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ABSTRACT

Slow lories is small size primates of the genus Nycticebus that are in endangered status. Habitat pressure and
high trade as pet animals has made the population decline both quantitatively and qualitatively, therefore it is
necessary to save the slow lories through conservation action. Morphologically, the individuals are difficult to
be distinguished among the species, therefore making much harder in identification for conservation purposes
such as from confiscated individuals. Therefore molecular marker is needed through mitochondrial DNA using
COI gene sequences analysis is needed for identification. This study used 24 samples of slow lories consisted
of 2 from Kalimantan, 9 from Java and 13 from Sumatra. The result indicated that in the 660 bp there were 62
variable sites with 15 haplotypes: 4 haplotypes of N. javanicus, 9 haplotypes N. coucang, and 2 haplotypes N.
menagensis. Base on nucleotide variations at specific sites, it was formed haplotype differences among species.
The average genetic distance between species showed that Kalimanatan population were closer to the
population of Sumatra (d= 0.042 £ 0.006) compared with Java population (d= 0.059 + 0.009), whereas the
genetic distance within population showed the population of Java had low diversity (d= 0.002) with a mean
nucleotide differences 2.6. Thus Jawan slow loris (N. javanicus) should be conserved.
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ABSTRAK

Kukang merupakan satwa primata dari genus Nycticebus yang terancam punah. Tekanan habitat dan tingginya
perdagangan kukang merupakan penyebab utama penurunan populasi kukang baik kualitas maupun kuantitas,
sehingga perlu dilakukan penyelamatan kukang melalui konservasi. Morfologi spesies kukang yang sulit
dibedakan secara visual merupakan kendala di dalam manajement konservasi maupun di dalam identifikasi dari
hewan sitaan. Untuk itu perlu diketahui penciri DNA dari masing-masing spesies untuk genom DNA
mitokondria (mtDNA). Penelitian menggunakan 24 sampel kukang yaitu 2 dari Kalimantan, 9 dari Jawa dan 13
dari Sumatera. Hasil analisis pada 660 pasang basa (pb) COI menunjukkan adanya variasi pada 62 situs
dengan 15 haplotipe; 4 haplotipe N. javanicus, 9 haplotipe N. coucang, dan 2 haplotipe pada N. menagensis.
Berdasarkan variasi nukleotida pada situs tertentu membentuk perbedaan haplotipe yang memberikan
perbedaan spesifik diantara spesies. Rata-rata jarak genetik populasi Kalimantan lebih dekat dengan Sumatera
(d=0.042+0.006) dibandingkan dengan populasi Jawa (d=0.059+0.009). Individu-individu dalam populasi Jawa
memiliki jarak genetik yang rendah (d=0.002) dengan rata-rata perbedaan 2,6 nukleotida. Dengan demikian
kukang jawa (N. javanicus) perlu lebih diperhatikan untuk konservasinya.

Kata Kunci: Nycticebus spp., molekular, COI, konservasi, penciri

PENDAHULUAN

Kukang (Nycticebus spp) merupakan satwa
primata nokturnal, arboreal, soliter, dan
monogami yang secara umum tersebar di
seluruh Asia. Genus Nycticebus memiliki lima
spesies yaitu N. bengalensis, N. pygmaeus, N.
coucang, N. menagensis, dan N. javanicus
(Nekaris & Nijman 2007). Tiga diantaranya

