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[Interspecific Variation of Indonesian Hornbill (Aves: Bucerotidae) Based on
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ABSTRACT

Genetic information of Indonesian hornbills (Julang) is still limited. Base on the reason, we sequenced the cytochrome b gene of three
hornbill species (Rhyticeros undulatus, R. plicatus, and Aceros cassidix) to explore their genetic variation, distance, and phylogenetic. Nine
blood samples for Cyt b from three hornbill species were isolated with Dneasy® Blood and Tissue Kit base on Spin-Column Protocol,
Qiagen. Single Nucleotide Polymorphism (SNP), genetic distance, and phylogeny were calculated by MEGA 6.0 software. This study found
that there were variations in the Cyt b gene sequence (849 bp) among three species Indonesian Julang. Rhyticeros undulatus had the most
SNP compared to R. plicatus and Aceros cassidix. Substitution of synonyms is more common than substitution of non-synonyms and
transition substitution frequency tends to be much higher than transversion substitution. The three species of Indonesian Julang were
markedly separate with an average genetic distance of 5.25%. and separated with the outgroup species at a genetic distance of 9.43%.
Cytochrome b sequence genes from these three hornbill species are new data for identifying and classifying hornbills, and could be applied
to prevent illegal poaching and conservation management in Indonesia.

Key words: Cytochrome b, genetic distance, hornbills, interspecific variation, phylogenetic.

ABSTRAK

Mengingat terbatasnya informasi mengenai genetik Julang asal Indonesia maka penelitian mengenai sekuensing gen Cyt b mtDNA dari tiga
jenis Julang (Rhyticeros undulatus, R. plicatus, dan Aceros cassidix) ini dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi variasi
interspesifik sesamanya. Sembilan sampel darah Julang diisolasi dengan Dneasy® Blood and Tissue Kit berdasarkan prosedur Spin-Column
Protocol, Qiagen. Polimorfisme nukleotida, jarak genetik, dan kekerabatan dihitung menggunakan perangkat MEGA 60. Penelitian ini
menemukan adanya variasi pada sekuen gen Cyt b (849 pb) antar jenis Julang Indonesia. Rhyticeros undulatus memiliki SNP paling banyak
dibandingkan R. plicatus dan A ceros cassidix. Substitusi sinonim lebih sering terjadi dari pada substitusi non-sinonim dan substitusi transisi
cenderung lebih banyak dibandingkan substitusi transversi. Ketiga jenis Julang Indonesia terpisah nyata dengan jarak genetik rata-rata
5,25%. dan terpisah cukup jauh dengan jenis outgroup pada jarak genetik 9,43%. Sekuen gen Cyt b tiga jenis Julang ini merupakan data
baru untuk identifikasi dan pengelempokkan Julang, dan dapat diaplikasikan untuk mencegah perdagangan ilegal dan manajemen konservasi
di Indonesia.

Kata kunci: Cyfochrome b, jarak genetik, Julang, variasi interspesifik, filogenetik.

PENDAHULUAN

Julang merupakan kelompok Aves yang
termasuk ke dalam famili Bucerotidae. Di Indonesia
terdapat lima jenis Julang yaitu Julang Jambul-hitam
Aceros corrugatus, Julang Sulawesi Aceros cassidix,
Julang Emas Rhyticeros undulatus, Julang Irian
Rhyticeros plicatus, dan Julang Sumba Rhyticeros
everetti (Sukmantoro et al, 2007). Burung ini
memakan buah-buahan, serangga, dan mamalia kecil
(MacKinnon et al, 2010; Chaisuriyanun et al.,
2011), serta sebagai pemencar biji tumbuhan di
hutan (Kinnaird 1998; Kitamura et al, 2008;
Balasubramanian et al, 2011), bersarang pada
lubang pohon yang terbentuk secara alami
(Poonswad ef al., 2013). Semua jenis Julang tersebut
dilindungi menurut Peraturan Menteri Lingkungan

Hidup dan Kehutanan Nomor P.106 Tahun 2018
(KLHK, 2018).

