah vanasi genetik pada Rana catesbeiana, Runa cancrivora dan Rang
limnocharis berdasarkan frekuensi heterozigositas setiap lokus gen spesies dan

frekuensi heterozigositas populasi ?

1.3 Batasan Masalah
Penelitian polimorfisme protein plasma darah ini hanya terbatas pada

lokus albumin (Alb), pre-albumin (Pa) dan transfenin (Tf).

1.4 Tujuan Penelitian

1} untuk mengetahui adanya polimorfisme protein plasma darah pada lokus
albumin (Alb), pre-albumin (Pa) dan transferin (11} Rana catesbeiana, Rana
cancrivora dan Rana limnocharis ?

2) untuk mengetahui adanya variasi genetik pada Rana catesheiana, Rana
cancrivora dan Rana limnocharis berdasarkan frekuensi heterozipositas setiap

lokus gen spesies dan frekuensi heterozigositas populasi?

1.5 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat untuk kajian taksonomi
dan kajian genetika khususnya mengenai variasi genetik pada katak genus Rana

sebagal data dasar untuk menetapkan strategi konservasi (pelestarian) populasi
katak di alam,
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II TINJAUAN PUST

2.1 Karakteristik Morfologi dan Sistematika
2.1.1 Rana cancrivera

Species ini mempunyai ciri-ciri antara lain kepala pipih, berbentuk
segitiga, lebih panjang, moncong tumpul, timpanum jelas dengan diameter %
sampai 2/3 diameter mata. Gigi vomer terletak dalam jajaran miring mulai dari
koana kearah medio-posterior. Pada punggung terdapat banyak lipatan-lipatan
kulit (plika longitudinal, terdapat lipatan supratimpani vang jelas dari mata aksila.
Kaki depan berjari lancip dan tidak berselaput, kaki belakang berselaput sampai
bonggol janri keempat yang terluar. Jari keempat pada kaki belakang lebih panjang
daripada jani pertama dan kedua dengan dua falang tidak berselaput renang. Kulit
pada bagian belakang punggung berbintil dan bergaris punggung hijau, kaki depan
banyak bercak berwarna hitam atau kelabu tua. Penentuan hewan jantan yaitu
adanya kantong suara, leher berwamna hitam dan timpanumnya lebih besar

(Iskandar, 1998:21;:Van Kampen, 1923:110),

2.1.2 Rana limnocharis

Species ini mempunyai ciri-cin sebagai berikut kepala runcing, lebih lebar
dari panjangnya, jari kaki depan tidak berselaput sedangkan kaki belakang
berselaput tidak mencapai pertengahan bonggol jari keempat. Ujung jari tidak
melebar, memiliki bintil metatarsal. Warna tubuh coklat kehijauan dengan bintik
gelap simetris yang tidak terlihat jelas, Kulit berkerut, tertutup oleh bintil-bintil
memanjang yang agak jarang. Bintil ini biasanya memanjang scjajar dengan

sumbu tubuh (Iskandar, 1998:23;Van Kampen, 1923:112).

2.1.3 Rana catesbeiana
Species ini mempunyai ciri-ciri sebagai berikut kepala berbentuk segitiga,
mulutnya lebar dan tidak berada di ujung kepala tetapi agak sedikit ke bawah dan

membelah secara horizontal hampir keseluruh bagian .kcpaia. Mata besar

berwarna hitam dan pada bagian punggungnya berbentuk cincin berwarna coklat
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Menurut Sofro (1991:12) ditinjaudan segi genetik biokoimia, banyaknya
molekul protein yang dijumpai dalam darah baik dalam komponen cair maupun
komponen padatnya merupakan pengejawantahan ckspresi gena yang ada dalam
organisme vang bersangkutan, artinya kelainan yang menyangkut gena sebaga
penyimpan dan pelindung sifat keturunan dapat dengan mudah diamati dan
dideteksi lewat pemeriksaan dengan menggunakan darah. Gena merupakan unit
fisik yang terletak dalam kromosom, yang terutama tersususun atas asam
deoksiribo nukleat (DNA) dan protein. Sebagai pembawa cin-cin yang
diwariskan kajian terhadapnya membuktikan bahwa asam nukleat penyusun gen
memiliki sifat yvang memenuhi syarat tertentu dimana persyaratan ini dipenuhi
oleh DNA vang dapat mengalami pembelahan menjadi dua secara persis
disamping terbukti memegang peranan penting dalam mengatur akiifitas sel.
Melalui berbagai macam percobaan dan pengamatan, disamping sifat stabilnya
yang dapat diwariskan tanpa perubahan ternyata molekul DNA juga dapat
mengalami perubahan sehingga tidak persis sama dengan cin induknya, keadaan
ini dikenal dengan mutasi.