hidup di Indonesia, yaitu kukang Sumatera (M.
coucang), kukang Kalimantan (N. menagensis),
dan kukang Jawa (N. javanicus). Sebelumnya
hanya dikenal dua spesies loris yaitu N.
coucang dipertimbangkan sebagai low risk
yang tersebar dari India Utara, Filipina dan
sampai Indonesia dan spesies yang lebih
terancam adalah N. pygmaeus tersebar mulai
dari Laos, Kamboja, Vietnam dan Cina
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(Brandon-Jones et al. 2004). Revisi taksonomi
telah dilakukan tentang keragaman ekstrim pada
genus Nycticebus dalam hal morfologi tengkorak,
variasi genetik, ukuran tubuh, tanda wajah, gigi, dan
wama rambut yang pada saat ini diakui menjadi
beberapa spesies yaitu N. bengalensis, N. coucang,
N. javanicus, N. menagensis, N. pygmaeus (Groves
1971, 1998; Chen et al 2006; Groves & Maryanto
2008) dan keragaman tersebut dijelaskan lebih lanjut
dalam pengaturan taksonomi (Nekaris & Jave 2007).
Semua spesies kukang pada saat ini telah
diklasifiksikan sebagai spesies critical endangered,
endangered dan rentan terutama karena kehilangan
habitat, pemanfaatan dan diburu untuk hewan
kesayangan (pet) dan untuk pengobatan (Nekaris et
al. 2013; Ratajszczak 1998; Nekaris & Nijman
2007). Kukang adalah spesies primata dilindungi
tetapi paling sering ditemukan di pasar burung
(Malone ef al. 2002; Webber & Nekaris, 2004 dalam
Nekaris et al. 2008). Data investigasi perdagangan
satwa liar dilindungi yang dilakukan ProFauna
Indonesia pada tahun 2002 mencatat bahwa
lebih dari 5000 individu kukang telah
diselundupkan dari Sumatera ke Jawa melalui
Lampung (ProFauna Indonesia 2007; BKSDA
2013: komunikasi pribadi). Keberadaan kukang
jawa di pasar perdagangan satwa telah
tergantikan oleh kukang Sumatera dan
Kalimantan hingga 75% (CITES 2006). Ting-
ginya angka perdagangan kukang diduga berkaitan
langsung dengan penurunan jumlahnya di alam.
Permasalahan muncul ketika hewan hasil sitaan
perlu diklasifikasikan ke dalam setiap spesies dan
selanjutnya didistribusikan ke kebun binatang dan
pusat rehabilitasi untuk perlindungan lebih lanjut.
Hal ini tidak mudah bagi orang awam untuk
mengklasifikasi kukang atas dasar tampilan warna
rambut, fisik dan fitur aurikularis (pola strip) yaitu
fitur penting dalam klasifikasi terutama antara N.
coucang dan N. menagensis dan spesies lainnya di
Kalimantan (Munds et al. 2013). Meskipun
identifikasi berdasarkan pengukuran tengkorak atau
craniodental sudah dilaporkan (Groves 1998; Groves
& Maryanto 2008)) tetapi pengukuran in vivo ini
praktis sulit dilakukan. Oleh karena itu, perlu
menemukan metode yang relatif sederhana dan
lebih akurat untuk identifikasi berbagai spesies
untuk dieksplorasi, salah satunya adalah melalui
analisis DNA. Kemajuan terbaru dalam analisis
genetik berdasarkan DNA adalah menggunakan
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mitokondria DNA yang cocok digunakan untuk
analisis pada tingkat spesies dan telah dilakukan
pada berbagai target gen (Masters et al. 2007,
Chen et al. 2006; Roos et al. 2004).

Gen penyandi dalam genom mtDNA di
antaranya adalah Gen cyfochrome oxidase
subunit I (CO 1). CO 1 telah dipilih menjadi
salah satu gen yang sekuennya digunakan dalam
barcoding. Gen ini mempunyai sifat-sifat yang
memenuhi persyaratan untuk digunakan dalam
menentukan identitas spesies pada hampir
semua binatang tingkat tinggi. Gen CO 1
memiliki banyak kelebihan untuk mempelajari
karakteristik genetik karena sedikit sekali
mengalami delesi dan insersi pada sekuennya,
serta banyak bagian yang bersifat conserve
(lestari) sehingga dapat digunakan sebagai DNA
barcoding pada sebagian besar spesies (Hebert
et al. 2003). Gen CO 1 juga dapat digunakan
untuk merekonstruksi filogenetik pada cabang
evolusi tingkat spesies (Palumbi 1996). Selain
itu susunan asam amino dari protein yang
disandi gen CO 1 jarang mengalami substitusi
sehingga gen CO 1 bersifat stabil dan dapat
digunakan sebagai penanda analisis filogeni,
namun basa-basa pada triple kodonnya masih
berubah dan bersifat silent yaitu perubahan basa
yang tidak merubah jenis asam amino (Lynch &
Jarrell 1993 dalam Herlina 2013). Penelitian ini
adalah untuk mengeksplorasi masing-masing
spesies kukang terutama hasil sitaan yang sulit
diidentifikasi melalui mitokondria DNA
Cytochrome Oxidase 1 (COLI).

BAHAN DAN CARA KERJA

Sampel yang digunakan dalam penelitian
ini sebanyak 24 kukang yang berasal dari
Kalimantan (2 ekor), Sumatera (13 ekor) dan
Jawa (9 ekor). Material genetik yang digunakan
berupa 16 sampel jaringan (hati, dan daging), 4
sampel rambut dan 4 sampel darah (Table 1).

Total DNA diperoleh dengan tahapan
ekstraksi dari material genetik sesuai jenis
sampel.