Gangguan habitat yang intensif dan maraknya
perburuan satwa liar telah menyebabkan penurunan
populasi Julang di alam. Salah satu bentuk gangguan
habitat Julang berupa penurunan luas habitat
hutan dan terbentuknya fragmen-fragmen hutan
dengan luasan yang sempit. Julang sangat sensitif
terhadap fragmentasi habitat, sehingga mereka
merupakan salah satu komponen ekosistem tropis
yang sangat terancam (Kinnaird dan O’Brien, 2007).
Julang dan semua jenis rangkong lainnya diburu oleh
masyarakat di berbagai tempat di Indonesia. Bagian
tubuh burung hasil buruan digunakan sebagai
material asessoris kesenian tradisional, bahan
makanan (Bennett et al., 1997), dan diperdagangkan
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illegal baik di pasar nasional maupun internasional.
Populasi dengan jumlah individu yang kecil
memiliki resiko berkurangnya variabilitas genetik
dan peningkatan silang dalam (inbreeding) (Ralls et
al., 1988; Haig dan Nordstrom, 1991).

Pengelompokkan genus dan jenis Julang
berbeda antar peneliti. Kemp (1988) dan MacKinnon
et al (2010) mengelompokkan kelima jenis
Julang Indonesia ke dalam genus Aceros.
Sukmantoro et al. (2007) dan Gonzales et al. (2013)
membaginya menjadi dua genus yaitu Rhyticeros
(Rhyticeros undulatus, R. plicatus, dan R. everetti)
dan Aceros (Aceros cassidix dan A. corrugatus).
Sementara Coates et al. (2000), Viseshakul et al.
(2011), dan  Poonswad et dal (2013)
mengelompokkan kelimanya ke dalam genus
Rhyticeros. Eaton et al. (2016) memasukkan empat
jenis Julang (Julang Sulawesi, Julang Emas, Julang
Irian, dan Julang Sumba) ke dalam genus Rhyticeros
dan satu jenis lainnya (Julang Jambul-hitam)
bergabung ke dalam genus Rhabdotorrhinus.
Perbedaan dalam pengelompokkan nama genus dan
jenis tersebut terjadi perbedaan unit
taksonomi yang digunakan di dalam determinasi,
yaitu morfologi dan genetik. Determinasi dan
penyusunan filogeni takson burung menggunakan
marka genetik telah banyak dilakukan (Sibley et al.,
1990; Srikwan dan Woodruff, 1998; Morin et al.,
1994; Delport et al, 2002; Hebert et al., 2004;
Viseshakul er al, 2011; Gonzales et al, 2013).
Bahkan, beberapa peneliti telah menggunakan
informasi genetik dalam pemisahan jenis (Hebert et
al., 2004; Zink et al., 2002).

Selain gen COI, gen cytochrome b DNA
mitokondria (Cyt b mtDNA) merupakan penanda
molekuler yang telah banyak digunakan untuk
determinasi baik intraspesies maupun interspesies
dan penyusunan filogeni takson burung (Krajewski
dan Fetzner, 1994; Randi, 1996; Zink et al, 2002;
Broders et al, 2003; Astuti et al., 2006; Tavares et
al., 2006; Rocha et al, 2014). Sebaliknya,
penggunaan gen Cyt b mtDNA dalam penyusunan
filogeni Julang termasuk jenis Bucerotidae lainnya

karena

masih terbatas, antara lain hanya oleh Morin ef al
(1994), Viseshakul et al. (2011), dan Gonzales et al.
(2013). Namun, Julang asal Indonesia masih sangat
terbatas diikutkan dalam rekonstruksi filogeni dan
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pengelompokkan anggota famili Bucerotidae. Gen
Cyt b merupakan salah satu gen penyandi protein di
dalam genom mitokondria yang banyak digunakan
untuk meneliti hubungan jenis dari genus atau famili
yang sama (Kocher ef al., 1989). Gen penyandi Cyt b
mempunyai ukuran 1140 pb, terletak diantara gen
penyandi tRNA®"™ dan gen penyandi tRNA™ pada
DNA mitokondria (Schmitz et al., 2002). Penelitian
ini  bertujuan untuk mendeskripsikan

interspesifik lima jenis Julang asal Indonesia.

