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ABSTRAK

Faizah, U. 2011. Asam amino spesifik pada daerah cytochrome b sebagai penanda genetik harimau
Sumatera (Panthera tigris sumatrae). Zoo Indonesia 20(2), 27-33. Saat ini status Harimau Sumatera ter-
ancam punah. Oleh karena itu, salah satu upaya konservasi adalah fokus pada konservasi genetik. Cyto-
chrome b (=Cyt. b) pada DNA mitokondria telah digunakan secara luas untuk mempelajari keragaman ge-
netik dan hubungan filogenetik. Tujuan dari penelitian ini adalah (1) untuk menganalisis keragaman genetik
berdasarkan penanda genetik Cyt. b pada Harimau Sumatera, (2) untuk mengetahui filogeni dari subspesies
Harimau Sumatera dengan Harimau lain di dunia. Amplifikasi gen dilakukan dengan metode PCR
menggunakan primer UF-06 dan UF-07 (675 pb). Hasilnya adalah (1) terdapat satu situs asam amino spe-
sifik, yakni situs 40 (Valin); (2) Harimau Sumatera memiliki hubungan terdekat dengan Harimau India dan
Harimau Indo-Cina, hubungan terjauh adalah dengan harimau Siberia. Asam amino spesifik pada daerah
Cyt. b dapat digunakan sebagai penanda genetik Harimau Sumatera dan dapat membedakan antara subspe-
sies harimau.

Kata kunci: Harimau Sumatera, konservasi genetik, Cyt. b, asam amino

ABSTRACT

Faizah, U. 2011. Specific amino acid in cytochrome b as a genetic marker of Sumateran tigers
(Panthera tigris sumatrae). Zoo Indonesia 20(2), 27-33. The status of the Sumatran tiger is currently en-
dangered now. Therefore, the conservation effort must be focused on its genetic conservation. Cytochrome b
(=Cyt. b) of mitochondrial DNA has been used extensively in studying genetic diversity and phylogenetic
relationships. The aims of the current study this research are (1) to analyze genetic diversity based on genet-
ic marker Cyt. b of the Sumatran tiger, (2) to construct the phylogeny of the Sumatran tiger subspecies with
other tigers of the world. The amplification of the genes was performed through PCR method by using pri-
mers UF-06 and UF-07 (675 bp). The result shows (1) one specific amino acid site, i.e. site 40 (Valin); (2)
the Sumatran tiger has the closest relationship with the Indian and the Indo-Chinese tigers, and the farthest
relationship is with the Siberian tiger. Cyt b genetic marker is suitable for the Sumatran tiger genetic marker
and it is a good marker for distinguishing tigers subspecies.

Keywords: Sumatran tiger, genetic conservation, Cyt. b, amino acid

PENDAHULUAN Dikarenakan jumlahnya yang semakin

Menurut Staf Konservasi Keanekaragaman
Hayati, Seksi Konservasi Wilayah II Balai Kon-
servasi Sumber Daya Alam (BKSDA) Sumatera
Barat, Rully Permana, saat ini populasi Harimau
Sumatera (Panthera tigris sumatrae) diperkirakan
tinggal 300 ekor yang tersebar di seluruh wilayah
Sumatera. Di dalamnya meliputi Taman Nasional
Gunung Leuser, Taman Nasional Kerinci Seblat, dan
Bukit  Barisan  Selatan

Taman Nasional

(Kompas.com 2011).

menurun, I[UCN (2011) mengkategorikan Harimau
Sumatera dalam status “critically endangered” atau
satwa langka yang kritis yaitu kategori tertinggi dari
ancaman kepunahan. Sedangkan CITES (Convention
on International Trade in Endangered Species of
Wild Fauna and Flora) memasukkan Harimau Su-
matera ke dalam Appendix: 1, artinya kategori he-
wan yang sangat dilarang untuk diperdagangkan
baik pada tingkat nasional maupun internasional

(CITES 2011). Keragaman genetik suatu populasi
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sangat penting dalam konservasi karena keragaman
genetik yang tinggi akan sangat membantu suatu
populasi beradaptasi terhadap perubahan-perubahan
yang terjadi di lingkungan sekitarnya dan memiliki
tingkat breeding yang tinggi. Mengetahui status ge-
netik suatu populasi dapat dirancang suatu program
konservasi untuk menghindari kepunahan dan mem-
bantu pengembangan rencana pengelolaan kelang-
sungan hidupnya (Damayanti 2007).

