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DIDIK PRASETYOl", JITO SUGARDJITO?
'Fakultas Biologi Universitas Nasional, Jakarta 12520
2Bidang Zoologi, Pusat Penelitian Biologi, Lembaga limu Pengetahuan Indonesia — Bogor

Diterima: 10 Juli 2007. Disetujui: 28 Agustus 2007.

ABSTRACT

Analysis of the variation of D-Loop mtDNA of East Kalimantan orangutan was done to provided the genetic information data from
endangerd species in order to support their population conservation efforts. The reason using mtDNA in this research is caused by higher
level of mutation ( 5 — 10 trimes) when compared with nuclear DNA and it enable to transmited via maternal transmission without
experience in recombination. From the analysis conducted on 38 samples resulting eight types of haplotype thatis A, B, C, D, E, G, Hand |
haplotype. Level of variation of the haplotype at East Kutai district was more uniform when compared by variation in Kutai district. From the
paternal analysis had been got three cluster with the nearer among cluster IADG and cluster EH compared by cluster BC. Dissociation time
between haplotype are 250.000-400.000 years ago, and known the population of East Kalimantan orangutan separated from Sumatran

orangutan (X97708) since 1.158.300 years ago.
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PENDAHULUAN

Orangutan adalah kera besar yang bersifat arboreal ,
frugivorus , seksual dimorphik dan hidup semi soliter
(Galdikas, 1978, MacKinnon, 1974, Rodman, 1973). Saat
ini penyebaran orangutan hanya terbatas pada pulau
Borneo dan Sumatera (Groves, 2001). Penyebaran di
Borneo tersebar di seluruh pulau tetapi tidak merata,
sedangkan di Sumatra habnya terdapat di bagian utara
pulau. Secara taksonomi orangutan dipisahkan menjadi
dua jenis yaitu Pongo pygmaeus yang terdapat di Borneo
dan Pongo abelii yang tersebar di Sumatera (Groves,
2001). Untuk populasi orangutan Borneo diketahui
bahwa terdapat 3 anak jenis yang penyebarannya
dipisahkan oleh tiga buah sungai besar (Groves, 2001).

Kondisi populasi orangutan pada dua puluh tahun
terakhir ini mengalami penurunan yang drastis, perkiraan
jumlah populasi yang ada antara 30.000 sampai 40.000
orangutan di Borneo dan 7.000 sampai sembilan ribu
individu yang tersebar di Sumatera (Meijaard, 2001).
Degradasi dan hilangnya habitat merupakan faktor
utama penurunan populasi orangutan, selain faktor
perburuan. Selain mempengaruhi keberadaan populasi
orangutan, terpisah-pisahnya habitat tersebut
menyebabkan hutan seperti pulau-pulau kecil sehingga
menimbulkan suatu jarak lebar yang dapat berfungsi
sebagai penghalang hubungan antara populasi-populasi
yang tersisa. Akibatnya dapat menyebabkan
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terpecahnya populasi-populasi orangutan Borneo.
Apabila keadaan ini dibiarkan berlarut-larut, dalam masa
mendatang dikhawatirkan akan timbul perkawinan
kerabat dekat yang dapat lama kelamaan dapat
menyebabkan kepunahan lokal karena penurunan
kualitas genetiknya (Yeager, 1999). Dalam rangka upaya
untuk menghindari penurunan kualitas genetik ini perlu
dilakukan analisis genetika molekuler. Survei genetik
secara lebih terinci menggunakan DNA mitokhondria
dapat digunakan untuk mengetahui luasnya penyebaran
genetika orangutan, dan aliran gen secara keseluruhan
dalam setiap pulau, termasuk pengukuran variasi genetik
pada masing-masing populasi orangutan.

Pembahasan dan penerapan analisis genetika
molekuler telah banyak dilakukan dalam usaha
memetakan genetika orangutan. Analisis dermatoglifi
ujung jari tangan orangutan (Boestani, 1993), analisis
variasi kromosom orangutan (de Boer dan Seuanez,
1982), analisis mtDNA (Xu dan Arnason, 1996; Muir et
al, 2000; Zhi et al, 1996) dan analisis variasi D-loop
mtDNA orangutan Kalimantan (Kristin et al, 2001; Zhi et
al, 1996), merupakan upaya-upaya yang dilakukan untuk
melengkapi informasi data genetik, sehingga dapat
membantu upaya konservasi populasi orangutan.