variasi

BAHAN DAN CARA KERJA
Koleksi sampel

Penelitian ini dilaksanakan dari September 2015
sampai Desember 2017. Sembilan sampel darah (0,5-
1,0 ml) yang terdiri atas tiga jenis Julang (Julang
Emas, Julang Papua, dan Julang Sulawesi) diambil
melalui vena ulnaris, dan dipreservasi dengan etanol
(Tabel 1). Pengambilan sampel darah dari koleksi
hidup Taman Safari Indonesia (TSI), Taman
Margasatwa Ragunan (TMR), dan Taman Mini
Indonesia Indah (TMII) berpedoman pada dokumen
persetujuan komisi etik hewan IPB Nomor 39-2106
IPB tahun 2016. Analisis molekuler dilakukan di
Laboratorium Biologi Molekuler, Pusat Penelitian
Sumberdaya Hayati dan Bioteknologi (PPSHB) IPB.

Isolasi DNA

Sampel darah (15-25 mg) dicuci 3-5 kali dengan
Tris-EDTA buffer (low TE). Isolasi DNA total
dilakukan menggunakan Kit Dneasy® Blood and
Tissue Kit cat no 69504 (50) berdasarkan prosedur
Spin-Column Protocol Qiagen dengan modifikasi.
Kualitas DNA hasil isolasi diamati pada gel agarose
1,2%  menggunakan elektroforesis, kemudian
disimpan di dalam freezer -20 °C sebelum
diamplifikasi.

Amplifikasi DNA dan sekuensing

Replikasi DNA target pada gen Cyt b dilakukan
melalui proses amplifikasi menggunakan teknik
polymerase chain reaction (PCR). Primer yang
digunakan untuk amplikasi adalah  CytBBuceF
(5>-CCCACC CGCTACTAAAAACA -3°) dan
CytBBuceR (5’-CCCCTAGTTGTTGGGGATT-3’)
dengan produk PCR 849 pb. Campuran reaksi
amplikasi dengan teknik PCR (total 25 pl) terdiri atas
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Tabel 1. Jumlah sampel yang dianalisis (Number of samples analyzed)

Jumlah

Kode

p . Nomor Cincin/ Mikro- .
Spesies Nama Indonesia sampel Sampel . : Lokasi
. . chip (Ring Number/ .
(Species) (Indonesia Name) (Sample (Sample . ; (Location)
Microchip)
number) Code)
Aceros cassidix Julang Sulawesi 3 ACIRG 985121018260062 TMR
A. cassidix Julang Sulawesi ACITS TSIBGR17G047 TSI
A. cassidix Julang Sulawesi AC2TS TSIBGR17G046 TSI
Rhyticeros plicatus Julang Irian 3 RPIRG 985121018304960 TMR
R. plicatus Julang Irian RP2TM 213 TMII
R. plicatus Julang Irian RPITS TSIBGR14G048 TSI
Rhyticeros undulatus Julang Emas 3 RUITM 1113 T™II
R. undulatus Julang Emas RU4TM 242 TMIL
R. undulatus Julang Emas RUSTS TSIBGR17G061 TSI

2-5 ul DNA template, masing-masing 1,0 pl primer
forward dan reverse, 6,8 pl ddH20, 5,0 pl 5x buffer
Qs, 5,0 ul 5x enhancer Qs, 1,0 pl ANTP, dan 0,2 pl
taq polymerase. Kondisi mesin PCR saat amplifikasi
sebagai berikut; suhu predenaturasi 95 °C selama
5 menit, denaturasi 94 °C 1 menit, annealing 58 °C
45 menit, elongasi 72 °C 1 menit, ekstensi 72 °C
6 menit, dan pendinginan 4 °C 10 menit. Jumlah
siklus tahap denaturasi-elongasi adalah 35 kali. DNA
(3,0 ul) hasil PCR divisualisasi pada gel agarose
1,2% dengan alat elektroforesis (Sambrook, 1989),
dan hasilnya difoto dengan UV transluminator
(A=300 nm). Produk PCR dengan pita yang baik
dikirim ke perusahaan First Base Malaysia untuk
sekuensing.