Mutasi merupakan perubahan di dalam urutan kodon dari DNA dalam
suatu genom (Smith, 1998:53} sedangkan menurut Sofro (1994:30) mutasi
didefinisikan sebagai suatu bias perubahan yang menurun yang tidak disebabkan
oleh regenerasi atau rekombinasi normal dari mateni genetik yang tidak berubah.
Mutasi dalam gen merupakan faktor penentu timbulnya keanekaragaman genetik.
Mutasi gen akan menyebabkan perubahan struktur DNA, Akibat perubahan ini
apabila terjadi transknipsi dan translasi, polipeptida yang terbentuk berbeda
dengan polipeptida sebelumnya. Inilah salah satu bahan dasar untuk terbentuk
protein yang bervaniasi. Mutasi gen menyebabkan dihasilkannya protein mutan
yaitu spesifikasi protein yang disintesis berlainan dari normalnya. Keberadaen
protein mutan di dalam suatu populasi dapat menyebabkan anggota-anggota
populasi tersebut diklasifikasikan menjadi dua atau lebih fenotip protein. Fenotip
protein tersebut dapat dianggap sebagai cin fenotip individu, Pola pita yang
berbeda-beda menunjukkan vanasi fenotip individu dan akan menghasilkan

perbedaan distribusi gcn pada suatu populasi (Warwick, 1990:120).
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Mutasi dalam gen merupakan faktor penentu timbulnya keanekaragaman genetik.
Mutasi gen akan menyebabkan perubahan struktur DNA. Akibat perubahan ini
apabila terjadi transkripsi dan translasi, polipeptida yang terbentuk berbeda
dengan polipeptida sebelumnya. Inilah salah satu bahan dasar untuk terbentuk
protein yang bervariasi. Mutasi gen menyebabkan dihasilkannya protein mutan
yaitu spesifikasi protein yang disintesis berlainan dari normalnya. Keberadaan
protein mutan di dalam suatu populasi dapat menyebabkan anggota-anggota
populasi tersebut diklasifikasikan menjadi dua atau lebih fenotip protein. Fenotip
protemn terscbut dapat dianggap sebagai ciri fenotip individu. Pola pita yang
berbeda-beda menunjukkan variasi fenotip individu dan akan menghasilkan

perbedaan distribusi gen pada suatu populasi (Warwick, 1990:120),
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Pengkajian mengenai adanya variesi genetik antara lain dapat dilakukan
melalui studi protein dengan cara melihat pada karakteristik genetiknya yaitu
melalui kajian panampilam pola polimorfisme protein darah dengan menggunakan
metode elektroforesis (Sofro, 1994:34). Studi polimorfisme disebut juga sebagai
studi tentang karaktenstik dan berbagai protein, berdasarkan pengertian bahwa
protein atau enzim merupakan produk langsung gen yang tidak terpengaruh olch
perubahan hngkungan. Struktur berbagai protein yang dibedakan oleh urutan
asam amino akan menggambarkan perbedaan urutan basa-basa dalam DNA.
Perbedaan basa nitrogen dalam DNA dapat diangpap sebagai sifat biokimia yang
paling beralasan untuk membedakan organisme.

Elektroforesis merupakan suatu teknik yang digunakan untuk memisahkan
molekul-molekul protein pada suatu media berupa gel dalam medan listrik. Semua
protein mempunyai muatan listrik yang ditentukan oleh komposisi asam amino
penyusunnya dan ph medium. Mobihtas protein melalui matriks selama
elektroforesis dipengaruhi oleh muatan rantai samping. Pada kondisi ph tinggi
gugus karboksil akan bermuatan negatif sedangkan pada kondisi ph rendah
gugus amino bermuatan positif (Holme et al, 1993:414 ; Ferguson, 1980:35).
Metode elekiroforesis protein mampu memisahkan polipeptida-polipeptida yang
disandikan oleh alela-alela yang berbeda, sehingga dapat mengungkapkan
keragaman genetik populasi alami, aliran gen, hibridisasi, batasan spesies dan
jarak filogenetik (Murphy ef a/., 1996 dalam Nasral dan Kasmiruddin, 2000:6).