Cytochrome b (Cyt. b) adalah salah satu gen
dari DNA mitokondria (mtDNA) yang banyak
digunakan untuk penelitian identifikasi dan hu-
bungan atau filogeni antara spesies dari genus atau
famili yang sama. Hal itu disebabkan gen Cyt b ada-
lah penyandi protein dan merupakan daerah con-
serve atau tidak banyak mengalami perubahan atau
mutasi basa sehingga lebih sensitif digunakan se-
bagai penanda genetik/marka atau barcode untuk
identifikasi kemurnian spesies (Widayanti 2006).

Beberapa penelitian tentang Cyt. b pada sub-
spesies harimau (P. tigris sp.) telah dilakukan di
antaranya oleh Cracraft ef al. (1998) dan Lou ef al.
(2004) tetapi informasi genetik gen Cyt. b pada

Tabel 1. Daftar sampel yang digunakan

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan mulai bulan Juni
2007 sampai dengan Mei 2008. Penelitian dilakukan
di Laboratorium Biologi Molekuler, Pusat Studi
Sumber Daya Hayati dan Bioteknologi (PSSHB),
Lembaga Penelitian dan Pengabdian Masyarakat
(LPPM), Institut Pertanian Bogor (IPB).

Sampel penelitian untuk total DNA berasal
dari darah empat ekor Harimau Sumatera koleksi
Taman Safari Indonesia, Cisarua-Bogor. Keempat
ekor Harimau Sumatera tersebut merupakan hasil
tangkapan langsung dari habitatnya yang berasal dari
empat daerah berbeda di Sumatera yaitu Medan,
(Tabel 1).
DNA

Jambi, dan

Metode

Riau, Bengkulu

ekstraksi dan isolasi
menggunakan Phenol-Chloroform (Duryadi 1997,
2005). Amplifikasi dengan teknik PCR pada daerah
Cyt. b parsial menggunakan primer UF-06 ((F) 5’
AGCAGCAGTCCACCTCCTATTCC TT 3') dan
UF-07 R) 5! GCTTT-

GGGTGCTGATGGTGGGGCTA 3'). Larutan pe-

primer

reaksi pada penelitian ini menggunakan Go Tag"

PCR Core Systems dari Promega. Volume reaksi

No Nama Harimau Asal Daerah Kode Sampel Keterangan

1 Cicis Medan HSlc Pengambilan sampel 22 Juni 2007

2 Minas Riau HS2c Pengambilan sampel 7 September 2007
3 Jabung Jambi HS3c¢ Pengambilan sampel 7 September 2007
4 Simba Bengkulu HS4c Pengambilan sampel 11 April 2008

Harimau Sumatera belum banyak dilakukan.
Penelitian ini menggunakan gen Cyt. b parsial untuk
mendapatkan data keragaman genetik dan menge-
tahui karakteristik penanda genetik asam amino spe-
sifik pada Harimau Sumatera. Data tersebut dapat
digunakan sebagai acuan penanda genetik dalam
konservasi genetik Harimau Sumatera yang ber-

manfaat untuk identifikasi kemurnian genetik dan

mengetahui hubungan kekerabatannya.

PCR adalah 50 pl dengan komposisi seperti pada

Tabel 2. Proses PCR pada penelitian ini
menggunakan mesin Genedmp™ PCR system 2400
(Perkin-Elmer). Kondisi PCR untuk mengamplifika-
si daerah target penelitian terdapat pada Tabel 3.
Proses sekuensing dilakukan di First BASE
Laboratories Sdn Bhn—Malaysia. Data hasil pem-
bacaan sekuen dianalisis dengan menggunakan pro-

gram MEGA 4.0 (Tamura et al. 2007). Hasil analisis
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asam amino berupa matriks rata-rata “jarak genetik
p” (p-distance). Analisis filogeni menggunakan me-
tode bootstrap Neighbor-Joining (NJ) dengan 1000
kali pengulangan. Multiple alignment untuk daerah
Cyt. b parsial menggunakan data pembanding dari

Tabel 2. Komposisi PCR untuk mengamplifikasi daerah
Cyt. b parsial

Komposis Cyt. b parsial
DNA template 4 ul
Primer Forward (20pmol/ pul) 1,5 ul
Primer Reverse (20 pmol/ pl) 1,5 ul
dNTP (10mM) 1ul
5x buffer Sul
MgCl, (25 mM) 3ul
5 unit Taq (Su/ pl) 0,25 ul
ddH,0 33,75 ul

Zoo Indonesia 2011. 20(2): 27-33

GenBank (www.ncbi.nml.nih.gov) yang terdiri
dari sebuah sekuen lengkap mtDNA Harimau Si-
beria dan 30 sampel sekuen Cyt. b parsial
berbagai subspesies harimau dari penelitian

Cracraft (1998) (Tabel 4).