Analisis data

Runutan nukleotida (forward dan reverse) hasil
sekuensing diedit dengan cara disejajarkan
(alignment) menggunakan Clustal W program
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Perangkat lunak
BIOEDIT versi 7.0.9 (Hall, 1999) digunakan untuk
mengedit sekuen gen Cyt b, dan visualisasi
elektrogram dan urutan basa nukleotidanya. Sekuen
gen Cyt b tiap individu disejajarkan dengan gen
Cyt b GenBank melalui basic local alignment search
tool-nucleotide (BLASTn) untuk melihat kemiripan
sampel yang diuji. Jarak genetik antar individu dan
jenis di dalam genus RhAyticeros dan A ceros dihitung
menggunakan metode Kimura 2-parameter (K2P)
(Kimura, 1980). Pohon filogeni direkonstruksi
menggunakan metode Neighbor-Joining (NJ) model
K2P dan Maximum Likelihood (ML) model
Tamura-Nei dengan 1000 kali replikasi (Tamura et

al., 2013). Tujuh sekuen gen Cyt b tiga jenis Julang

di atas (kode akses: KIJ456173, AF346944,
AF346942, AF346940, AF346941, AF346939,
AF346938) dan lima sekuen (kode akses:

NC015085, NCO015087, HM755883, KC754783,
HM755883) dari lima jenis Bucerotidae lainnya
(outgroup) diunduh dari GenBank dan disertakan
dalam analisis rekonstruksi pohon filogeni.

HASIL
Identifikasi spesies

Identitas (kemiripan) tiga jenis Julang Indonesia
dengan tiga jenis Julang dari GenBank cukup tinggi
(Tabel 2). Kemiripan seluruh sampel sekuen gen
Cyt b Julang Indonesia dengan sekuen GenBank
99%, kecuali sampel R. undulatus (RU5STS). Nilai
query cover berkisar antara 87 dan 99%. Hasil ini
menunjukkan kesesuaian nama jenis sampel yang
diidentifikasi dengan nama jenis yang terdapat pada
GenBank dengan nilai perbedaan <3,0%.

Variasi, substitusi, dan komposisi nukleotida
Variasi, substitusi, dan komposisi nukleotida
interspesies tiga jenis Julang tampak berbeda (Tabel
3). Situs bervariasi (variable site) jenis R. undulatus
dan 4. lebih banyak dibandingkan
R. plicatus. Situs parsimoni informasi tidak dijumpai

cassidix

pada sekuen gen Cyt b ketiga jenis Julang tersebut.
Pada tingkat genus, Rhyticeros memiliki situs
bervariasi lebih tinggi dibandingkan Aceros,
termasuk situs parsimoni dan singleton.

Substitusi nukleotida pada kodon triplet tiga
jenis Julang hampir sama (Tabel 3). Frekuensi
substitusi transisi pada jenis R. undulatus dan A.
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Tablel 2. Identitas dan query cover tiga jenis Julang Indonesia berdasarkan hasil BLASTn gen Cyt b
panjang 849 pb (The identity and query cover of three species of Indonesian Julang based on
BLASTn results of Cyt b gene with 849 bp length)

Kode Skor . Nomor
Spesies Sampel Total Cakupan Identlt.as Spesies Akses
(Species) (Sample (Total (Query (Identity) (Species) (Accession
Code) Score) cover) (%) (%) Number)
Aceros cassidix ACIRG 1347 87 99 A. cassidix AF346938
A. cassidix ACITS 1352 89 99 A. cassidix AF346939
A. cassidix AC2TS 1343 88 99 A. cassidix AF346938
Rhyticeros RPIRG 1354 88 99 A. plicatus AF346940
plicatus
R. plicatus RP2TM 1351 87 99 A. plicatus AF346940
R. plicatus RPITS 1354 88 99 A. plicatus AF346940
S’itzslcaetruz;s RUITM 1498 99 99 R. undulatus KJ456173
R. undulatus RU4TM 1506 98 99 R. undulatus KJ456173
R. undulatus RUSTS 1493 99 98 R. undulatus KJ456173