Berdasarkan matriks gel, metode clekiroforesis protein dibagi menjadi
empat metode utama, yaitu (1) elektroforesis gel pati (Starch gel electrophoresis,
SGE), (2) elektroforesis gel akrilamid (Polyvacrilamid gel electrophoresis, PAGE),
(3) elektroforesis gel selulosa asetat (Cellulose acetat gel electrophoresis, CAGE),
(4) elektroforesis gel agar (Agarose gel electrophoresis, AGE) (Chung, 1987:40).

Berdasarkan kondisi ph gel, metode elektroforesis dibagi menjadi dua
yaitu elektroforesis protein seperti terscbut diatas dan iseelectric focusing
electrophoresis. Gel pada isoelectric focusing electrophoresis mempunyai gradien
pH yang dibuat semakin meningkat sedikit demi sedikit (0,01 unit ph) dari anoda

sampai ke katoda. Berbeda dengan elektroforesis protein lain, protein-protein
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tertentu di dalam sampel pada 1soelectric 'ﬁ:-cusing clectrophoresis akan bergerak
menuju pH yvang sesuai dengan titik isoclekiriknya.

Adapun yang dimaksud dengan istilah polimorfisme protein yaitu apabila
suatu protein dapat dikalegorikan dalam beberapa fenotip protein yang dikontrol
oleh dua alel atau lebih pada suatu lokus gen tertentu (Harris, 1994:314). Batas
untuk menetapkan suatu lokus tergolong sebagai lokus polimorfik yaitu apabila
frekuensi alel paling umum yang ditemukan tidak melebihi 99% atau 0,99 (Harris,
1994:314).

Beberapa protein yang menunjukkan polimorfisme adalah:

1) albumin

Albumin tersusun atas asam amino dengan berat molekul 65.000 dalton
(Sofro, 1992:13). Albumin merupakan protein utama dalam plasma darah (kurang
lebih 3,447 g/dL) dan menyusun sckitar 40 % dari albumin terdapat dalam
plasma, 60 % lainnya terdapat dalam ruang ekstraseluler. Albumin pada mulanya
disintesis sebagai preprotein (Harper ef @/, 1997:731). Albumin berperan penting
untuk mengikat berbagai macam ligant, ligant ini mencakup asam lemak bebas
(FFA), kalsium, hormon steroid tertentu, bilirubin dan sebagai triptofan plasma.
Disamping itu memainkan peranan penting dalam transportasi obat yang
mengandung unsur tembaga (Brown, 1988:379). Menurut Sofro (1992:13),
albumin bertanggung jawab sekitar 80 % dari tekanan osmotik koloid dalam
pembuluh darah. Penelitian tentang albumin telah banyak dilakukan di antaranya
oleh Mulyono dkk. (1995); Irene ef al. (1985); dan Astuti (1997). Wargasetia
(1995), telah meneliti variasi lokus gen pada albumin untuk menentukan
kekerabatan pada spesies Rana chalconota dan Rana nicobariensis hasilnya
menunjukkan bahwa kedua spesies tersebut memiliki pola albumin yang sama,
dengan demikian Rana chalconota dan Rana nicobariensis berkerabat cukup
dekat. Nasral dan Kasmirudin (2000;20) meneliti keragaman genetik genus Rana

di propinsi Bengkulu berdasarkan polimorfisme protein, dihasilkan bahwa lokus

albumin bersifat pelimorfik untuk papulasi katak Rana eancrivora yang diwakili

oleh dua macam alel yaitu AIb® dan Alb® Sedangkan Nasaruddin (1998)
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mendapatkan lokus albumin bersifat pelimorfik untuk populasi katak Rana
cancrivora di Jawa Tengah vang diwakili oleh tiga macam alel yaitu A, B dan C.
2) pre-albumin

