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ABSTRAK

Karakterisasi lokus mikrosatelit berbagai marka molekul untuk mengungkapkan variasi
genetik populasi perlu dilakukan. Penelitian ini bertujuan untuk mengungkapkan karakteristik lokus
mikrosatelit D10S1432 yang meliputi jumlah alel, frekuensi alel, dan heterozigositas pada populasi
monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo. Sejumlah 14 sampel darah dari vena femoralis
dikoleksi dari populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo sebagai sumber DNA.
Ekstraksi DNA total menggunakan QlAamp DNA Blood Kits dari Qiagen. Selanjutnya lokus
mikrosatelit D10S1432 diamplifikasi melalui Polymerase Chain Reaction (PCR) sebanyak 30 siklus
dengan suhu annealing 57°C. Variasi alel mikrosatelit dipisahkan dengan elektroforesis pada gel
poliakrilamid 7% dan dimunculkan dengan pewarnaan perak. Penelitian mengidentifikasi empat jenis
alel pada lokus D10S1432 dengan panjang berkisar antara 164 bp sampai 170 bp. Frekuensi alel
bervariasi, yaitu alel 164 (0,10); 166 (0,32); 168 (0,29); dan 170 (0,29), serta nilai heterozigositas
lokus sebesar 0,75. Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa lokus mikrosatelit D10S1432 pada
populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo bersifat polimorfik, dan marka yang
baik dapat mengungkapkan variasi genetik populasi.

Kata- kata kunci: monyet ekor panjang, karakteristik genetik, lokus mikrosatelit D10S1432, Taman
Nasional Alas Purwo

ABSTRACT

Characterization of microsatellite locus as moleculer marker to determine the genetic
variation of a population is needed. This study aimed to reveal the characteristics of the D10S1432
microsatellite locus, that were the number of alleles, allele frequencies, and heterozygosity in a
population of long-tailed macaque in Taman Nasional Alas Purwo. A total of 14 blood samples from
the femoral vein was collected from the population of long-tailed macaque in Taman Nasional Alas
Purwo as a DNA source. Total DNA was extracted using QlAamp DNA Blood Kits from Qiagen.
Furthermore, D10S1432 microsatellite locus was amplified using Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique by 30 cycles with annealing temperature of 57°C. Allele variation was separated by
electrophoresis on 7% polyacrylamide gel and emerged by silver staining. The study identified four
types of alleles with lengths ranging from 164 bp to 170 bp. Allele frequencies varied, that were allele
164 (0.10), 166 (0.32), 168 (0.29), and 170 (0,29), and the heterozygosity of the long way 0.75. It can
be concluded that the D10S1432 microsatellite locus in a population of long-tailed macaque in Taman
Nasional Alas Purwo is polymorphic and a good molekuler marker for assessing the genetic variasi in
a population.

Key words: long-tailed macaque, genetic characteristics, microsatellite locus D10S1432, Taman
Nasional Alas Purwo
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PENDAHULUAN

Monyet ekor panjang (Macaca fascicularis) merupakan salah satu primata yang
tersebar luas di kawasan Asia Tenggara, Lempeng Sunda, Kepulauan Filipina, dan daerah
Wallace Selatan. Sekitar satu juta tahun yang lalu, monyet ekor panjang di Indonesia
bermigrasi dari kawasan Asia Tenggara kemudian menuju ke Lempeng Sunda saat daerah
tersebut masih menyatu dengan daratan Asia (Fooden, 1995). Monyet ekor panjang
selanjutnya menyebar di kepulauan selatan Indonesia berjalan dari barat ke timur dengan
Jawa Timur sebagai pintu penyebarannya (Wandia, 2007).

Kini populasi monyet ekor panjang di suatu pulau berpisah menjadi populasi yang
lebih tinggi tingkat lokus variasinya di Jawa Timur. Populasi monyet ekor panjang ditemukan
berada di Taman Nasional Alas Purwo dan Taman Nasional Baluran. Berdasarkan demografi
populasi, monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo berada dalam populasi-
populasi lokal yang terpisah satu dengan yang lain.