Tabel 3. Situs konservatif dan bervariasi, mutasi, dan komposisi basa nukleotida gen Cyt b genus Rhyticeros
dan Aceros asal Indonesia (Conserve and variable sites, mutations, and nucleotide base
compositions of Cyt b genes Rhyticeros and Aceros genus from Indonesia)

Bervariasi Total R Komposisi Nukleotida
. (Variable ota si sv ata (Nucleotide
SIS Sites) situs an Composition) (%)
Taksa n konservatif ———2 bervariasi R
(Taxa) (Conserved s (Total of (Aver
Site) Pi (Sing Variable s pnd 3 gst g o3dogge A T G C
leton)  Site) of R)
Spesies
R. undulatus 3 841 0 8 8 1 1 1 1 1 1 0,67 27,9 21,9 14,4 36,2
R. plicatus 3 845 0 4 4 0 0 1 0 1 1 050 27,0 22,0 14,6 36,4
A. cassidix 3 841 0 8 8 1 1 1 1 1 1 1,67 28,0 21,8 13,6 36,6
Genus
Rhyticeros 6 818 21 10 31 1 1 2 1 2 2 1,65 27,3 21,9 14,5 36,3
Aceros 3 841 0 8 8 1 1 1 1 1 1 1,67 28,0 21,8 13,6 36,6

Keterangan (Notes): n= jumlah sampel (sample number), Pi= situs parsimoni informasi (parsimony informative site) s= situs singleton
(singleton site), si= substitusi transisi (fransition substitution site), sv= substitusi transversi (transversion substitution
site), 1%'= kodon pertama (first codon), 2"= kodon kedua (second codon), 3rd= kodon ketiga (third codon), R= rasio
si/sv (ratio si/sv), A= Adenin (4 denine), T= Timin (Thymine), G= Guanin (Guanine), C= Sitosin (Cytosine).

cassidix hanya satu kali untuk semua urutan basa Komposisi pasangan basa nukleotida AT (Adenin
pada kodon triplet. Sedangkan pada jenis R. plicatus dan Timin) juga diketahui terdapat di bawah GC baik
kejadian substitusi transisi hanya terjadi satu kali, pada tingkat jenis maupun genus. Pada genus
yaitu pada kodon ketiga. Substitusi transversi Rhyticeros komposisi basa AT adalah sebesar 49,2%
terdapat tiap urutan kodon triplet semua jenis, dan GC 50,8%, dan pada genus Aceros AT 49,8%

kecuali pada kodon kesatu R. plicatus. Rasio dan GC 50,2%.
substitusi transisi dengan substitusi transversi ketiga

jenis Julang antara 0,50 dan 1,67. Polimorfisme nukleotida (Single Nucleotide
Komposisi tiap jenis basa nukleotida tiga jenis Polymorphism)

Julang cukup wvariatif (Tabel 3). Jenis nukleotida Hasil penyejajaran runutan nukleotida gen Cyt b

dengan komposisi tertinggi pada semua jenis dan tiga  jenis  Julang  menunjukkan  adanya

genus adalah sitosin (C) dan terendah Guanin (G). polimorfisme nukleotida atau nukleotida spesifik
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Tabel 4. SNP antar jenis Julang famili Bucerotidae berdasarkan gen Cyt b panjang 849 pb (SNP between
Julang species of Bucerotidae family based on Cyt b gene with 849 bp length)

Situs nukleotida (nucleotide site)