Pre-albumin (Pa) memiliki berat molekul 54.000 dalton. Protein pre-
albumin berperan di dalam pengikatan dan pengangkutan vitamin A serta hormon
thyroxmte, Hasil analisis elektroforesis memperlihatkan bahwa protein pre-
albumin bermigrasi di depan protein albumin dengan membentuk dua pita di
depan pita albumin (Mu’in, 1996:375). Polimorfisme lukus pre-albumin pada
beberapa hewan telah banvak ditemukan oleh bebeapa peneliti. Di antaranya
adalah Mu’in (1996) dan Lumatauw (1993), Mu'in {1996:15) telah meneliti
adanya polimorfisme lokus Pa pada lima macam ayam lokal Indonesia. Lima
fenotip lokus Pa ditemukan pada lima macam ayam lokal Indonesia yang
mewakili genotip Pa“®, Pa™™, Pa"™, Pa“" dan Pa™. Lokus Pa ayam Kampung
Legund, avam Kedu Hitam dan ayam Peranakan Bangkok dikontrol oleh dua alel
(Pa" dan Pa") sedangkan lokus Pa ayam Kampung Normal dan ayam Kampung
Walik dikontrol oleh tiga alel (Pa", Pa" dan Pa"). Lokus Pa ini bersifat polimorfik
kecuali pada ayam Kampung Legund menunjukkan sifat non polimorfik.
3) transferin

Transfenin (Tf) disebut juga siderofilin adalah B-globulin dalam plasma
darah dan memiliki berat molekul sekitar 80. 000 dalton (Sofro, 1992:145).
Protein ini adalah glikoprotein dan disintesis dalam hati, mempunyai peranan
sentral dalam metabolisme zat besi tubuh karena unsur protein ini mengangkut zat
besi (2 mol Fe'™ per mol transferin) dalam sirkulasi ke tf:ﬁ]pat dimana zat besi
diperlukan (Harper er al.,, 1997:733). Secara elektroforesis fenotip yang umum
dijumpai dari transferin manusia adalah TfC 1, TfC 2-1 dan TfC 2 yang tampak
sebagai satu pita dalam bentuk homozigo* dan dalam bentuk heterozigot dengan
salah satu alel jarang, akan tampak pita tambahan (Sofro, 1992:146). Adanya
polimorfisme lokus Tf pada beberapa katak telah ditemukan diantaranya pada
populasi Rana cancrivora Bengkulu Utara dan Bengkulu Selatan. Rana

cancrivora populasi Bengkulu Utara dikontrol oleh dua macam alel (Tf* dan Ti®),
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sedangkan Rana cancrivora populasi Bengkulu Selatan dikontrol tiga alel e
T dan TI) (Nasral dan Kasmiruddin, 2000:20)

2.3 Heterozigositas

Heterozigositas merupakan ukuran keragaman genetik pada populasi,
Aktivitas berkelamin merupakan salah satu faktor yang menentukan keragaman
genetik dalam suatu populasi. Berkelamin merupakan aktifitas organisme yang
berketurunan secara seksual, dengan cara ini suatu organisme mempertahankan
keberadaannya. Ciri-ciri genetis yang ada pada suatu generasi dengan sendirinya
akan dapat diamati pula pada generasi keturunannya. Kegagalan individu dalam
suatu organisme untuk bereproduksi setelah berkelamin atau kawin menyiratkan
ketidakmampuan ciri genetis yang termuat dalam genom organisme tersebut untuk
tetap bertahan dalam suatu kondisi yang sedang berlangsung. Jadi pada organisme
yang berkembang secara seksual, reproduksi secara seksual bukannya mengurangi
keanekaragaman tetapi mempertahankan adanya keanckaragaman. Nei (1987:50)
menyatakan salah satu faktor yang mempengaruhi tingkat heterozigositas yaitu
ukuran populasi. Suatu populasi lokal yang tertutup dan tidak bermigrasi
cenderung mempunyai tingkat heterozigositas genetik yang lebih kecil
dibandingkan dengan populasi lokal yang terbuka dan mudah melakukan migrasi.
Nasral dan Kasmiruddin (2000:23) dalam penelitiannya yang berjudul °
Keragaman Genetik Genus Rana (Ranidae: cancrivora) di Propinsi Bengkulu
Berdasarkan Polimorfisme Protein” mendapatkan nilai heterozigositas yang
berbeda untuk lokus albumin, pre-albumin transferin dan plasma esterase pada
Rana cancrivora populasi Bengkulu Utara dan Bengkulu Selatan. Nilai
heterozigositas terbesar terdapat pada lokus transferin untuk populasi Bengkulu
Selatan yaitu 0,5513 dan Bengkulu Utara pada lokus plasma esterase sebesar
0,4963. Kemudian heterozigositas terbesar kedua terdapat pada lokus plasma
esterase untuk populasi Bengkulu Sclatan sebesar 0,4950 dan populasi Bengkulu
Utara pada lokus transferin sebesar 0,4950.
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i1l METODE PENEL '[J

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Waktu penelitian dilakukan pada bulan November 2001 - Januari 2002 dan
lokasi pengambilan R.catesbeiane di daerah  Tangsil Wetan-Bondowoso
sedangkan R cancrivora dan R. limnocharis di Desa Gambiran Kecamatan Kalisat
Kabupaten Jember. Preparasi sampel darah dilakukan di Laboratorium Dasar-
FMIPA UNEJ sedangkan analisis profil protein plasma darah dilakukan di
Laboratorium Biologi Molekuler UNE].