Untuk sampel jaringan dan darah, ekstraksi
menggunakan Qiagen Kit (QIAamp DNA Stool
Mini Kit) dengan tahapan sesuai prosedur.
Ekstraksi pada sampel rambut menggunakan
protocol phenol chloroform (Sambrook et al.
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1989) dan dimodifikssi dengan penambahan
proteinase K (PK), karena pada rambut
mengandung ikatan chitin protein tinggi. DNA
yang dihasilkan dilarutkan dengan TE buffer.
Amplifikasi gen cytochrome oxidase I
(COI) pada mitokondrial DNA ( mtDNA)
menggunakan primer spesifik untuk COI yang
dirancang berdasarkan sekuen COI Nycticebus
coucang pada data GeneBank NCBI nomor
GQ259903.1. Sekuen nukleotida primer adalah
COI KK F1 5 -TCTTCCAGTTCTCGCAGC
AG-3’ dan COI-KK-R1 5’GTAGCGTCGTGG
TATCCCTG dengan panjang sekitar 727 bp.
PCR dibentuk dalam 30 ul menggunakan PCR
mix KAPA (KK5701 KAPA2G Robust
HotStart ReadyMix). Mix PCR mengandung
17ul KAPA, masing-masing 1,8ul primer,
template DNA 1-2ul dan ditambah MQ sampai
mencapai volume 30ul. Kondisi PCR adalah
sebagai berikut: denaturasi 98°C selama 30
detik, diikuti sebanyak 35 siklus dengan
denaturasi 98°C selama 10 detik, penempelan
primer (annealing) 62°C selama 10 detik,
perpanjangan (elongation) 72°C selama 1
menit 20 detik dan diikuti elongasi 72°C selama
10 menit. Sekuen nukleotida hasil amplifikasi
dilakukan di Firstbase Company, Singapore
menggunakan forward and reverse primer.
Posisi gen yang digunakan sebagai penanda

Tabel 1. Sampel yang digunakan dalam penelitian.

Spesies N Lokasi Kode Sampel

Kalimantan
Sumatera

N. menagensis 2
N. coucang 13

MER; KALTG
IAR; IAR 1; LAMP;
SUM 1; SUM 2;
SUM 3; SUM 4;
SUM §5; SUM 6;
MER 1; PAL 1;
SUME; HAL 3;
HAL; HAL 1; HAL
2; TAS; TAS I;
CIA; GAR; LAMP
1; SUM

N. javanicus 9 Jawa

tRNA - Ser 1482 bp {RNA - try

554 bp | IR 200 bp

D ]

727 bp

Gambar 1. Skema posisi gen COI teramplifikasi
menggunakan spesifik primer F dan R

pada penelitian ini terletak pada posisi sekitar
554 bp dari bagian kiri dan 200bp dari bagian
kanan gen COI atau sekitar separuh panjang gen
target. Skema posisi gen yang teramplifikasi
terlihat pada Gambar 1.

Semua data sekuen sebelum dianalisa dilakukan
blast (similarity) dengan data BankGene pada NCBI
program. Blast dilakukan untuk mengetahui sekuen
pada spesies atau genus yang sama dan tidak terjadi
kontaminasi pada sampel penelitian. Sekuen
nukleotida gen COI diedit menggunakan BioEdit
sofiware (Hall 1999) kemudian di jajarkan (aligned)
menggunakan program Clustal X (Larkin et al.
2007). Analisa data menggunakan Program MEGA
version 6.0 (Tamura et al. 2013). Parameter sebagai
penanda menggunakan haplotipe, variable sites
berdasarkan nukleotida, jarak genetik (d) model
kimura-two parameter, dan asam amino serta
komposisi sekuen nukleotida. Untuk mengetahui
posisi sampel penelitian digunakan analisis filogeni
menggunakan metode Neighbour-Joining dengan
1000 kali pengulangan (Saitou & Nei 1987) pada
program MEGA 6. Sebagai data pembanding
digunakan sekuen GeneBank dari Nycticebus
coucang dengan nomor referensi AJ309867.1,
Nycticebus javanicus GQ259900.1., N. menagensis
GQ259901.1, N. pygmaeus GQ259902.1, dan N.
bengalensis GQ259899.1.

HASIL

Amplifikasi DNA

Panjang gen COI teramplifikasi menggunakan
primer spesifik sekitar 727 bp (Gambar 2.). Panjang
gen target dari COI pada Nycticebus javanicus adalah
1482 bp (Somura et al. 2012) dan pada Nycticebus
coucang sekitar 1541 bp (Armason et al. 2000).

