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ABSTRACT

Dipterocarpus littoralis is a commercia timber species endemic to Nusakambangan island. Their existence is under severe threat
due to habitat conversion and illegal logging. This study aimed to assess genetic diversity of this species within and among
populations using E-RAPD. Three arbitrary RAPD primers were modified by addition of two nucleotides at their 5' termini. E-
RAPD profiles were obtained by performing PCR amplification using the modified primers. Forty-five putative loci of E-RAPD
were scored and analysed using POPGENE software. Some of the RAPD bands (OPA 9E-200 and 850 bp) were distinctively found
for population 2, thus it served as population diagnostic marker for this population. Genetic diversity within population (0.1540)
was higher than that of among populations (0.0418). Genetic differentiation (Gst) indicated that 21.35% of total genetic diversity
in D. littoralis was attributed to the differences among populations. The highest genetic diversity was found in population 2
(He:0.1923; 1:0.3158), while the lowest genetic variation was observed in population 1 (He: 0.0828; 1. 0.1209). Tota genetic
diversity for dl population (Ht) was 0.1958 with an average value of genetic diversity within populations (Hs) was 0.1540. This
fact suggested high level of genetic diversity found on these relic populations.
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ABSTRAK

Dipterocarpus littoralis (pelahlar) merupakan salah satu jenis kayu komersial endemik di Pulau Nusakambangan. Keberadaan jenis
ini sedang terancam kepunahan akibat alih lahan dan penebangan liar. Penelitian ini bertujuan untuk memperkirakan keragaman
genetika populasi pelahlar menggunakan tiga buah primer Random Amplified Polymorfie DNA (RAPD) yang telah dimodifikasi
dengan penambahan dua nukleotida salah satu ujungnya yang terletak pada arah 5'. Amplifikass PCR dilakukan dengan menggunakan
ketiga primer tersebut dan menghasilkan 45 pita RAPD. Beberapa pita RAPD (OPA 9E ukuran 200 dan 850 bp) hanya dijumpai
di populasi 2, dengan demikian pita ini merupakan penanda diagnostik untuk populasi ini. Keragaman genetik dalam populasi
(0.1540) lebih tinggi daripada antar populasi (0.0418). Sedangkan nilai diferensiasi genetik (Gst) menunjukkan bahwa 21.35%
keragaman genetik_total pada D. littoralis disebabkan oleh diferensiasi antar populasi. Keragaman genetik tertinggi dijumpa pada
populasi 2 (He:0.1923; 1:0.3158), sedangkan keragaman yang terendah tcrcatat pada populasi 1 (He: 0.0828; I: 0.1209). Keragaman
genetik total pada seluruh populasi (Ht) sebesar 0.1958, dengan keragaman genetic rata-rata dalam populasi (Hs) sebesar 0.1540.
Ha ini menunjukkan tingginya keragaman genetik pada populasi relik ini.

Kata Kunci: keragaman genetik, populasi, pelahlar, Dipterocarpus littoralis, RAPD.

PENDAHULUAN

Dipterocarpus littoralis, yang dikena dengan
nama lokal pelahlar, merupakan salah satu jenis dari
suku Meranti-merantian (Dipterocarpaceae) penghasi|
kayu komersil. Jenis ini endemik di Nusakambangan
(Ashton, 1982) yakni sebuah pulau yang terletak di
seberang pantai selatan Jawa Tengah. Jenisini diduga
merupakan segregas dari D. retusus yang memiliki
sebaran lebih luas (Ashton, 1982). Namun jenis ini
sudah lama terisolasi secara ekologis dan geogréfis,