3.2 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah :
3.2.1 Bahan utama :
Tiga spesies katak Genus Ranag vaitu R catesbeiana (10 ekor),
R ancrivora (8 ekor) dan R. fimnocharis (9 ekor).
3.2.2 Bahan Kimia :
1) Untuk proses pengambilan sampel darah : Alkohol 70 % dan EDTA
(Etylenen Diamine Tetra Acetic ).
2) Untuk analisis profil protein darah ;
- Gel ; Acrylamide (Sigma, USA), NN’ -methylenen-bis-acrylamide
(Bio-Rad Laboratories ), Tris (Hydroksimethyl)}-amino-methane
(Merck,Germany), APS alau ammonium persulfate (Bio-Rad
Laboratories), SDS atau sodium dodecyl sulphate (BDH Limited
Poole, England), glycine (Merck, Germany), TEMED atau
N.MN.N' N-tetra-methyllene diamine’ (Bio-Rad Laboratories),
glycerine (Merck, Germany), Mercaptoetanol 2-b { Merck,
Germany), HCI atau hydrochloric acid ( Merck, Germany) dan
Aquades.
- Pewarnaan, pencucian dan penyimpanan gel: bromophenol bluec
(Merck, Germany), coosmassie brilliant blue R-250 (BDH
Chemical Ltd, England), poncoeau S, TCA atau trichloro acetic
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acid { Merck, Germany), nfethanol (Merck, Germany), AAG atau
acetic acid glaciale ( Merck, Germany)

3.3 Alat Penelitian

a. Alat untuk preparasi sampel plasma darah terdini dan :

Disposable synnge 1 ml (Terumo, Japan), tabung Eppendorf 1,5 ml,
mikropipet ( Socorex, Swiss ), Yellow tip, freezer (Sanyo, SCF 4N), sentrifuse
(Sigma 3 K 12).

b. Alat untuk mengamati profil protein terdin dan :

Disposable syringe 1 ml (Terumo, Japan), tabung Eppendorf 1,5 ml,
mikropipet ( Socorex, Swiss ), Yellow tip, freezer (Sanyo, SCF 4N), sentrifuse
(Sigma 3 K 12). timbangan analitik (Sartorius), pH meter (TOA model HSM-
10A), magnetic strirer dan perlengkapannya, botol Duran (Scott, Jerman), shaker
(RIKO RS - 12 TE), seperangkat alat elektroforesis sistem vertikal (Mini protean
Il dual Slab Cell, Bio Craf), Power supply (Bio Craf) dan kamera { NIKON, 10
FM ).

3.4 Prosedur Penelitian
Deteksi dan visualisasi protein darah katak dengan polyakrilamide gel

elektroforesis (Chung, 1987: 101)

a. Preparas: sampel darah
Darah diambil dan jantung pada masing-masing spesies katak dengan
terlebih dahulu membedah pada bagian abdomennya kemudian darah
diambil dengan menggunakan disposable syringe steril sebanyak 0,5 ml
Kemudian darah dimasukkan ke dalam tabung eppendorf 1,5 ml yang
berisi EDTA (kurang lebih 1,5 mg per 1 ml darah). Tabung eppendorf
tersebut selanjutnya ditutup dan digovang perlahan apar darah bercampur
dengan EDTA, lalu dimasukkan ke dalam termos es sebelum dilakukan
sentrifuse Contoh darah disenirifuse selama 10 menit pada 4000 rpm
untuk memisahkan plasma darah dan sel darah. Plasma darah yang
terbentuk kemudian dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan disimpan

dalam freezer dengan suhu -20 °C sampai dilakukan elektroforesis. Plasma
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darah dan protein standar yang telah diketahui berat molekulnya masing-

masing sebanyak 2 pl dimasukkan ke dalam tabung eppendorf kemudian

ditambahkan buffer sampel yang telah diberi 2-B-mercaptoethanol dan

0,05% (W/V) bromopheno! blue dengan perbandingan 1:4,

diinkubasikanpada suhu 95°C selama 4 menit. Selanjutnya dibiarkan pada

suhu kamar ketika hendak diisikan (loading) ke dalam sumuran {well) gel.