Analisis Data Variasi nukleotida

Hasil sekuensing dari 24 sampel kukang
penelitian adalah sekitar 660 sampai dengan 690
bp, dan untuk analisa menggunakan sepanjang
660 bp sehingga semua sampel dapat dianalisis.
Analisa data menggunakan program MEGA 6.0
menunjukkan terdapat 62 situs bervariasi (mengalami
substitusi basa). Akumulasi perbedaan basa pada 24
individu memberikan 15 haplotipe (Table. 2) yang
dapat menggambarkan perbedaaan basa diantara
spesies kukang dan keragaman dalam populasi.
Haplotipe tersebut tersebar sebanyak empat
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haplotipe pada N. javanicus dari 9 individu; dua
haplotipe N. menagensis dari dua individu dan
sembilan haplotipe N. coucang dari 13 individu.
Pola substitusi basa dari masing-masing haplotipe
dapat menunjukkan perbedaan spesifik diantara ke
tiga spesies (Tabel 2.).

Jarak genetik

Jarak genetik dalam populasi dan antar populasi
dianalisa menggunakan Pairwise Distance dengan
model Kimura Two Parameter. Hasil analisis sekuen
DNA kukang sepanjang 660bp memberikan jarak
genetik (d) terendah adalah 0% (0,000) dan tertinggi
adalah 6,5% (0,065) dengan rata-rata jarak
keseluruhan populasi 0,034 + 0,005. Untuk masing-
masing spesies, jarak genetik pada populasi N.

3 4 5 67 8 9 10 1112 M

727bp

600bp

100 bp

Gambar 2. Panjang gen COI teramplifikasi sekitar

727 bp dari sampel penelitian

Keterangan: No. 1 12 = sampel
Marker 100 bp ladder

penelitian. M =

coucang d 0.013+0.003, N. javanicus d =
0.00440.002, N. menagensis d = 0.018+0.005. Jarak
genetik antar spesies menunjukkan bahwa N.coucang
lebih dekat dengan N. menagensis (d=0.042+ 0.006)
dibanding Njavanicus (d=0.0534+0.008), sedangkan
jarak genetik lebih tinggi adalah antara N. javanicus
dengan N. menagensis d=0.059+£0.009. Hal yang
sama juga ditunjukkan oleh nilai keragaman
nukleotida (r) yaitu antara populasi Sumatera dan
Kalimantan (7=0.004+0.002), Sumatera-Jawa (m=
0.02240.004), Jawa-Kalimantan (7=0.023+0.005).

Variasi Asam Amino

Analisis asam amino menggunakan MEGA
dengan panjang 660 bp nukleotida terdapat 220
asam amino. Analisis berdasarkan variabel sites
tersebut hanya terdapat 1 asam amino yang
berbeda seperti pada Tabel 3.

Pada tabel diatas terlihat bahwa dari 220
asam amino hanya ditemukan satu asam amino
yang berbeda diantara individu yaitu dari asam
amino Leusin (L) ke asam amino Prolin (P).
Asam amino tersebut tidak menunjukkan
spesifik pada masing-masing spesies karena
dimiliki oleh ketiga spesies, sehingga translate
asam amino pada gen COI untuk ke tiga spesies
kukang dalam penelitian ini tidak efektif
digunakan sebagai penciri dari masing-masing
spesies.

Hasil analisa sekuen nukleotida yang digunakan
sebagai penciri spesies pada penelitian ini dapat

Tabel 2. Haplotipe berdasarkan variasi nukleotida pada 24 individu kukang

Haplo Sampel n Variasi Haplotipe

tipe 1111111 2222222233 3333333334 4444444444 5555566666 66]
22335667 7782467789 1223445733 4556899990 2335677789 0246701334 55]
2347691032 5876751705 9257098969 5479736792 0053814738 4234198062 15]
A Kalimantan 1 TAGGGTTATC CTCTGAGGTT AGCCGATTCG CCACGCCCAC CTTTGCTAAA TCTTCGCTTA TC
B Jawa 2 ...A.CCGCT .C..AG...C .ATTA...A. TT.T.TT.GT AC..ATCGG. C.CC.A..C. ..
C Jawa 1 ...A.C.GCT .C..AG...C .ATTA.C.A. TT.T.TT.GT AC..ATCGG. C.CC.A..CG ..
D Sumatera 3 AAC.... ... AGA..C G...AG.C.A TT..A..TGT ..A..TCG.T .T..TA.C.. CT
E Jawa 4 A.C.GCT .C..AG...C .ATTA...A. TT.T.TT.GT AC..ATCGG. C.CC.A..C. ..
F Sumatera 1 CT.AAC.... .... AG...C G...A..C.A TTG.....G. ...C.TCG.T ..... ATC .T
G Jawa 2 CT.A.C.GCT .C..AG...C .ATTA...A. TT.T.TT.GT AC..ATCGG. C.CC.A..C. ..
H Sumatera 1 AAC.... .... AG...C GA..A..C.A TTG.....G. ...C.TCG.T ....TATC.. .T
I Sumatera 1 AAC...T .AG...C G...A..C.A TTG.....G. ...C.TCG.T ....TATC.. .T
J Sumatera 1 CT.AAC...T ..AG...C G...A..C.A TTG.....G. ...C.TCG.T ....TATC.. .T
K Sumatera 1 AAC.... .... AGA..C G...AG.C.A TT..A..TGT ..A..TCGGT .T..TA.C.. CT
L Sumatera 3 CT.AAC.... .... AGA..C G...AG.C.A TT..A..TGT ..A..TCG.T .T..TA.C.. CT
M Sumatera 1 AAC T.AGA..C G...AG.C.A TT..A..TGT ..A..TCG.T .T..TA.C.. CT
N Sumatera 1 AAC.... .... AG...C G...A..C.A TTG.....G. ...C.TCG.T ....TATC.. .T