‘Diterima : 0! Met 2009- Disetujui: 29 Mei 2009

kemungkinan sejakjaman Pleistocene, sehinggajenis
ini mengdami diversifikes menjadijenis sendiri. Seperti
halnya dengan jenis-jenis kayu komersil lainnya, jenis
ini telah banyak dieksploitasi untuk diambil kayunya
sehingga keberadaannya di Nusakambangan terancam
punah. Sdlain itu perladangan liar yang kian meningkat
membuat habitat dami populas pelahlar kian berkurang.
Dipterocarpus littoralis dikategorikan sebagai jenis
terancam dengan status kritis (CR Bl+2c, C2a) (IUCN,
2008).
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Tindakan konservasi pelahlar perlu segera
dilakukan dengan hati-hati agar kelangsungan hidup
pelahlar dapat terjamin. Salah satu strategi konservasi
yang perlu dilakukan adalah konservasi genetika,
dimana tahap awalnya adalah melakukan kajian
mengenai tingkat keragaman genetikapopulasi pelahlar.
Pengetahuan tentang keragaman genetika populasi
dapat dijadikan informasi untuk mengetahui diskursus
evolosi tingkat mikro yang terjadi padalevel genetik.

Keragaman genetika pada tingkat populasi/
individu/jenis dapat diestimasi melalui profil berbagai
marka, baik molekuler maupun protein. Marka yang
umum digunakan dalam mengkaji keragaman genetika
antara lain Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), Random Fragment Lenght Polymorphism
(RFLP), Smple Sequence Repesats (SSRs), isozyme dan
allozyme. Diantara marka ini, RAPD adalah marka
molekuler yang relatif paling mudah dan cepat
digunakan untuk berbagai tujuan, antara lain untuk
identifikas genotipe (Jimenez et al, 2002; Poerba et
al, 2007) dan kultivar (Malik et al, 2006; Shabaan et
al, 2006; Jain et al., 2007) serta memperkirakan
keragaman genetika jenis-jenis pohon kayu tropis

(Siregar et al, 2008; Rath et al, 1998; Poerba et al,
2007). Keuntungan utama dari RAPD adalah
menghasilkan polimorfismeyang cukup tinggi, random
sampling dalam genom total dan secara teknis cukup
cepat dan mudah dilakukan. Kekurangan dari RAPD
yaitu marka ini hanya mengamplifikasi alel dominan
dan memiliki tingkat keberulangan yang rendah. Pada
penelitian ini ditambahkan 2 basa disalah satu ujungnya
(Enhanced RAPD/E-RAPD) dengan tujuan untuk
mendapatkan produk PCR yang lebih spesifik dengan
tingkat keberulangan yang lebih tinggi.

Hingga saat ini belum ada studi mengenai
keragaman genetika pelahlar padahal ancaman
kepunahan terhadap jenis endemik ini terus berlanjut.
Studi ini bertujuan untuk mengetahui keragaman
genetika pelahlar di Nusakambangan dengan
menggunakan marka E-RAPD. Profil sidik E-RAPD
yang didapat akan digunakan untuk mempelgjari
keragaman genetik populasi pelahlar.

BAHAN DAN CARA KERJA

Empat puluh empat sampel pelahlar digunakan
dalam studi ini berasal dari enam populasi (Gambar 1)
yang terdapat di bagian barat Cagar Alam

Gambar 1. Petalokasi, angkaputih menunjukkan lokasi setiap populasi
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Tabd 1. Daftar sampel pelahlar yang digunakan untuk penelitian ini

Populasi Keadaan topografi Jumlah pohon induk Jumlah anakan Jumlah sampel
1 Datar 1 3 2
2 Sedikit terjal, pinggir 3 10 9
sungal
3 Datar 2 10 10
4 Tejd 4 0] 18
5 Terjd 1 2 2
6 Tejd 2 10 4
Total 1
Nusakambangan. Luas kawasan Cagar Alam
Nusakambangan sekitar 220 hektar dan lokas koleksi Analissdata

pada setiap populasi luasnyaantara2 hingga 10 hektar.
Populasi dipilih berdasarkan diskontinuitas sebaran
pelahlar di Cagar Alamini. Sampel ini dikoleks dalam
bentuk daun yang dikeringkan dalam silicagel (Tabel
1).

Ekstraksi total DNA genom

Ekstraks DNA dilakukan dengan mengikuti
protokol DNeasy Plant Minikit (Qiagen, Hilden,
Germany). Limafd. total DNA dielektroforesis dalam
0.7% gel agarosa dalam larutan penyangga TAE,
kemudian diwarnai dengan Etidium Bromida, lalu
divisualisasi menggunakan lampu ultraviolet untuk
memastikan kuantitas dan kualitas DNA.