b. Penyiapan gel polyacrilamide untuk elektroforesis

i)

1)

Pembuatan gel pemisah (running gel):

Untuk protein plasma darah gel pemisah dibuat dengan kadar
aknlamid sebesar 12 %, yaitu dengan mencampurkan 4,0 ml larutan
akrilamid-bis (30% T;2.6% C); 3,35 ml aquabides; 2,50 ml larutan
buffer Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8,100 p larutan SDS (10%,w/v), 50 ul
larutan APS ( 10%) dan 5 ul TEMED.

Pembuatan gel penggertak (Stacking gel )

Untuk plasma darah dibuat denpan kadar akrilamid-bis sebesar 4,5%
vaitu dengan mencampurkan 2 ml larutan akrilamid bis (30 % T
2,6%C); 1,55 ml aquabides; 1,25 ml larutan buffer tris HCI 0,5 M ph
6.8; 50 pl larutan SDS (10 %, w/v); 25 pl larutan APS (10%) dan 5 ul
TEMED.

c. Pelaksanaan Elektroforesis Gel

1)

111)

Rakitan alat untuk pembuatan gel (Mini Protean Bio-Rad) yang terdin
atas dua keping kaca digabung di antara plastik spacer yang diletakkan
di sisi kiri dan kanan kemudian dijepit dengan kuat.

Larutan gel pemisah yang telah dibuat tersebut kemudian dimasukkan
ke dalam rakitan (no.l) sampai 2/3 isi rakitan, dengan menyisakan
ruang untuk gel penggertak (kurang lebih 2 cm). Larutan isobutanol
ditambah diatas gel dan dibiarkan sampai gel memadat.

Memasukkan sisir gel di antara dua keping kaca kemudian
menuangkan gel penggertak ke dalam ruang di antara dua keping
kaca di atas gel pemisah yang telah memadat. Apabila gel penggertak

telah memadat maka sisir gel dilepas.
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iv) Keping kaca yang telah berisi gel pemisah dan penggertak yang telah
memadat dipasang ke holder, selanjutnya dimasukkan ke dalam
bejana alat elektroforesis dan diisi buffer elekiroda sampai merendam

alur gel (well)

Pemuatan {Loading)

Plasma darah sebanyak 5 pl dicampur dengan 20 pl larutan buffer sampel,
dipanaskan pada suhu 95 °C selama 4 menit, selanjutnya sebanyak 5 pl
campuran tersebut diteteskan ke dalam alur gel (well). Protein standart
dimasukkan ke dalam alur gel (well) disisi paling kanan, sedangkan plasma
darah dimasukkan ke dalam alur gel lainnya.

Rakitan elektroforesis yang telah berisi gel dan running buffer dialiri arus
listnk 5 A dari power supply dengan tegangan 100 V sampai warna penanda
mencapai | cm dari dasar gel (kira- kiral,5 jam).

Running dihentikan, gel dikeluarkan dari apitan kaca dan dicuci sampai bersih
dengan aquades. Stacking gel dipisahkan dengan skapel kemudian running gel
direndam dalam pewarna yang sebelumnya diberi penanda pada salah satu
ujungnya.

Pewarnaan gel (staining)

Running gel direndam dalam pewarna coomasie blue 0,1% selama 30 menit
atau 24 jam dengan diinkubasikan di atas shaker.

Pencucian (distaining) dan penyimpanan gel

Setelah diinkubasikan, gel dicuci dengan merendam gel kedalam larutan yang
terdiri atas asam asetat 30% dan metanol 10% selama 15 menit atau sampai
nampak pita-pita protein pada gel yang berwama biru. Gel tersebut
dikeringkan dengan kertas kaca selanjutnya gel difoto fuji color film HG 200.
Pita-pita yang tampak pada gel hasil elektroforesis diamati berdasarkan jumlah
dan posisi pita yang terbentuk.
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3.5 Analisis Data

Identifikasi hasil elektroforesis : Identifikasi pita protein plasma darah
yang tampak pada gel dilakukan dengan menghitung berat molekul berdasarkan
mobilitas relatif (Rf-nya) dibandingkan dengan marker yang sudah diketahui berat
molekulnya ( Chung, 1987: 123). Atas dasar jumlah pita protein yang terbentuk
pada lokus albumin, pre-albumin dan transferin, kemudian dihitung frekuensi alel

dengan rumus:

2Ho+ He
2N

Keterangan .