O Kalimantan 1 CTA....... T..C...AC.......... AT..A.......... Tooven.. A.... ..
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dilihat dari perbedaan nukleotida dalam bentuk
haplotipe, jarak genetik dan asam amino yang
terbentuk. Pada penelitian ini  menunjukkan
perbedaan nukleotida  antara haplotipe N.
menagensis dengan N. javanicus berkisar 32 — 35
basa yang didominasi oleh substitusi transisi sebesar
91.42% dan substitusi transversi sebesar 8.53%.
Transversi terjadi antara basa Adenin (A) ke Timin
(T) dan sebaliknya. Antara haplotipe N. menagensis
dengan N. coucang terdapat perbedaan nukleotida
berkisar 21 — 33 basa, didominasi oleh substitusi
transisi sebesar 90.91% dan kejadian tranversi sekitar
tiga situs 9.09% yaitu dari A ke T. Sedangkan
perbedaan nukleotida pada haplotipe N. coucang
dengan N. javanmicus berkisar 28-36 basa yang
didominasi oleh substitusi transisi sebesar 88.88%
dan kejadian transversi sebanyak 4 situs 11.80%
(Table 2.). Index transisi dan tranversi pada masing-
masing spesies menurut persamaan Tajima (1989)

Tabel 3. Perbedaan asam amino gen CO I dengan
panjang sekuen nukleotida 660bp dari 24 sam-
pel penelitian.

Asam Amino site

Sampel [1] Keterangan
NC_COI_MER L KALIMANTAN
NJ_COI GAR JAWA
NJ_COI _CIA JAWA

NC _COI LAMP SUMATERA
NJ COI HALI1 ) JAWA
NC_COI_IAR P SUMATERA
NJ_COI SUM . JAWA
NJ _COI hAL P JAWA
NC_COI SUME . SUMATERA
NJ_COI_TASI P JAWA
NC_COI_SuM3 . SUMATERA
NC_COI SUM4 P SUMATERA
NJ_COI LAMPI JAWA
NC_COI _IARI SUMATERA
NC_COI_SUM6 SUAMATERA
NJ_COI _TAS JAWA
NJ_COI HAL2 . JAWA
NC_COI MERI P SUMATERA
NC_COI_SUMS5 SUMATERA
NC_COI PAL1 P SUAMTERA
NC _COI HAL3 P SUMATERA
NC_COIL_SUM2 SUMATERA
NC_COI_SuMl1 . SUMATERA
NM_COI_Kaltg P KALIMANTAN

adalah 10.21%, 8.00% dan 6.59%.
PEMBAHASAN

Panjang nukleotida dari COI teramplifikasi
menggunakan primer spesifik sekitar 727 bp.
Panjang gen target dari COI pada Nycticebus
Jjavanicus adalah 1482 bp (Somura et al. 2012)
dan pada Nycticebus coucang sekitar 1541 bp
(Arnason et al. 2000). Dengan demikian analisa
sekuen yang dilakukan tidak keseluruhan panjang
COI pada kukang. Berdasarkan  perbedaan
nukleotida menunjukkan antara spesies N. coucang
dengan N. menagensis sekitar 4.10%, antara M.
coucang dengan N. javanicus 4.85% dan N.
menagensis dengan N. javanicus 5.15%. Hasil ini
menunjukkan perbedaan basa nukleotida tertinggi
adalah antara N. menagensis dengan N. javanicus
dan yang terendah adalah antara N. menagensis
dengan N. coucang. Dari penelitian lain pada
mamalia menunjukkan perbedaan nukleotida pada
147 spesies kelelawar sekitar 0-11.79% (Clare et al.
2011), dan pada primata antara 5 spesies Tarsius
(Tarsius spp.) memberikan perbedaan nukleotida
sebesar 0 — 18% (Wirdateti dkk. 2015).