Andlisis E-RAPD

Amplifikass E-RAPD melaui reaksi PCR
dilakukan dengan mengikuti protokol William et al.
(1990) dengan menggunakan tigaprimer RAPD (Operon
Technology Ltd), yaitu OPA-9, OPB-10 dan OPN-18
yang dimodifikasi dengan penambahan 2 basa
nukleotida di ujung arah 5'. Resksi PCR dilakukan dua
kali ulangan untuk memastikan konsistensi profil yang
dihasilkan. Hasll amplifikes PCR divisuaisas padagel
agarosa 2.0% dalam larutan penyangga TEA (Tris-
EDTA) secara elektroforesis, kemudian difoto dengan
menggunakan gel documentation system (Atto
Bioinstrument). Sebagai standar digunakan 100 pb
(pasang basa) DNA ladder (Promega) untuk
menetapkan ukuran pitahasil amplifikasi DNA.

Setiap pita RAPD dianggap sebagal satu lokus
putatif. Hanya lokus yang menunjukkan pita yang jelas
yang diskor: ada (1) dantidak ada (0). Matriks binari
fenotip RAPD ini kemudian disusun untuk digunakan
padaandisis keragaman genetika. Keragaman genetika
dikalkulasi dengan menggunakan program POPGENE
ver. 131 (Yeh et al. 1997) dibawah asums hukum
keseimbangan Hardy-Weinberg.

Parameter yang digunakan untuk mengukur
keragaman genetika dalam populasi adalah 1)
Prosentase Lokus Polimorfik (PLP, Nei 1973); 2) Jumlah
ad putatif per lokus (ny); 3) Jumlah ad efektif per
lokus/gene pool (n,, Hartl and Clark, 1989); 4)
keragaman genetika yang diharapkan (h = expected
heterozygosity He; Nei, 1973) dan) keragaman fenctipik
berdasarkan Shannon's information index (I;
Lewontin, 1972).

Sedangkan parameter yang digunakan untuk
mengukur keragaman genetika antar populasi adalah
[)Nei's(1978) unbiased measures of genetic distance;
2) the relative magnitude of differentiation among
populations (Gsr=D4H;, Nei, 1978; 3) gene flow (Nm,
Me Dermott and McDonald, 1993).

HASL
Profil dan digribus E-RAPD di populas

Diperoleh 45 fragmen DNA yang dihasilkan dari
proses amplifikas menggunakan tiga primer E-RAPD,
yang berukuran dari 200 hingga 1300 pb dimana
sdluruhnya merupakan pita polimorfik (Tabel 2). Primer
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Tabel 2. Sebaran pita polimorfik E-RAPD pada enam poputasi pelahlar di Nusakambangan.

Nama Urutan DNA primer Jumlah dan Ukuran  Ukuran pita unik pada setigp populas
primer ukuran pita pita
terpendek- umum
terpanjang
1 2 3 4 5 6
16 - - 200 - 2 = s
OPASE TTGGGTAACGCC (200-1150 phy) 850
18 - : - - 2 = -
OPB10E CACTGCTGGGAC (350-1300 ph)
12 250 - % % # » =
OPNI18E A AGGTG AGGTC A (200-1100 pb)
Jumlah 46 1 0 2 0 0 0 0

Urutan DNA prime E-RAPD dengan huruf tebal adalah dua nuklectida tambahan.

38 25»31 7 42 28 442
21 10 1424 37 17 H 30 29 1 Z

850 bp - - .
*@E S : - *
2(1)bpn| -:b e e :‘ i = - ==
- il‘_ 11920 22 19 = 23

Populasi 2

Gambar 2. Pita unik (tanda panah) yang ditemukan di populasi 2 berdasarkan marka E-RAPD OPASE. Angka

menunjukkan nomor sampel. M: MarkaDNA (penandaukuran pita DNA).

Tabel 3. Keragaman genetika setiap populasi pelahlar.