Ho : nilai homozigositas dari alel

He : nilai heterozigositas dan alel

N :jumlah individu (sampel) (Ferguson, 1980:163).
Kemudian batas untuk menetapkan suatu lokus tergolong sebagai lokus
polimorfik vyaitu apabila frekuensi alel paling umum yang ditemukan tidak
melebih 99 % atau 0,99 (Haris, 1994:342),

Besarnya variasi genetik pada ketiga spesies katak yang diteliti dapal
ditentukan berdasarkan salah satu parameler genetik yaitu heterozigositas (HL).

Heterozigositas untuk setiap lokus gen spesies dihitung dengan rumus !

HL =1 - Zxi®
dimana,
HL : nilai heterozigositas lokus

x1 : frekuensi alel ke-i pada setiap lokus untuk setiap spesies

—
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Sedangkan heterozigositas populasi dari®semua lokus yang diuji (r), dihitung

dengan rumus :

H = Zhyr
Keterangan :
H : nilai heterozigositas populasi
h) : heterozipositas ke-j

r Jumlah lokus yang diupi ( Nei, 1987:55)
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V KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

1) Polimorfisme protein darah ditemukan pada lokus albumin, pre-albumin dan
transferin pada ketiga spesies katak yang diteliti. Lokus albumin dikontrol
oleh tiga alel (Alb", Alb"” dan Alb). Sedangkan pre-albumin dan transferin
dikontrol oleh dua alel (Pa®, Pa” . T, ’I“t”}. Alel Alb" dan Pa® merupakan
alel yang umum ditemukan pada spesies R. cancrivora dan R limnocharis
sedangkan Alb" dan Pa” merupakan alel yang umum ditemukan hanva pada
spesies K. catesheiana. Untuk lokus transferin, alel yang umum ditemukan
baik pada spesies K. cancrivora, R, limnocharis dan R. eatesheiana adalah T,

2) Variasi genetik R. catesbetuna, R. cancrivora dan R limnocharis tercermin
pada heterozigositas populasi (H). Rata-rata heterozigositas  untuk

K. catesbeiana, R. cancrivora dan K. limnocharis masing-masing adalah
55,2 %, 47,6 % dan 42 ,6%.

5.2 Saran

Penelitian polimorfisme protein plasma darah pada tiga spesies katak ini
masih terbatas pada lokus albmin, pre-albumin dan transferin schingga masil
diperlukan penelitian lanjutan untuk melihat polimorfisme pada lokus lainnya
sepertl haemoglobin atau pada isoenzim bahkan sampai pada aras DNA. Juga
masih diperlukan penelitian mengenai jarak fenotip dan hubungan kekerabatan

dari ketiga species katak yang diteliti.
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MATRIK PENELITIAN -~ ol
JUDUL | RUMUSAN MASALAH _VARIABEL PARAMETER | METODE PENELITIAN
*olimorfisme - Adakah Variabel bebas Polimorfisme |- Lokasi Pengambilan dari tiga spesies katak
rotein Plasma polimorfisme protein polimorfisme protein plasma dilakukan di Tangsil Wetan Bondowoso dan Desa
darah pada Rana plasma darah pada protein plasma darah pada : Gambiran Kalisat.
ancrivora, Rana lokus albumin (Alb), darah. albumin (Alb), |- Preparasi sampel dan analisis profil protein
atesheiona dan pre albumin (Pa) dan Variabel terikat : pre lbumin | dilakukan di laboratorium Dasar Fakultas MIPA dan
2ana limnocharis transferin (T1) dari tiga spesies (Pa) dan Lab. Biologi Molekuler-Universitas Jember,
Rana cancrivora, katak yaitu transferin (Tf). | - Penentuan Polimorfisme protein darah dengan tehnik
Rana catesheiana Rana ¢lektroforesis gel
dan Rana CAancrivord, -  Analisis data :
limnocharis Rana - ldentifikasi hasil elektroforesis : menghitung BM
- Adakah variasi catesberanya dan berdasarkan Rf dibandingkan dengan marker.
genetik pada Rana Rana - Menghitung frekuensi alel dengan prinsip Hukum
cancrivora, Rana fimnocharis. Keseimbangan Hardy-Weinberg dengan rumus :

catesheiana dan
Rane limnocharis

berdasarkan
frekuensi
heterozigositas setiap
lokus gen species
dan frekuensi
heterozigositas

populasi ?