Berdasarkan morfologi terdapat perbedaan
yang jelas antara N. javanicus dengan N. coucang
dan N. menagensis berdasarkan ukuran craniometri
(Groves & Maryanto 2008). Secara morfologi antara
N.coucang dengan N. menagensis terlihat kemiripan
terutama pada pola strip pada kepala dan punggung
serta warna rambut tubuh. Hal ini didukung secara
geografis bahwa antara Kalimantan dan Sumatera
terpisah sekitar ~ 1.5 — 1.7 Ma dimana pola
pemisahan pada kukang Kalimantan, Sumatera dan
Jawa secara biografi sama dengan pola pemisahan
orang utan pada puncak phase dingin sekitar ~ 1.8
Ma saat air laut turun £ 100 m dimana orang utan
Kalimantan berbeda dengan Sumatera dan Jawa baik
secara morfologi, genetik dan perilaku. Orang utan
Jawa dan Asia Tenggara lainnya mengalami
kepunahan diperkirakan sekitar akhir Pleistocen atau
sekitar ~ 1.8 Ma akhir (Ryder & Chemnick 1993,
Zhi et al. 1996; Brandon- Jones ef al. 2004 dalam
Harisson et al. 2006). Hasil penelitian ini
berdasarkan komposisi perbedaan basa (haplotipe)
juga jelas menunjukkan perbedaan diantara spesies,
sechingga daerah gen COI pada penelitian dapat
dirujuk sebagai penanda molekular pada spesies
Nycticebus dan mendukung penelitian secara
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taksonomi.

Tipe haplotipe yang berbeda pada masing-
masing pulau (Jawa, Kalimantan dan Sumatera)
dapat digunakan sebagai acuan dalam
mengidentifikasi individu kukang. Semakin
beragam tipe komposit haplotipe pada satu
populasi akan semakin tinggi tingkat keragaman
genetik dan begitu juga sebaliknya (Smith &
Chesser 1981 dalam Akbar et al. 2014). Tipe
haplotipe pada kukang jawa memiliki ciri khas
pada urutan basa nukleotida yaitu, G (Guanin)
pada posisi 60, C (Sitosin) pada posisi 63 dan
78 , T (Timin) pada posisi 396 dan A (Adenin)
pada posisi 420. Posisi basa tersebut berbeda
dengan kukang Sumatera dan Kalimantan yaitu
berturut turut A, T, C, secara transisi dan C
posisi situs 396 mengalami substitusi transversi.
Tipe haplotipe pada kukang Sumatera memiliki
ciri khas pada urutan basa nukleotida yaitu, G
(Guanin) pada posisi 219 dan T (Timin) pada
posisi 498 dst. Perbedaan posisi basa nukleotida
seperti ini tidak ditemukan pada tipe haplotipe
kukang Jawa dan kukang Kalimantan. Tipe
haplotipe pada kukang Kalimantan memiliki ciri
khas pada urutan basa nukleotida yaitu, G
(Guanin) pada posisi 147, A (Adenin) pada
posisi 165, T (Timin) pada posisi 195 dan C (Sitosin)
pada posisi 345 (Tabel2). Perbedaan posisi basa
nukleotida seperti ini tidak ditemukan pada tipe
haplotipe kukang Jawa dan kukang Sumatera. Hal ini
mengindikasikan bahwa COI dapat digunakan untuk
mengidentifikasi spesies kukang dilihat dari tipe
haplotipe berdasarkan substitusi basa nukleotida
pada masing-masing wilayah (Jawa, Kalimantan dan
Sumatera). Apabila dilihat dari tipe substitusi,
penggunaan COI pada spesies mamalia
menunjukkan rerata laju substitusi pasangan
basa yang sama (sinonim) lebih tinggi dari pada
Cyt b (Gorilla gorilla dengan Gorilla g.
gorilla), sedangkan rerata laju substitusi non
sinonim adalah lebih besar pada cyt b dari pada
COI (Cervus nippon centralis dengan C.n.
yesoensis), hal ini menunjukkan bahwa gen cyt
b lebih conserve dari pada COI pada mamalia
(Tobe et al. 2010).