Tabel 3. Kondisi PCR untuk mengamplifikasi daerah
Cyt. b parsial

Kondisi Cyt. b parsial
Predenaturasi 94°C /5 menit
Denaturasi 94°C / 45 detik
Annealing 52°C/1 menit
Extension 72°C/1 menit
Final eksension 72°C/7 menit
Siklus 35x
Volume 50 ul

Tabel 4. Data sekuen subspesies harimau pembanding untuk daerah Cyt. b parsial

No No Gen Bank Kode Nama Spesies Asal Panjang Pustaka/keterangan
sekuen (pb)
1 EF551003 Pt. alt P. t. altaica Siberia 16990 Genbank
(www.ncbi.nml.nih.gov)

2 AF053040 Pt. sum sul P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

3 AF053041 Pt. sum su2 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

4 AF053042 Pt. sum su3 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

5 AF053043 Pt. sum su4 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

6 AF053044 Pt. sum su5 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

7 AF053045 Pt. sum su6 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

8 AF053046 Pt. sum su7 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

9 AF053047 Pt. sum su9 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

10 AF053048 Pt. sum sul0 P. t. sumatrae Sumatera 1140 Cracraft et al. 1998

11 AF053049 Pt. corcl P. t. corbetti Indo China 1140 Cracraft et al. 1998

12 AF053050 Pt. cor c2 P. t. corbetti Indo China 1140 Cracraft et al. 1998

13 AF053021 Pt. tig b5 P. ¢ tigris India 1140 Cracraft et al. 1998

14 AF053022 Pt. tig b6 P. ¢ tigris India 1140 Cracraft et al. 1998

15 AF053023 Pt. tigb7 P. ¢ tigris India 1140 Cracraft et al. 1998

16 AF053024 Pt. tig b8 P. ¢ tigris India 1140 Cracraft et al. 1998

17 AF053025 Pt. tig b9 P. t. tigris India 1140 Cracraft et al. 1998
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No No Gen Bank Kode Nama Spesies Asal Panjang Pustaka/keterangan
sekuen
(pb)
18  AF053026 Pt. alt sl P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
19 AF053027 Pt. alt s2 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
20 AF053028 Pt. alt s3 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
21 AF053029 Pt. alt s4 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
22 AF053030 Pt. alt s5 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
23 AF053031 Pt. alt s6 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
24 AF053032 Pt. alt s7 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
25  AF053033 Pt. alt s8 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
26 AF053034 Pt. alt s10 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
27  AF053035 Pt. alt s11 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
28  AF053036 Pt. alts12 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
29  AF053037 Pt. alt s13 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
30  AF053038 Pt. alts14 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
31 AF053039 Pt. alt s15 P. t. altaica Siberia 1140 Cracraft et al. 1998
HASIL DAN PEMBAHASAN Untuk mengetahui status genetik Hari-mau

Amplifikasi daerah Cyt. b parsial mtDNA
dengan menggunakan primer UF-06 dan UF-07 pada
keempat sampel Harimau Sumatera (Panthera tigris
sumatrae) menghasilkan produk PCR berukuran 675
pb (Gambar 1).

700 pb
S00pb

Gambar 1. Hasil amplifikasi daerah Cyt. b parsial. No. 1-4:
DNA hasil amplifikasi menggunakan pasangan
primer UF-06 dan UF-07,No. 5: DNA penanda
100 pb

30

Sumatera maka analisis keragaman genetic
menggunakan data pembanding Cyt. b parsial dari
GenBank untuk multiple alignment. Basa nukleo-
tida yang dibandingkan sepanjang 549 pb. Dari 549
pb nukleotida pada daerah Cyt. b parsial tersebut
selanjutnya diterjemahkan dalam bentuk asam ami-
no dan didapatkan 183 asam amino yang terdiri dari
Isoleusin (I), Treonin (T), dan Valin (V). Hasil ana-
lisa dari jajaran sekuen asam amino terdapat tiga
buah situs yang beragam dari empat subspesies ha-
rimau (Panthera tigris altaica, Panthera tigris su-
matrae, Panthera tigris corbetti, dan Panthera ti-
gris tigris) dan menghasilkan asam amino spesifik
pada Harimau Sumatera yaitu Valin (GTC) dan
basa spesifik (Tabel 5).