Populasi Jumlah Jumlah lokus PLP (%) na ne He i
sampel polimorfik
1 2 9 20.00 1.2000 1. 2000 0.0828 0.1209
2 10 36 80. 00 1. 8000 L. 2794 0.1923 0. 3158
3 8 36 80. 00 1. 8000 1. 2893 0.1919 0.3130
4 18 37 82.22 1.8222 1. 2660 0.1785 0.2938
5 2 12 26. 67 1. 2667 1. 1886 0.1105 0.1613
6 4 24 53.33 1.5333 1. 2682 0.1678 0.2601

OPB 10E menghasilkan pitaterbanyak (18) sedangkan
primer OPN 18E menghasilkan pitatersedikit (11).
Varias genetika yang ditemui pada penelitian
ini berdasarkan perbedaan pola pita E-RAPD yang
dijumpai padaindividu pelahlar. Secaraumum, 45 pita
E-RAPD ini menyebar ratadi seluruh individu pelahlar
(Tabd 2). Namun ada pita-pitatertentu yang dijumpai
di seluruh individu dan pita unik yang hanya dijumpai
di populasi tertentu atau bahkan di individu tertentu.
Hanya ada satu pitayang dijumpai di seluruh

populasi, yaitu OPN 18E-250 pb. Pitaumum lainnya
yang dijumpai padalimapopulas addah OPA9E ukuran
600,650 dan 1000pb; OPB10E ukuran 400,500,550,
800,900,1000, dan 1100 pb; OPN 18E ukuran 250,400,
600, dan 1100 pb. Sedangkan pita unik hanya ditemukan
dari primer OPA9E, yaitu pada ukuran 200 dan 850 pb
yang seluruhnyadijumpai di populasi 2 (Gambar 2)

Keragaman genetika
Jumlah individu yang dicuplik untuk sampe
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Tabd 4. Nilai reratakeragaman genetikadi enam populasi berdasarkan analisisNei (1978).

Ht Hs G« Dst Nm
Rerata 0.1958+0.0192 0.1540+ 0.0091 0.2135 0.0418 1.8424
Tabd 5. Jarak genetika berdasarkan Nei's Unbiased Measures.
Populas
1 2 3 4 5 6
1 *
2 0.0304 *
3 0.0251 0.0037 *
4 0.0264 0.0023 0.0003 *
5 0.1538 0.0747 0.0590 0.0703 *
6 0.0459 0.0131 0.0029 -0.0015 0.0552 *
Populas 5
\. . Populas 1
e S JI = Populas 2
' |
S- 1 - Populas 3
L‘ L{ Populas 6
- + Populas 4

Gambar 3. Dendrogram pengelompokkan UPGMA enam populasi pelahlar berdasarkan jarak genetika Nei (1978).

bervariasi antara 2 hingga 18 (Tabel 3). Keragaman
genetikatertinggi berdasarkan parameter He (0.1923)
dan /(0.3158) dijumpai pada populasi 2. Sedangkan
berdasarkan parameter jumlah lokus polimorflk (37),
PLP (82.22%) dan na (1.8222) ditemukan pada popul asi
4 (Tabe 3). Keragaman genetika terendah berdasarkan
seluruh parameter kecuali parameter ne, dijumpai pada
populasi 1 (Tabe 3).
Jarak genetika dan analisis kluster

Nilai total keragaman genetika pada semua
populasi (Ht) adalah 0.1958 dengan nilai rata-rata
keragaman genetikadalam populasi (Hs) adalah 0.1540.
Sedangkan nilai keragaman genetika antar populasi
(Dst) adalah 0.0418, jauh lebih rendah dari keduanilai
diatas. Differensias genetika (Gst) yang ada antar
populasi adalah 21.35% dan gene flow (Nm) yang

terjadi antar populasi 1.8424 (Tabel 4). Sedangkan nilai
Gst untuk individual marka E-RAPD berkisar antara
0.0387 (OPA9E-350) -0.4911 (OPN 18E-60).

Jarak genetikatertinggi (0.1538) tercatat antara
populasi 5 dan 1, sedangkan jarak genetika yang
terendah (-0.0015) tercatat antara populasi 4 dan 6
(Tabel 5).