Persentase sebaran haplotipe dari masing-
masing spesies pada penelitian dapat dilihat
pada diagram dibawah (Gambar. 3). Populasi
Sumatera (N. coucang) memiliki 9 haplotipe
dari 13 individu dengan persentase tertinggi
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pada haplotipe D dan L sebesar 13% vyaitu
masing-masing tiga individu. Pada populasi
Jawa memiliki empat haplotipe dari 9 individu
dengan persentase tertinggi pada haplotipe E
sebesar 17% yaitu 4 individu dan haplotipe B
dan G sebesar 9% dan 8%. Sedangkan Kalimantan
dua haplotipe dari dua individu. Berdasarkan hasil
tersebut diatas dari tiga spesies genus Nycticebus di
Indonesia  menunjukkan bahwa N. javanicus
memiliki tingkat keragaman rendah dimana 9
individu memiliki susunan nukleotida yang hampir
sama. Perbedaan nukleotida pada populasi M.
Javanicus sangat kecil yaitu rata-rata 2.6 basa
nukleotida dibandingkan dengan spesies N. coucang
yaitu perbedaan sekitar 7.14 basa dan N.
menagensis 12 basa. Nilai tersebut menunjukkan
bahwa variasi genetik pada populasi kukang jawa
adalah rendah dan mengindikasikan bahwa populasi
kukang jawa cendrung menurun baik secara kualitas
maupun kuantitas, dan keragaman genetik kukang
jawa jauh lebih rendah dari kukang Sumatera dan
Kalimantan. Kondisi penurunan kualitas kukang
jawa (N. javanicus) tersebut telah tercantum di dalam
IUCN yang dikategorikan sebagai spesies critical
endangered (Nekaris et al. 2013).

Jarak genetik dapat menggambarkan
kedekatan antar spesies ataupun dalam populasi dan
juga digunakan untuk melihat kedekatan hubungan
genetik antar individu (Handayani 2011). Pada
penelitian ini jarak genetik antara  N.coucang
dengan N. menagensis (d=0.042+0.006) atau 4.2%,
N. coucang dengan N. javanicus (d=0.053+0.008)
atau 5.3% dan antara N. javanicus dengan N.
menagensis (d=0.059+0.009) atau 5.9%. Hasil ini
menunjukkan bahwa populasi Sumatera dan
Kalimantan lebih dekat dibandingkan dengan
Sumatera dan Jawa atau Jawa dengan Kalimantan.

Sebaran Haplotipe Nycticebus sp.

Hap.M  Hap.N (sm) HaP-O (KI) Hap A (KI) Hap.B ()
(sm) a% 4% 4% 9%
4%
Hap.L
(Sm)
13% Hap.K (Sm)
4%
Hap.J (Sm)
4%

Hap.C (Jw)
4%

Hap.D (Sm)
13%

Hap.l (Sm)
4% Hap.H (Sm) Hap.G (Jw) Hap.F(Sm)
4% 8% 4%

Gambar 3. Sebaran haplotipe kukang (Nycticebus
spp) menggunakan variabel site.
Keterangan:. K1 = Kalimantan ; Sm = Sumatera , Jw = Jawa
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Hubungan yang dekat antara kedua spesies tersebut
juga terlihat dari analisa gen 12S rRNA, 16S rRNA
dan COI dimana jarak genetik antara N. coucang
dengan N. menagensis d= 0.023 adalah lebih rendah
dari N. coucang dengan N. javanicus d= 0.027
(Somura et al. 2013). Individu-individu yang
memiliki nilai jarak genetik semakin rendah
mengindikasikan bahwa individu-individu tersebut
memiliki hubungan kekerabatan yang semakin dekat
dan jarak genetiknya tinggi maka memiliki hubungan
kekerabatan yang jauh. (Putri 2013). Menurut
Stevan Merker (pers.com) bahwa perbedaan
nukleotida dan jarak genetik sebesar 3% antar
populasi adalah merupakan spesies terpisah,
dengan demikian nilai tersebut diatas
memperkuat bahwa ketiga populasi merupakan
spesies terpisah, dimana sebelumnya hanya satu
spesies yaitu N. coucang dengan tiga anak jenis
N.c.coucang, N.c. javanicus dan N.c.menagensis
(Groves 1971; 2001).