Dalam konservasi orangutan, analisis variasi DNA
mitokhondria (mtDNA) merupakan alat yang banyak
digunakan dalam rekonstruksi hubungan filogenetik antar
jenis atau antar populasi dalam jenis yang sama,
penentuan unit taksonomi dan identifikasi jenis. Hal ini
dikarenakan mtDNA merupakan organel sel yang
memiliki laju mutasi yang lebih tinggi (5-10 kali) bila
dibandingkan dengan DNA inti, selain itu mtDNA
ditransmisikan melalui garis maternal antar generasi
tanpa mengalami rekombinasi, sehingga seluruh molekul
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dapat dianggap sebagai satu unit genetik tunggal yang
memiliki banyak alel (Sudoyo, 1995). Dalam mempelajari
jenis yang berkerabat dekat, penggunaan sekuen
nukleotida daerah pengontrol mtDNA (D-Loop) dapat
memberikan resolusi yang baik, hal ini disebabkan D-
loop mtDNA mengandung berbagai sekuen yang
memiliki laju mutasi 4-5 kali lebih cepat bila
dibandingkan bagian mtDNA lainnya (Horai et al, 1993).

Berdasarkan uraian tersebut, maka penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui kekerabatan dan jarak
pemisahan yang terjadi pada orangutan Borneo yang
terdapat di Kalimantan Timur dengan menggunakan
analisis daerah pengontrol DNA mitokhondria (D-loop
mtDNA). Melalui pendekatan dengan cara ini dapat
ditentukan variasi dan sebaran genetik yang terjadi pada
masing-masing lokasi, serta tingkat kekerabatan dan
waktu pemisahan antar variasi genetik. Dari hasil
penelitian ini diharapkan mampu memberikan solusi
yang tepat dalam upaya pelepasan orangutan ke alam
berdasarkan upaya konservasi genetik orangutan Borneo
khususnya di wilayah Kalimantan Timur.

BAHAN DAN METODE

Area Studi

Penelitian dilakukan dengan menganalisis sampel
orangutan Borneo yang terdapat di Kalimantan Timur dan
sedang dalam proses peliaran di Pusat Rehabilitasi
Wanariset Samboja. Sampel darah orangutan yang
dianalisis berasal dari individu-individu sitaan atau
tangkapan dari penduduk yang telah diketahui secara
pasti daerah asal tangkapannya. Dari 38 sampel
orangutan yang dianalisis diketahui berasal dari 10 lokasi
di wilayah Kalimantan Timur, diantaranya berasal dari
daerah Bengalon, Muara Wahau, Sangatta, Sangkulirang,
Menamang, Sebulu, Sepaku, Berau, Tanah Grogot, Teluk
Pandan (Gambar 1). Analisis sampel dan pengolahan
data dilakukan di Laboratorium Genetika, Pusat Penelitian
Biologi LIPI, Cibinong, Jawa Barat.

Persiapan Sampel

Jenis sampel yang digunakan dalam penelitian adalah
darah orangutan sebanyak 200 ul yang ditambahkan
alkohol 70 % sebanyak 1 ml. Sampel diterima dari
Wanariset samboja dalam kondisi dingin dan dikemas
dalam tabung plastik khusus, untuk mengindari kerusakan
dan kontaminasi sampel. Ekstrasi dilakukan dengan
menggunakan metoda Phenol-Chloroform Jeanpierre
(1987) yang dikombinasikan oleh T. Okayama (personal
communication). Proses denaturasi menggunakan bahan
SDS 10 %, Proteinase K 10 mg/ml dan buffer TEN. Tahap
presipitasi etanol menggunakan bahan NaCl 5 M 0,05 kali
volume sampel dan larutan Etanol 100 % sebanyak 2,5 kali
volume sampel. Tahap penyimpanan DNA dilakukan dalam
milliQ water.

Amplifikasi DNA

Prosedur yang digunakan menurut Stephen (1996) yang
dioptimalisasi. ~ Adapun bahan yang digunakan adalah
dNTP, Primer ORC 1 L = AGT ACT GAC CCA TTT CTA
ACG GCC T, Primer ORC 3 H=TAT GGG TGC TCC GGT
TCC AGC GGC C dan Tag polymerase DNA. Proses
denaturasi pada 95(1 C selama 30 detik, annealing pada
541 C selama 30 detik, dan pemanjangan untai DNA pada

72 °C selama 60 detik, dalam 40 siklus.

Purifikasi Hasil PCR

Merupakan proses penghilangan sisa garam (desalting),
buffer (buffer exchange), pembuangan sisa sampingan dari
dye labelled dideoxynucleotides pada saat reaksi
sekuensing dan pembuangan sisa primer. Prosedur yang
dilakukan menurut Hillis (1996). Bahan yang digunakan
adalah microSpin S-400 HR Columns.

Cycle sequencing

Prosedur dilakukan menurut Sanger et al (1977) dengan
menggunakan primer Cy5 ORC 4 H GGG GTG CTC CCG
TTC CAG CGG CCC GC dan Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing kit ATGC.
Proses denaturasi pada 950 C selama 30 detik,
pemanjangan untai pada 60(1 C selama 30 detik dalam 25
siklus.