Dendrogram UPGMA (Gambar 3) menygjikan
gambaran kesamaan genetika keenam populasi
berdasarkan matriks jarak genetika Nei (1978) (Tabel
5). Tidak ada pembagian khusus tentang
pengelompokkan populasi namun dendrogram lebih
menunjukkan kepada kesamaan antar setiap populasi.
Populasi 4 dan 6 memiliki kesamaan yang terbanyak,
sesual dengan jarak genetikyang cukup kecil (Tabe 5)
diikuti oleh populasi 3, 2, 1 dan 5 -yang merupakan
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populasi yang paling berbeda.

PEMBAHASAN

Modifikas primer RAPD menjadi E-RAPD juga
menghasilkan keberulangan yang memuaskan
sehingga ha ini menunjukkan bahwa primer yang
disdeks dan dimodifikes menghasilkan profil E-RAPD
yang cukup konsisten.

Dari profil E-RAPD yang didapatkan ternyata
ditemukan beberapa pita unik yang hanya terdapat
padaindividu atau populasi tertentu. Dengan demikian,
pita-pita unik tersebut berpotensi dijadikan marka
untuk identifikas provenans. Namun demikian, untuk
menjadikan E-RAPD sebagai marka diagnostik tingkat
populasi masih perlu ditunjang studi lanjutan, karena
jumlah sampel yang terdapat padapopulasi 1 dan 5 -
khususnya- masih sangat minim. Apabila jumlah
sampe diperbanyak akan ada kemungkinan ditemukan
pita-pita unik lainnya atau sebaliknya pita unik menjadi
pita umum. Namun mengingat densitas pelahlar yang
cukup kecil (antara 0.5-2 pohon/hektar) maka jumlah
individu sampel yang didapatkan juga cukup kecil.

Nilai keragaman genetikatertinggi tercatat pada
populasi 2 berdasarkan parameter He dan /, namun
berdasarkan parameter Jumlah Lokus Polimorfik, PLP
dan na, yang tertinggi adalah populasi 4. Populasi 4
memiliki jumlahindividu sampel yang terbanyak (18).
Semakin banyak jumlah individu kemungkinan semakin
banyak pula jumlah alel, sehingga jumlah lokus
polimorfik juga semakin banyak. Namun populas 2
yang memiliki jumlah individu yang lebih sedikit (10)
daripada populasi 4, memiliki nilai He dan / yang
tertinggi. Hal ini kemungkinan karenajumlah ael
homozigot pada populasi 4 lebih tinggi daripada
populasi 2- yang sayangnya kondisi ini tidak dapat
ditunjukkan melalui profil RAPD karena RAPD hanya
mengenali alel dominan.

Nilai keragaman genetika terendah dijumpai
pada populasi 1 dan 5. Kedua populasi ini memiliki
jumlah individu terendah, masing-masing duaindividu
(Tabd 3), namun jumlah lokus polimorfik padapopul asi
5 lebih banyak daripada populasi 1 sehingga nilai
keragaman genetika pada populasi 5 lebih tinggi
daripada populasi 1. Sedikitnya jumlah individu yang
ditemukan padapopulasi ini disebabkan oleh densitas

dan sebaran pelahlar yang tidak merata karena faktor
topografi dan penebangan liar. Pada area yang
topografinya cukup datar misalnya di populasi 1,
jumlah pohon induk sangat sedikit karena banyak
terjadi penebangan liar. Walaupun pohon induk yang
tersisa masih mampu bereproduksi, namun jumlah
populasi dan ukurannya terlalu kecil sehingga
cenderung menghasilkan anakan yang relatif sedikit
jumlahnya. Namun sebaliknya, populas 4 letaknya
pada topografi yang cenderung berbukit dan terjal
sehingga menyulitkan akses untuk penebangan liar,
dengan demikian jumlah individu yang bertahan hidup
jugalebih besar. Padalokas ini masih dimungkinkan
dijumpai beberapa pohon induk berukuran besar yang
mampu menghasilkan cukup banyak anakan.