Spesies
; 1 1 1 1 3 3 3 4 4 4 4 5 6 6 6
L o T8 0 225 5 6 8 1 45 9 7 1 2 7
2 8 95 4 3 2 6 6 3 0 7 1 2 1
Aceros corrugatus (HM75 5883) c A C CCcCcCcCc GT C T T C T T C A A
R. undulatus (RU4TM) . G A A A T C A C
R. undulatus (RU5STS) G A A A T C A C
R. undulatus (RU1TM) G . A A A T C A C . .
R. plicatus (RP1TS) T T T c C G G
R. plicatus (RP1RG) T T T Cc C G G
R. plicatus (RP2TM) . .. T . T T c C . . ... G G .
Aceros cassidix (AC1TS) T . . T c T T . . . . G
A. cassidix (ACIRG) T . . T c T T . . . . G
A. cassidix (AC2TS) T . . T C T T . . . . G

Keterangan (notes): Angka di bawah nama situs nukleotida adalah nomor situs untuk tiap situs berdasarkan alignment gen Cyt b (849 pb).
Situs pertama pada alignment Julang ekuivalen dengan situs ke-23 sekuen nukleotida A ceros corrugatus GenBank
(Accession HM755883). [Numbers below nucleotide site names are site numbers for each base change in our
alignment for Cyt b gene (849 bp). Site one in our alignment is equivalent to site 23 in the full Aceros corrugatus
sequence from GenBank (accession no. HM755883)].

Tabel 5. Rataan jarak genetik intra dan interspesies tiga jenis Julang famili Bucerotidae berdasarkan gen
Cyt b panjang 849 pb*) (The average intra and interspecies genetic distance three Julang species of
Bucerotidae family based on Cyt b gene with 849 bp length)

Jarak genetik . . . Aceros

(Gene tichis tance) Rhyticeros undulatus Rhyticeros plicatus cassidix
Spesies
Antar individu minimum 0,0050 0,0010 0,0050
Antar individu maksimum 0,0070 0,0050 0,0070
Rataan antar individu 0,0060 0,0030 0,0060
Antar spesies minimum 0,0480
Antar spesies maksimum 0,0570
Rataan antar spesies 0,0525
Genus
Antar genus minimum 0,0560
Antar genus maksimum 0,0750
Rataan antar genus (average between genus) 0,0645

Keterangan: *) = Tidak termasuk data GenBank. (Not including GenBank data).

(single nucleotide polymorphism, SNP) sebagai
pembeda antar jenis Julang (Tabel 4). Total situs
nukleotida yang berbeda sebanyak 17 situs,
terdapat antara situs nomor 41 dan 671. Rhyticeros
undulatus  merupakan jenis yang memiliki
nukleotida spesifik paling banyak (tujuh situs)
dibandingkan dua jenis lainnya.

Jarak genetik

Jarak genetik intraspesies dan interspesies tiga
jenis Julang Indonesia ditunjukkan pada Tabel 5
dan Tabel 6. Jarak genetik rata-rata intraspesies
berkisar antara 0,001 (0,1%) dan 0,007 (0,7%).
Jarak genetik interspesies minimum 0,0480

(4,80%), maksimum 0,0570 (5,70%), dan rataan
0,0525 (5,25%) + 0,025. Sedangkan rataan jarak
genetik antar kedua genus Julang sebesar 0,0645
(6,45%) + 0,005.

Kekerabatan antar spesies

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik tiga jenis
Julang Indonesia dan lima jenis Bucerotidae
lainnya ditunjukkan pada Gambar 2 dan 3.
Berdasarkan Gambar 2 (metode NJ model K2P)
dan Gambar 3 (metode ML model Tamura-Nei)
diketahui masing-masing jenis Julang berada pada
kluster yang sama. Tiga jenis Julang Indonesia
(termasuk tujuh sampel GenBank) mengelompok
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Gambar 1. Pohon filogenetik Neighbor Joining (a) dan ML (b) tiga jenis Julang famili Bucerotidae yang
direkonstruksi menggunakan model K2P dan Tamura-Nei bootstrap 1000 kali berdasarkan
gen Cyt b mtDNA (849 pb) (Neighbor Joining phylogenetic tree (a) and Maximum

Likelihood (b) three Julang species of Bucerotidae family reconstructed using K2P and
Tamura-Nei models with 1000 bootstrap based on mtDNA Cyt b gene (849 bp).
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pada group I dan lima jenis outgroup berada pada
group II. Kedua group tersebut dipisahkan oleh
jarak genetik 0,0943 (9,43%). Jenis A ceros cassidix
berkerabat lebih jauh (jarak genetik 0,0611 atau
6,11%) dengan dua jenis Julang lainnya (Julang
Irian dan Julang Emas) dibandingkan sesamanya
(jarak genetik 0,0250 atau 2,50%).