DNA Sequencing

Prosedur dilakukan menurut metode Sanger et al
(1977), dengan menggunakan alat ALF express Sequencer
(Amersham Pharmacia Biotech). Bahan yang digunakan
adalah gel elektroforesis polyacrylamide dalam TBE, zat
pendenaturasi, dan inisiator UV.

Analisis Data

Pengeditan basa nukleotida yang didapatkan dari hasil
sekuensing dilakukan secara manual yang didasarkan pada
sekuen basa pembanding. Untuk memastikan bahwa hasil
sekuen tersebut berasal dari sampel orangutan Borneo,
maka hasil sekuen dianalisis dengan program BLAST dari
bank gen NCBI.

Hasil proses pengeditan dilanjutkan ke tahap alignment
dengan menggunakan program CLUSTAL X versi 1.8
sehingga didapatkan perbedaan dan persamaan basa antar
sampel. Untuk mengetahui perbedaan antar haplotipe yang
didapat telah digunakan analisis PHYLIP (dnadist) dengan
uji Kimura dua parameter. Dalam analisis kekerabatan
antar haplotipe telah digunakan program TreeView 3.1.
Sebagai spesies pembanding dalam analisis kekerabatan
digunakan individu orangutan Sumatera (X97708) (Xu dan
Arnason (1996).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari analisis sekuensing terhadap 38 sampel orangutan
dapat diidentifikasi masing-masing sampel menghasilkan
347 pasangan basa spesifik dari basa-basa nukleotida
daerah pengontrol (D-loop) mtDNA. dengan 8 haplotipe
yang membedakan antar individu—individu sampel, yaitu
haplotipe A, B, C, D, E, G, H, dan | (Gambar 3).

Sebaran haplotipe yang dihasilkan didominasi oleh
haplotipe A dengan 16 individu; haplotipe B dimiliki oleh 11
individu; haplotipe CEH masing-masing dengan 1 individu;
haplotipe D dengan 4 individu; dan haplotipe Gl masing-
masing dengan 2 individu (Tabel 1). Dari data tersebut
dapat dilihat bahwa haplotipe A dan B adalah haplotipe
yang banyak dimiliki oleh individu orangutan Borneo dari
Kalimantan Timur. Namun, hal tersebut tidak terjadi pada
haplotipe CDEGHI yang hanya dimiliki oleh individu
tertentu. Untuk melihat secara lengkap tentang sebaran
haplotipe dari individu orangutan yang telah diperiksa dapat
ditemukan pada tabel 1.
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Tabel 1. Sebaran haplotipe pada masing-masing individu sampel.

Nama Jenis Asal sampel .
Kode orangutan kelamin Kecamatan (Kabupaten) Haplotipe
ou 1 Caroline  Betina Bengalon Kutai Timur A
ou 2 Pungky  Betina Bengalon Kutai Timur A
ou3 Roslian  Betina Bengalon Kutai Timur A
ou 4 Bondan  Jantan Berau Berau A
ous Belinda Betina  Menamang Kutai B
Oou 6 Fika Jantan  Menamang Kutai B
ou7 Imut Betina  Menamang Kutai B
ous Arman Jantan Muara Wahau Kutai Timur B
ou9 George  Betina Muara Wahau Kutai Timur A
ou 10 Kepit Jantan Muara Wahau Kutai Timur A
OouU 11 Luhau Jantan Muara Wahau Kutai Timur B
OU 12 Maidhuri Betina Muara Wahau Kutai Timur B
Oou 13 Miki Betina Muara Wahau Kutai Timur A
OU14 Rangga Jantan Muara Wahau Kutai Timur A
OU 15  Acong Betina Sangatta Kutai Timur A
Ou 16 Ego Jantan Sangatta Kutai Timur A
ou 17 Gavin Betina Sangatta Kutai Timur |
Oou 18 Itang Betina Sangatta Kutai Timur A
ou 19 Jamur  Jantan Sangatta Kutai Timur B
OU20 Jushua Jantan Sangatta Kutai Timur A
Oou 21 Kunti Betina Sangatta Kutai Timur A
Oou 22 Pongi Jantan Sangatta Kutai Timur |
Oou 23 Sarmi Betina Sangatta Kutai Timur A
Oou 24 Yondri Jantan Sangatta Kutai Timur B
Ou 25 Kent Jantan Sangkulirang Kutai Timur A
OuU 26 Adun Jantan Sebulu Kutai G
ou 27 Claire Betina Sebulu Kutai D
Ou 28 Gauri Jantan Sebulu Kutai D
Oou 29 Janine Betina Sebulu Kutai G
Ou 30 Jay Jantan Sebulu Kutai H
OU 31 Petak 63 Betina Sebulu Kutai C
Ou 32 Saskia Betina Sebulu Kutai E
Ou 33 Victor Jantan Sebulu Kutai B
Oou 34 Rajuli Jantan Sepaku Pasir A
OU35 Ganing Jantan Tanah Grogot Pasir D
OU 36 Sherina Betina Tanah Grogot Pasir D
ou 37 Abel Betina Teluk Pandan Kutai Timur B
OU 38 Nian Jantan Teluk Pandan  Kutai Timur B

Tabel 2. Sebaran haplotipe berdasarkan lokasi dan jumlah individu.