Sebagaimana halnya dengan jenis-jenis
tumbuhan tropis, pelahlar adaah jenis yang menyerbuk
silang. Jenis tumbuhan menyerbuk silang -terutama
yang bersifat selfincompatible- memiliki potensi untuk
terjadinya perpindahan gen yang ditunjukkan melaui
tingginya tingkat keragaman genetika dalam populasi
(Loveless and Hamrick, 1984; Hamrick and Godt, 1989;
Pither et al., 2003). Hasil penelitian ini juga
mengindikasikan hal serupa yakni nilai keragaman
genetika setiap populasi pelahlar jauh lebih tinggi
dibanding nilai keragaman genetika antar populasi
(Tabel 4). Nilai rerata keragaman genetika pelahlar
adalah 0.1540. Nilai ini lebih rendah dibandingkan jenis
Dipterocarpaceae lain, vyaitu Stemonoporus
oblongifolius (0.2970) menggunakan marka isozyme
(Murawski danBawa, 1994).

Differensias genetika antar populasi pelahlar
adalah 21.35%. Nilai ini lebihtinggi dibandingkan jenis-
jenis Dipterocarpaceae lainnya, misalnya
Semonoporus oblongifolius (16%; Murawski dan
Bawa, 1994), Shoreatrapezifolia (11%; Bawa, 1998);
dan Hopea odorata (10%; Wickneswari et al., 1994).
Tingginya differensiasi genetika antar populasi dapat
disebabkan oleh geneflow dan seleks loka (Bawa,
1998). Gene dispersal'melalui biji biasanyatidak dapat
mencapal jarak yang jauh karenapel ahlar biji berukuran
cukup besar. Walaupun hiji pelahlar bersayap, karena
ukurannya yang cukup besar dan ada pengaruh
gravitas menyebabkan biji hanyajatuh disekitar pohon
induk dan tidak dapat terpencar dalam jarak yang cukup



jauh. Sedangkan gene flow melalui polen sangat
bergantung pada agen penyerbuk. Jenis-jenis
Dipterocarpaceae memiliki bunga biseksual yang
penyerbukannya dilakukan oleh serangga (Ashton,
1982; Bawa, 1998), memiliki masa berbunga yang
pendek (hanya beberapa hari), dan serangga
penyerbuk hanya dapat berpindah dalam jarak yang
pendek (Ashton, 1982). Namun demikian, serangga
penyerbuk pelahlar belum diketahui dengan pasti.

Sdlain itu di kawasan CA Nusakambangan ini
telah banyak terjadi kerusakan habitat yang cukup
parah yang menyebabkan ketidaksinambungan kanopi
yang secara tidak langsung menghasilkan barier
terhadap gene flow, terutamamelalui polen.

KESIMPULAN

Studi  keragaman genetika pelahlar di
Nusakambangan telah dilakukan dengan
menggunakan tiga marka E-RAPD OPA9E, OPB10E
dan OPN 18E. Ketigamarkaini menghasilkan 45 pita
polimorfik di seluruh populasi yang diamati. Diantara
ke-45 pita ini hanya 1 pita umum yang dijumpai di
seluruh populasi, yaitu OPN18E ukuran 250 pb.
Sedangkan pita unik hanya dijumpai pada populasi 2,
yaitu OPA9E ukuran 200 dan 850 pb. Profil sidik E-
RAPD yang didapat akan digunakan untuk mempelgjari
keragaman genetik antar individu dan populasi
pelahlar. Nilai keragaman genetika tertinggi tercatat
padapopulasi 2 berdasarkan parameter Hedan/, namun
berdasarkan parameter Jumlah Lokus Polimorfik, PLP
dan na yang tertinggi adalah populasi 4. Sedangkan
nilai keragaman genetika terendah dijumpai pada
populasi 1. Tingginya keragaman genetika dalam
populasi dan rendahnya keragaman genetika antar
populasi menunjukkan bahwa perpindahan properti
genetik pelahlar terjadi di ddam populasi kemungkinan
akibat penyerbukan silang. Sedangkan tingginya
differendas genetika pelahlar dibandingkan jenis-jenis
Dipterocarpacae lain kemungkinan disebabkan oleh
keterbatasan gene flow baik melalui pencaran biji
maupun polen.
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koleks di Nusakambangan.
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