Ll

2Ho + He
2N
Menghitung heterozigositas untuk setiap lokus gen
yang diamati :
HL = 1-ZXi’
Menghitung heterozigositas populasi :
H= Zhyfr
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Lampiran 2

Hasil perhitungan frekuensi genotip; frekuensi alel dan heterozigositas pada
lokus albumin, pre-albumin dan transferin dari K. concrivora, K. limnocharis dan
. catesbeiana,

R cancrivora
| Albumin
Individu 1 T 4 gl 6 7 8

“Genotip  AB AB AC AR AC AB AA AC

Frekuensi genotip
AB= 4/8=05

AC=3/8 =0,375
AA=1/8 =0,125

Frekuensi alel
_2_Hr;+ He

T
e 2x1+7
16
= (,5625
B=4/16
=025
C =3/16
=0,1875

Heterozigositas
HL = 1- (0,5625% + 0,25 + 0,1875%)
=1-{0,3164 + 00,0625+ 0,0351)
=058
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2. Pre- albumin

35

Individu 1 2 3 4 T 7 8
Genotip AB AB  AB  AB AB AB AA AN
Frekuensi genotip frekuensi alel
AB = 6/8 A=10/16

=0,75 = 0,625
AA =2/8 B=6/16

=0,25 = 0,375
HL = 1-(0,625% + 0,375%)

=1-(0,391+0,141)

= 0,468
3. Transferin
Individu | 2 3 4 5 GAR T 8
Genotip AA AB  AB i AB

Frekuensi genotip
AA=4/8
=0.5
AB=4/8
=35
HL =1-(0,75° +0,25%)
=1-{0,5625 + 0,0625)
={,375

AA  AB AA AA

frekuensi alel

A=12/16
=75

B=4/16
=025
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-
I limnocharis

|, Albumin
Individu 1| 2 3 4
Genotip AB  AB AB  AB

R e

AR AB AA  AB  AB

Frekuensi genotip

(rekuensi alel

AB =89 A=10/18
= 0,89 = 0,56
AA=1/9 B=28/18
= 0,11 = 0,44
HL = 1- (0,56 + 0,44%)
=1-(0,3136+ 0,1936)
=0,4928
2 Pre - albumin
Individu 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Genotip BB BB BB AA

Af  AA AA AA AR

Frekuensi genotip
AM = /(9
- 067
BB =3/9
= 0,33
HL = 1- (0,67* + 0,33%)
= |- {0,4489 + 0, 1089}
= 0,442

frekuensi alel

A=12/18
=0.67

BE=6/18
={,33
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3.transferin

Individu 1 2 3

5 6 7

" Genotip AB  AB AB

Frekuensi genotip

AA =5/9
=0,56

B =4/9
=044

HL = 1-((,78° + 0,22%)
= 1-(0,6084 + 0,0484)
=0,3432

AA AA  AA

frekuensi alel

A=14/18
=0,78

B=4/18
=(,22

AB

9

AN

-

37
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K. ecateshetana

. Albumin
B R T U TR el e . e S e
Genotip AB  AB  AB AB AB BB BB AB AB  AD
Frekuensi genotip frekuensi alel
AB = 8/10 A =820
=0,8 =04
BB = 2/10 B=12/20
=02 =0,6
HL = 1- (04" + 0,69
=1-(0,16 + 0,36)
= 0,78
2. Pre - Albumin
Individu 1 SN 4 5 6 7 9 10
Genotip BB BB BB BB AA AA AA BB BB

BB

Frekuensi genotip
AA=3/10
=03
BB=7/10
=T
HL = 1-(0,3% + 0,7%)
= 1- (0,09 + 0,49)
=042

frekuensi alel

A =620
=03

B=14/20
=07
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3. translerin

TIndividu 1 el L 4

- T B 9

39

10

Genotip AB AB AB AB

AA AA AA AB AB

AB

Frekuensi genotip
AB=7/10
=07
AA=3/10
=03
HL = 1-(0,65% + 0,35%)
=1-(0,4225+ 0,1225)
= 0455

frekuensi alel
A=1320
=065
B =720
- 035
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Lampiran 3

Foto ketiga species katak yang diteliti dan seperangkat alat elektroforesis sistem

vertikal,

Keterangan : A. R. cancrivora ; B. R. limnochafis ; C*R. batesbeiana ™

Keterangan : Seperangkat alat elektroforesis sistem vertikal.,
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