Perbedaan berdasarkan komposisi asam
amino pada ketiga spesies Nycticebus ini tidak
memberikan karakter yang berbeda. Dari 220
asam amino yang terbentuk hanya terdapat satu
posisi asam amino yang berbeda yaitu dari
Leusin (L) ke Prolin (P), tetapi ketiga spesies
juga memiliki asam amino tersebut, sehingga
tidak ada pembeda spesifik dari komposisi asam
amino meskipun terdapat perbedaan nukleotida
pada jajaran sekuen. Kejadian ini menunjukkan
adanya mutasi sinonimus dijajaran sekuen,
dimana substitusi nukleotida dengan nukleotida
lain tidak menghasilkan perbedaan asam amino.
Menurut Graur (2003), mutasi sinonimus tidak
selalu dapat disamakan dengan silent mutation,
meskipun mayoritas mutasi sinonimus tidak
menimbulkan efek pada tingkat asam amino
(silent), mutasi sinonimus dapat menyebabkan
timbulnya situs pemutusan baru (splicing site)
atau merubah situs pemutusan yang sudah ada.
Hal ini dapat menyebabkan posisi intron
bergeser menjadi ekson, atau sebaliknya yang
akibatnya terjadi perbedaan pada hasil sintesis
polipetida. Selain itu susunan asam amino dari
protein yang disandi gen COI jarang mengalami
substitusi sehingga gen CO I bersifat stabil dan
dapat digunakan sebagai penanda analisis
filogeni, namun basa-basa pada triple kodonnya
masih berubah dan Dbersifat silent yaitu
perubahan basa yang tidak merubah jenis asam

amino (Lynch & Jarrell 1993 dalam Herlina
2013). Dengan demikian asam amino di dalam
identifikasi kukang menggunakan COI pada
posisi gen target penelitian ini tidak dapat
digunakan sebagai indikator pembeda diantara
spesies kukang Indonesia karena tidak
memberikan penciri spesifik.

Untuk melihat hubungan dari masing-
masing spesies dapat digambarkan dengan
menggunakan pohon filogeni. Pohon filogeni
dibentuk berdasarkan haplotipe masing-masing
spesies dari perbedaan nukleotida dengan
pembanding sekuen genus Nycticebus GeneBank
menggunakan Neighbor joining dengan Kimura’s
two parameter model (Gambar 4.). Sebagai out
group adalah  Lemur catta dan Daubentonia
madagascariensis dari sekuen GeneBank (NCBI).
Analisis pohon filogeni digunakan karena dapat
menggambarkan hubungan kekerabatan yang tepat
antara organisme (Li & Graur 1991).

Pohon diagram matrix menunjukkan
pengelompokkan antar spesies berdasarkan haplotipe
dengan nilai boostrap 92-100%. Pengelompokan dan
percabangan yang terbentuk didukung dengan nilai
bootstrap  tinggi yang menentukan kestabilan dari
pembentukan  kelompok. Pengelompokan dan
kedekatan masing-masing individu dalam populasi
dan antar spesies tersebut didukung oleh nilai jarak
genetik dan perbedaan nukleotida pada penelitian ini.
Nilai bootstrap diatas  termasuk dalam kategori
stabil karena suatu cabang dikatakan stabil jika nilai
bootstrap di atas 95% dan dikatakan tidak stabil jika
nilai bootstrap berada di bawah 70% (Osawa et al.
2004). Pada pohon menunjukkan bahwa populasi
kukang Sumatera terpisah menjadi dua kelompok
dengan kestabilan yang cukup tinggi nilai boostrap
98%, tetapi berdasarkan haplotipe tidak
menunjukkan perbedaan nukleotida yang significant
dan demikian juga halnya dengan asam amino tidak
menunjukkan perbedaan. Menurut Poutyoud Lauren
(pers. com) hal ini bisa terjadi karena adanya
perbedaan geografi di pulau Sumatera antara
Sumatera bagian Utara, Timur dan bagian
Selatan yang dapat mempegaruhi genetik.
Penggunaan sekuen pembanding dari Genebank
tampaknya tidak semua dapat digunakan sebagai
indikator, seperti terlihat pada gambar bahwa
sekuen N. javanicus mengelompok pada spesies
N. coucang demikian juga dengan sekuen M.
bengalensis. Hal yang sama juga terlihat dari
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Gambar 4. Hubungan antar spesies digambarkan menggunakan Neighbor joining  dengan Kimura’s two

parameter model.

Keterangan: NC = N. coucang; NM = N. menagensis; NJ = N. javanicus

diagram matrix hasil penelitian Somura et al.
(2012).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil analisa, gen COI dapat
digunakan sebagai penciri antar spesies kukang
di Indonesia berdasarkan perbedaan nukleotida
atau haplotipe, dan persentase jarak genetik
tetapi tidak dari asam amino. Parameter tersebut
juga dapat menunjukkan tingkat keragaman dan
status spesies kukang di alam, dimana populasi
kukang jawa (N. javanicus) menuju keragaman
genetik rendah yang ditunjukkan dengan
kecilnya perbedaan nukelotida diantara individu
yaitu rata-rata 2.6 basa dan jarak genetik d=
0.004+0.002. Dengan demikian perlu perhatian
yang khusus terhadap management konservasi
kukang jawa.
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