Keragaman genetik populasi lokal dapat dianalisis menggunakan pendekatan DNA
selain pendekatan morfologi (fenotipe). Pendekatan menggunakan DNA lebih memberikan
kepastian variasi genetik yang sebenarnya. Salah satu marka molekul yang banyak digunakan
dalam studi genetika populasi adalah mikrosatelit. Mikrosatelit juga dikenal sebagai Simple
Sequence Repeats (SSRs) atau Simple Tandem Repeats (STRs), merupakan runutan pendek
sederhana (khususnya di-, tri-, dan tetranukleotida) dimana terulang secara berurutan dalam
genom eukariot (Hearne et al., 1992). Marka mikrosatelit merupakan marka genetik yang
sering digunakan selain untuk mempelajari struktur populasi (Steffen et al., 1993), juga
untuk mempelajari pautan (linkage), dan pemetaan kromosom (Silva et al., 1999).

Mikrosatelit mempunyai keunggulan sebagai marka molekul yaitu dapat mendeteksi
keragaman alel pada populasi/ individu karena bersifat kodominan. Selain itu, mikrosatelit
memiliki tingkatan polimorfisme yang tinggi sehingga dapat mempelajari struktur genetik
suatu populasi dengan lebih baik, dan mudah didekati melalui teknik PCR (Ellegren et al.,
1992). Akan tetapi tidak semua lokus mikrosatelit baik digunakan untuk mengungkapkan
variasi genetik populasi. Lokus yang bersifat polimorfik lebih baik digunakan untuk
mendeteksi variasi genetik populasi daripada yang bersifat monomorfik. Karenanya
karakterisasi lokus mikrosatelit perlu dilakukan sebelum digunakan untuk mengungkapkan
variasi genetik populasi.

Polimorfisme lokus mikrosatelit bervariasi pada suatu populasi. Sebagai contoh, lokus

D4S2456 pada populasi monyet ekor panjang di Pura Pulaki memiliki lima alel, sementara di
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populasi Mekori terdapat delapan alel (Wandia et al., 2004). Penelitian yang dilakukan oleh
Fedri Rell (2013) mengenai polimorfisme lokus mikrosatelit D10S1432 pada populasi
monyet ekor panjang di Sangeh menemukan tiga jenis alel. Namun, polimorfisme lokus
tersebut pada populasi monyet ekor panjang lain belum pernah diungkapkan. Berdasarkan
informasi di atas, peneliti melakukan penelitian mengenai karakteristik lokus mikrosatelit
D10S1432 pada populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo yang berada
di Kabupaten Banyuwangi, Jawa Timur.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui: jumlah alel lokus mikrosatelit D10S1432
pada populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo, frekuensi alel lokus
mikrosatelit D10S1432 pada populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo,
dan untuk mengukur keragaman genetik (heterozigositas) populasi monyet ekor panjang di
Taman Nasional Alas Purwo yang menggunakan lokus mikrosatelit D10S1432.

METODE PENELITIAN

Identifikasi dan Jumlah Alel

Identifikasi jumlah alel pada lokus D10S1432 dapat dilihat pada gel dengan menghitung
pita—pita alel yang muncul pada gel akrilamid 7%. Pita yang muncul pada gel poliakrilamid
adalah suatu alel mikrosatelit. Keragaman alel mikrosatelit dapat dilihat dari beda jarak
migrasi alel pada gel. Dengan asumsi kodominansi, genotip ditentukan berdasarkan variasi

pita alel.