Harimau Sumatera mempunyai sebuah situs
asam amino yang spesifik yaitu pada asam amino ke
-40 dengan asam amino V (Valin) sedangkan sub-
spesies harimau lainnya mempunyai asam amino [
(Isoleusin).

Situs asam amino spesifik pada Harimau Su-

matera adalah pada asam amino ke-40 (asam amino
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Tabel 5. Tiga situs asam amino yang beragam di daerah
Cyt. b parsial (183 asam amino) pada beberapa
subspesies harimau (Sekuen acuan Panthera
tigris altaica [Pt. alt], EF551003)

Subspesies 40423 4447240 1074303y
Pt. alt
H5l1c
H3Zc
H33c
H34c
Pt. suml
Pt. surn?
Pt. a3
Pt. qurmd
Pt. surns
Pt. sumé
Pt. suro?
Pt. sumd
Pt. saml0
Pt. corl
Pt. cord
Pt. tig5
Pt tigd
Pt tig7
Pt. tig s
Pt tig?
Pt.altl
Pt. alt2
Pt. alt3
Pt. alt4
Pt. alts
Pt. alté
Pt. alt7?
Pt. altd
Pt. altl0
Pt.altll
Pt alt12
Pt.altl3
Pt. alt14
Pt.altls

e . T T T T T T L=
R T T I T I R R R R i

U QU S R R [ R U R U UL | OGSO P U U PSR P PP AP
JE QU R T R U T | S U AT U U UL AU O P U U U G U P U P P P P |

Keterangan:
Nomor dalam kurung adalah nomor situs asam amino pada Cyt. butuh
sekuen acuan P. t altaica [Pt. alt], EF551003
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tasi dari A (Adenin) menjadi G (Guanin) pada basa
pertama dari triple codonnya. Mutasi substitusi basa
pada asam amino ke-40 ini bersifat non sinonim,
karena dari pembacaan triple codon yang berbeda
(dari ATC menjadi GTC) menyebabkan terjadinya
penyandian asam amino yang berbeda (dari Isoleu-
sin menjadi Valin) (Tabel 6).

Perubahan basa nukleotida pada posisi 369
yaitu Adenin (A) dari Guanin (G) menunjukkan
basa spesifik pada Harimau Sumatera tetapi triple
codon-nya tidak menyandikan asam amino yang
spesifik. Hal ini disebabkan triple codon CCA
menyandikan asam amino yang sama dengan yang
disandikan subspesies harimau lainnya (triple codon
CCQ) yaitu asam amino Prolin (P). Basa nukleotida
yang mengalami mutasi atau perubahan basa pada
codon ketiga dari triple codon dan umumnya tidak
merubah asam amino yang dihasilkan (effect Wob-
ble) atau bersifat subsitusi sinonim di mana terdapat
lebih dari satu codon untuk satu asam amino (Tabel
6).

Hubungan kekerabatan Harimau Sumatera
dalam penelitian ini dengan subspesies harimau lain
dapat dibandingkan berdasarkan matrik rata-rata

“jarak genetik p” dari asam amino yang disajikan

Tabel 6. Ilustrasi penterjemahan asam amino ke-40 dan 123 pada daerah Cyt. b parsial pada Harimau Sumatera dibanding

kan dengan subspesies harimau yang lain

Asam amino ke ... 40 (236) 123 (319)
No. situs nukleotida 130 131 132 Terjemahan 367 368 369 Terjemahan as.
(706 ) (707) (708) as. amino mutasi (955) (956) (957) amino mutasi
substitusi substitusi si-
non sinonim nonim
Basa nukleotida .
Harimau Sumatera G T C V (Valin) C C A
Basa nukleotida . P (Prolin)
A T C I (Isoleusin) C C G

Harimau subspesies lain

Keterangan: Nomor dalam kurung adalah nomor basa nukleotida pada Cyt. b utuh sekuen acuan P. ¢ altaica [Pt. alt], EF551003

ke-236 pada Cyt. b utuh) yaitu V (Valin) dengan ¢ri-
ple codon GTC. Pada subspesies harimau lainnya di
situs ini menyandikan I (Isoleusin) dengan triple

codonnya ATC. Dengan demikian telah terjadi mu-

pada (Tabel 7).
Analisa jarak genetik menunjukkan bahwa
sekuen pada populasi Harimau Sumatera baik

koleksi Taman Safari Indonesia Bogor maupun dari
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Tabel 7. Matrik rata-rata “jarak genetik p” (p-distance) dari asam amino di daerah Cyt. b parsial (183 asam amino)

beberapa subspesies harimau

Subspesies P.t alt P. t. sumatrae P. t. corbetti P. t. tigris P. t. altaica
P.t alt n=1)
P. t. sumatrae (n =13) 0.017
P.t corbetti (n=2) 0.011 0.006
P. t tigris n=5) 0.011 0.006 0.000
P. t altaica (n=14) 0.000 0.017 0.011 0.011