Rekonstruksi pohon filogenetik berdasarkan
gen Cyt b (849 pb) mampu memisahkan baik antar
tiga jenis Julang Indonesia maupun antar Julang
Indonesia dengan beberapa jenis outgroup, dengan
nilai bootstraps yang cukup tinggi. Hal ini
menunjukkan  bahwa  hubungan kekerabatan
berdasarkan runutan gen Cyt b mtDNA memiliki
kepercayaan  yang  cukup  tinggi  dalam
pengelompokkan spesies maupun genus Julang.

PEMBAHASAN

Frekuensi substitusi nukleotida tiga jenis
Julang di Indonesia relatif rendah (Tabel 3). Pada
jenis R. undulatus dan A. cassidix substitusi transisi
ditemukan pada semua urutan kodon, namun pada
R. plicatus hanya terjadi di kodon ketiga. Substitusi
transversi terdapat tiap urutan kodon triplet semua
jenis, kecuali pada kodon kesatu R. plicatus.
Frekuensi substitusi cenderung hampir sama antara
substitusi transisi dan substitusi transversi. Hasil ini
menunjukkan bahwa frekuensi substitusi sinonim
pada gen Cyt b lebih sering terjadi dari pada
frekuensi substitusi non sinonim. Substitusi
nukleotida yang terjadi pada posisi kodon ketiga
umumnya bersifat sinonim (tidak menyebabkan
perubahan aktivitas pada produk yang dikode oleh
gen) dan substitusi nukleotida pada posisi kodon
kesatu dan kedua bersifat non sinonim (Shen et al.,
2002; Bofkin dan Goldman, 2007). Substitusi
transisi yang lebih besar dari substitusi transversi
juga ditemukan pada genus Kakatua (Astuti ef al.,
2006).

Menurut Irwin et al. (1991) perkiraan rasio
substitusi transisi: substitusi transversi situs silent
pada kebanyakan grup taksonomi (umumnya
Mamalia) lebih rendah dibandingkan Kakatua.
Tingginya rasio antara substitusi transisi dan
substitusi transversi pada Kakatua dapat disebabkan
oleh tingkat kecepatan substitusi transisi (tidak
umum terjadi), dan atau lebih lambat dari kecepatan
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yang biasa terjadi dari substitusi transversi (Birt et
al., 1992). Pada burung Albatros substitusi lebih
sering terjadi pada situs sinonim (kodon ketiga dan
leusin kodon pertama) (Nunn et al., 1996).

Komposisi pasangan basa GC pada tiga jenis
Julang Indonesia lebih tinggi dibandingkan AT.
Komposisi basa kedua pasangan basa tersebut mirip
dengan hasil penelitian Astuti et al. (2006) yang
menemukan komposisi basa AT dan GC pada
burung Kakatua berturut-turut 50,7% dan 49,3%.
Pada genus Lophura (Galliformes) komposisi basa
GC 40,5% dan AT 59,7% (Randi et al., 2001).
Persentase komposisi GC dan AT pada Lophura ini
berbanding terbalik dengan semua jenis Julang.
Pada gen DNA mitokondria lainnya (COI)
komposisi AT<GC yaitu 48,9% dan 51,1% (Zein,
2018).

Tiap jenis Julang memiliki situs basa
nukleotida spesifik sebagai karakter pembeda antar
sesamanya. Menurut Waugh (2007) tiap jenis
mempunyai sekuen nukleotida spesifik dengan
hanya sedikit perbedaan intraspesies. Shen et al.
(2002) menyebutkan bahwa sekuen nukleotida gen
Cyt b dapat digunakan sebagai penanda genetik
dalam menjelaskan keragaman genetik pada
berbagai kelompok ras ayam.