Frekuensi Alel
Untuk frekuensi alel dapat dihitung dengan menggunakan rumus Nei (1987) di bawah

ini:

_ (2nii + 3nij)
e = 2n
Keterangan: x;: frekuensi alel i
n : Jumlah sampel
nii: Jumlah individu yang bergenotip homozigot alel i
nij: Jumlah individu yang bergenotip heterozigot alel i
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Heterozigositas

Keragaman genetik diukur dengan nilai heterozigositas. Nilai heterozigositas dihitung
menggunakan rumus tidak bias Nei (1987) di bawah ini:

_2n(1- 3x})
- (2n-1)

Keterangan: h: heterozigositas
n: Jumlah sampel
xi: Frekuensi alel i

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi dan Jumlah Alel

Pita-pita yang mucul pada gel poliakrilamid 7% setelah proses pewarnaan perak
merupakan alel mikrosatelit. Identifikasi alel berdasarkan beda jarak migrasi dapat diketahui
setelah melakukan elektroforesis selama 150 menit. Alel dinyatakan dengan panjang basa
yang dibandingkan dengan 100 bp DNA ladder. Lokus dinyatakan polimorfik apabila jumlah
alel dalam populasi lebih dari satu dengan frekuensi alel yang paling sering muncul kurang
atau sama dengan 0,95 (Wandia et al., 2004).

M1 2 3 4 56 7 8 9 101112 13 14M

300 bp 170 bp

200 bp
Target

100 bp

168 bp 164bp 166 bp

Gambar 3. Alel lokus D10S1432 populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo
Banyuwangi Jawa Timur. Nomor menyatakan sampel, M menyatakan penanda (100 bp
DNA ladder). Nomor 1, 2, 6, 9 = genotip 168/ 170; 3, 4 = 166/ 166; 5 = 164/ 166; 7, 10,
11, 14 = 166/ 168; 8, 12 = 164/ 170; 13 = 170/ 170.
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Sebanyak empat jenis alel teridentifikasi dengan panjang berkisar antara 164 bp
sampai 170 bp, ditemukan tiga individu memiliki genotip homozigot dan 11 individu
bergenotip heterozigot dari 14 individu monyet ekor panjang (Tabel 1.).

Tabel 1. Genotip monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo dengan lokus
mikrosatelit D10S1432.

No. Genotip Jumlah Monyet (ekor)
1. 164/ 166 1
2. 164/ 170 2
3. 166/ 166 2
4, 166/ 168 4
5. 168/ 170 4
6. 170/170 1
Total 6 14

Frekuensi Alel
Hasil penelitian didapatkan bahwa alel 164 memiliki frekuensi terendah (0,10),

sedangkan alel 166 menunjukkan frekuensi tertinggi (0,32) (Tabel 2.).

Tabel 2. Frekuensi lokus mikrosatelit D10S1432 pada populasi monyet ekor panjang di
Taman Nasional Alas Purwo.

No. Jenis Alel Jumlah Alel Frekuensi Alel

1. 164 3 0,10

2. 166 9 0,32

3. 168 8 0,29

4. 170 8 0,29
Total 4 28 1,00

Heterozigositas

Nilai heterozigositas lokus mikrosatelit D10S1432 pada populasi monyet ekor
panjang di Taman Nasional Alas Purwo dihitung dengan menggunakan rumus tidak bias Nei
(1987) didapatkan sebesar 0,75.
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Keragaman genetik adalah perbedaan antara individu dalam populasi, antara individu
dalam populasi yang berbeda dalam spesies yang sama atau dalam spesies yang berbeda.
Keragaman genetik berguna untuk menentukan hubungan genetik dalam dan antara populasi
yang terfragmentasi dalam suatu populasi (Hartl dan Clark, 2000), yang dapat dianalis
dengan pendekatan DNA. Salah satu teknik yang dapat digunakan untuk melakukan analisis
keragaman genetik adalah DNA mikrosatelit.

Polimorfisme mikrosatelit dari genom ditetapkan dari hasil amplifikasi DNA dengan
primer pengapit mikrosatelit. Alelnya dipisahkan dengan elektroforesis pada gel
poliakrilamid yang dilanjutkan dengan pewarnaan perak (silver staining) sehingga DNA
terdeteksi sampai kandungannya lebih kecil dari 10 pg/pl. Identifikasi pita alel yang muncul
setelah elektroforesis disebut homozigot untuk satu pita dan heterozigot untuk dua pita.
Genotip suatu individu diukur dengan membandingkan terhadap penanda 100 bp ladder.
Jumlah alel yang muncul akan dapat digunakan untuk menghitung nilai frekuensi alel dan
heterozigositas dalam populasi (Lessa dan Apllebaum, 1993).