Keterangan: n = number/jumlah

GenBank (Cracraft et al. 1998), tidak terdapat mu-
tasi basa dan perbedaan asam amino. Hal ini me-
nunjukan bahwa asam amino antara individu Hari-
mau Sumatera yang ada tidak beragam. Dibanding-
kan dengan sub spesies lainnya Harimau Sumatera
memiliki perbedaan jarak genetik terkecil dengan
P. t tigris dan P. t. corbetti, sedangkan yang ter-

besar dengan P. t. altaica.

Rekonstruksi pohon filogeni berdasarkan
“jarak genetik p” (p-distance) dari asam amino di
daerah Cyt. b parsial antara berbagai subspesies
harimau terdapat pada Gambar 2.

Pohon filogeni pada Gambar 2 memperlihat-
kan percabangan yang relatif sederhana yaitu ter-
bentuk dua kluster besar, dengan salah satu klus-

ternya membentuk dua subkelompok. Pada kluster

HS3c/Jambi
Pt. sum su4
HS4c/Bengkulu
Pt. sum suZ2
Pt. sum su3

Pt. sum su10
63

Pt. cor c2
Pt. tig b8
Pt. tig b9
Pt. tig b6
Pt. tig b7
Pt. tig b5
Pt. cor c1

HS1c/Medan
Pt. sum su1l
HS2c/Riau

Pt. sum su9
Pt. sum sué6

Pt. sum suS

Pt. sum su7

Pt. alt s3
Pt. alt s11
Pt. alt s15
Pt. alt s8
Pt. alt s14
Pt. alt s4
Pt. alt s7
Pt. alt s1

0.001

87
Pt. alt s2

Pt. alt s12
Pt. x

Pt. alt s6
Pt. alt s10
Pt. alt s5
Pt. alt s13

Gambar 2. Filogeni berdasarkan “jarak genetik p” (p-distance) dari asam amino di daerah Cyt. b parsial (183 asam amino) beberapa
subspesies harimau. (Nama latin dalam gambar 2 mengacu pada Tabel 4)
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pertama walaupun berasal dari kelompok awal yang
sama, P.t. tigris dan P.t. corbetti masuk dalam satu
subkelompok sedangkan P.f. sumatrae membentuk
sub kelompok tersendiri. Sedangkan pada kluster
kedua tidak terjadi pemisahan subkelompok yang
terdiri dari P.t. altaica. Hasil ini juga ditunjukkan
oleh jarak genetik di antara subspesies seperti pada
Tabel 7.

Dari rekonstruksi filogeni berdasarkan “jarak
genetik p” (p-distance) asam amino di daerah Cyt. b
parsial untuk berbagai subspesies harimau menun-
jukkan bahwa Harimau Sumatera mengelompok
tersendiri terpisah dari subspesies harimau yang
lain. Hal ini membuktikan bahwa asam amino pada
Cyt. b parsial dapat digunakan  untuk
mengetahui hubungan kekerabatan yang spesifik
pada Harimau Sumatera jika dibandingkan dengan

subspesies harimau lainnya.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ber-
dasarkan analisis marka genetik asam amino daerah
Cyt. b parsial pada Harimau Sumatera didapatkan
sebuah situs asam amino spesifik yaitu situs asam
amino ke 40 (V). Situs spesifik tersebut dapat
digunakan sebagai marka genetik dalam mengidenti-
fikasi kemurnian genetik dari Harimau Sumatera
apabila akan dilakukan usaha konservasi genetiknya
karena dapat digunakan untuk membedakan antar
subspesies Harimau Sumatera dengan subspesies
harimau yang lain. Berdasarkan rekonstruksi
filogeni menggunakan marka genetik asam amino
pada daerah Cyt. b parsial diketahui bahwa hub-
ungan kekerabatan antar individu Harimau Sumatera
dalam penelitian ini adalah Harimau Sumatera
paling dekat dengan Harimau India (P.z. tigris) dan
Harimau Indo-China (P.1.

corbetti) sedangkan

paling jauh dengan Harimau Siberia (P.t. altaica).

Zoo Indonesia 2011. 20(2): 27-33
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