Berdasarkan nilai jarak genetik didapatkan
tiga jenis Julang terpisah cukup jelas. Pada Tabel 5
ditunjukkan bahwa jarak genetik minimum inter-
spesies 0,0480 (4,80%), jarak genetik rata-rata
0,0525 (5,25%) + 0,025, dan maksimum 0,0570
(5,70%). Jarak genetik yang ditemukan ini
memiliki kecenderungan yang sama dengan hasil
beberapa penelitian yang telah dilaporkan peneliti
sebelumnya. Jarak genetik interspesies burung
Kakatua berkisar antara 0,010 (1,0%) dan 0,228
(22,8%) dengan rata-rata 0,130 (13,0%) (Astuti et
al., 2006). Perbedaan sekuen gen mtDNA (ND2,
ND3, dan Cyt b) antar sub spesies Picoides
tridactylus tridactylus yang terdapat di Eurasia
(Rusia) dan P
Amerika Utara sebesar 4,0%, dan dinyatakan
sebagai jenis berbeda dengan nama jenis Picoides
dorsalis (Amerika) dan P. tridactylus (Eurasia)
(Zink et al, 2002). Gonzales et al. (2013)
melaporkan  bahwa jarak genetik rata-rata
interspesies 59 jenis rangkong sebesar 17,0%.

tridactylus  dorsalis  di



Terdapatnya variasi runutan nukleotida gen Cyt b
mtDNA  telah  mendorong  para  peneliti
menggunakan gen ini untuk membandingkan jenis
di dalam genus yang sama atau membandingkan
genus di dalam famili yang sama (Randi, 1996).
Jarak genetik interspesies tiga jenis Julang di atas
lebih tinggi dibandingkan jarak genetik berdasarkan
gen COI (746 pb). Jarulis et al. (2018)
mengungkapkan bahwa jarak genetik rata-rata antar
ketiga jenis tersebut 0,0234 (2,34%).

Berdasarkan hasil konstruksi ulang pohon
filogeni diketahui tiga jenis Julang Indonesia
membentuk kelompok sendiri dan terpisah dari
jenis Bucerotidae lainnya (outgroup). Hasil ini
sejalan dengan dua penelitian sebelumnya, yaitu
Viseshakul et al. (2011) yang merekonstruksi
pohon filogeni 54 jenis Bucerotidae dan Gonzales
et al. (2013) menyusun ulang pohon filogeni 59
jenis Bucerotidae di dunia. Pada clade Julang
(genus Rhyticeros) yang terbentuk (Gonzales et al.,
2013) juga tergabung di dalamnya R. narcondami,
R. subruficollis, dan R. everetti. Hasil penelitian ini
juga membuktikan bahwa gen Cyt b DNA
mitokondria mampu memisahkan takson pada
tingkat jenis Julang. Gen Cyt b dapat digunakan
sebagai penanda genetik untuk mempelajari
keragaman jenis dan hubungan kekerabatan di
antara  kelompoknya  (intraspesies)
kelompok (interspesies), karena
berdasarkan posisi kodonnya yang mempunyai

maupun
lainnya

region yang lebih kekal (conserve) dan region yang
lebih beragam (Farias et al., 2001).

KESIMPULAN

Penelitian ini menemukan variasi interspesifik
pada runutan nukleotida tiga jenis Julang Indonesia.
Rhyticeros  undulatus merupakan jenis yang
memiliki nukleotida spesifik paling banyak
dibandingkan R. plicatus dan Aceros cassidix.
Substitusi sinonim lebih sering terjadi dari pada
substitusi non sinonim dan substitusi transisi
cenderung lebih banyak dibandingkan substitusi
transversi. Ketiga jenis Julang Indonesia terpisah
secara nyata dengan jarak genetik rata-rata
interspesies di atas batas ambang pembeda spesies
(4,0%) dan terpisah cukup jauh dengan jenis
outgroup pada jarak genetik 9,43%.
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