Hasil penelitian dengan menggunakan lokus mikrosatelit D10S1432 pada 14 monyet
ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo teridentifikasi sebanyak empat alel, terdiri dari
alel 164, 166, 168, dan 170. Penelitian sebelumnya dengan menggunakan lokus yang sama
pada populasi monyet ekor panjang di Sangeh teridentifikasi tiga alel (Rell, 2013). Hal ini
menunjukkan bahwa polimorfisme lokus mikrosatelit bervariasi pada setiap populasi.

Alel 164 dengan frekuensi 0,10 merupakan frekuensi terendah pada populasi monyet
ekor panjang yang perlu mendapat perhatian. Namun demikian, frekuensi alel tersebut masih
lebih tinggi dibandingkan dengan populasi di Sangeh. Frekuensi alel terendahya 0,05 untuk
alel 186 (Rell, 2013). Rendahnya frekuensi alel kemungkinan besar sebagai akibat hanyutan
genetik (genetic drift) atau juga bisa diakibatkan adanya mutasi terkini sehingga belum
tersebar ke seluruh anggota populasi (Wandia, 2004).

Heterozigositas merupakan salah satu parameter yang digunakan untuk mengukur
tingkat keragaman genetik dalam populasi (Tanabe et al., 1999). Nilai heterozigositas
berkisar antara nol sampai dengan satu. Apabila heterozigositas mendekati nol maka nilai
heterozigositas rendah, dimana dapat membahayakan kelestarian suatu spesies atau populasi
(Nozawa et al., 1996), dan apabila nilai heterozigositas mendekati satu maka nilai
heterozigositas tinggi. Semakin tinggi nilai heterozigositas suatu populasi maka semakin
tinggi kejadian outbreeding (Nei, 1987). Nilai heterozigositas monyet ekor panjang di Taman
Nasional Alas Purwo dengan lokus mikrosatelit D10S1432 adalah 0,75. Hasil ini

mengindikasikan bahwa populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo
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memiliki keragaman genetik cukup tinggi. Nilai ini lebih tinggi dibandingkan dengan nilai
heterozigositas populasi monyet ekor panjang di Sangeh yang dilakukan Rell (2013)
(h=0,48). Faktor-faktor yang mempengaruhi heterozigositas antara lain mutasi, jumlah
populasi efektif, pola perkawinan (acak atau terpilin), migrasi (aliran genetik), dan seleksi
(heterozigositas positif dan negatif) (Nozawa et al., 1982). Berdasarkan hasil penelitian ini,
dapat diketahui bahwa lokus mikrosatelit D10S1432 pada populasi monyet ekor panjang di
Taman Nasional Alas Purwo bersifat polimorfik dengan heterozigositas 0,75. Namun
demikian, perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk memastikan keragaman genetik
populasi tersebut dengan menggunakan marka mikrosatelit yang lebih banyak. Monitoring
dan evaluasi keragaman genetik populasi perlu dilakukan secara reguler. Hal ini merupakan
langkah paling tepat untuk mengetahui adanya erosi genetik populasi sehingga usaha-usaha
pencegahannya dapat dilakukan sedini mungkin.

SIMPULAN

Lokus mikrosatelit D10S1432 pada populasi monyet ekor panjang di Taman Nasional
Alas Purwo bersifat polimorfik dan terdapat empat alel dengan frekuensi alel 164 (0,10); 166
(0,32); 168 (0,29); 170 (0,29). Heterozigositas populasi monyet ekor panjang di Taman

Nasional Alas Purwo dengan marka mikrosatelit D10S1432 sebesar 0,75.
SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut menggunakan lokus-lokus yang berbeda untuk
mendapat gambaran yang lebih jelas, dan juga untuk melengkapi data struktur genetika
monyet ekor panjang di Taman Nasional Alas Purwo. Monitoring dan evaluasi variabilitas
genetika populasi perlu dilakukan secara regular sebagai bahan pertimbangan dalam

penyusunan langkah konservasi.
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