Lokasi sampel Haplotipe Jumlah Jumlah
individu sampel

Bengalon, Kabupaten A 3 3
Kutai Timur
Muara Wahau, Kabupaten A 4 7
Kutai Timur B 3
Sangatta, Kabupaten | 2 10
Kutai Timur A 6

B 2
Sangkulirang, Kabupaten A 1 1
Kutai Timur
Teluk Pandan, Kabupaten B 2 2
Kutai Timur
Menamang, Kabupaten B 3 3
Kutai
Sebulu, Kabupaten Kutai B 1 8

C 1

D 2

E 1

G 2

H 1
Sepaku, Kabupaten Pasir A 1 1
Tanah Grogot, Kabupaten D 2 2
Pasir
Berau, Kabupaten Berau A 1 1

Muats

Gambar 1. Lokasi sebaran sampel orangutan

Sebaran haplotipe berdasarkan lokasi asal individu
orangutan dapat dikelompokkan menjadi 4 lokasi besar
yaitu:

1. Kabupaten Kutai Timur yang terdiri dari daerah

Bengalon, Muara Wahau, Sangatta, Sangkulirang;

2. Kabupaten Kutai yang mencakup daerah Menamang,

Sebulu;

3. Kabupaten Pasir dengan cakupan wilayah Sepaku dan

Tanah Grogot;

4. Kabupaten Berau

Pada gambar 1 dapat dilihat sebaran haplotipe asal
individu orangutan. Dari lokasi tersebut dapat dilihat
Kabupaten Kutai Timur memiliki 3 haplotipe dari 23 individu
sampel yaitu haplotipe A, B, dan haplotipe | dengan jumlah
individu terbanyak pada haplotipe A = 14 individu, haplotipe
B = 7 individu dan haplotipe | sebanyak 2 individu.
Sedangkan pada Kabupaten Kutai, dari 11 individu yang
dianalisis terdapat 6 haplotipe yaitu haplotipe B, C, D, E, G,
dan H. Sebaran haplotipe yang terjadi pada daerah ini
terlihat merata yaitu antara 1 sampai 2 individu pada tiap-
tiap haplotipe. Untuk Kabupaten Berau terdapat haplotipe
A, Kabupaten Pasir dengan haplotipe D dan A, Bontang
memiliki haplotipe B. Secara rinci sebaran haplotipe ini
dapat dilihat pada (Tabel 2).

Analisis  perbedaan anatar haplotipe  dengan
menggunakan metode Kimura dua parameter didapatkan
hasil persentase perbedaan anatar haplotipe dengan
kisaran 0,29 % - 3,87 % (Tabel 3). Hal ini didukung oleh
penelitian yang telah dilakukan Warren dengan kawan-
kawan (2001) terhadap gen D-Loop mtDNA dengan
mendapatkan besar perbedaan antar haplotipe orangutan
Kalimantan Timur sebesar 1,9 % dan menurut Xu dan
Arnason (1996) besar perbedaan gen D-Loop orangutan
Kalimantan Timur adalah 1,4 %.
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Table 3. Persentase perbedaan antar haplotipe orangutan Analisis kekerabatan pohon filogeni antar haplotipe
Kalimantan Timur. orangutan Kalimantan Timur memperlihatkan tiga kluster
Hapotpe D G A ' B c H E  yang berbeda (Gambar 2) yaitu kluster EH, IADG, dan BC.
D - 029 029 146 206 236 1.47 266 Dari ketiga kluster ini dapat diketahui kelompok EH
} berkerabat dekat dengan kelompok IADG, dan kedua
G 087 205 265 295 1.76 295 kelompok tersebut (EHIADG) memiliki kekerabatan yang

A - 116 176 2.06 146 265  dekat dengan kelompok BC.
I - 235 265 1.46 2.65 Dari hasil sebaran haplotipe-haplotipe tersebut, pada

Kabupaten Kutai Timur dapat diindikasikan terjadi

penurunan keragaman genetic yang dilihat dari jumlah

- 236 356 naplotipe pada 23 individu sample. Hal ini terjadi sebaliknya

- 1.76 pada individu sample asal Kabupaten Kutai yang memiliki

keragaman genetic yang lebih tinggi dengan banyak

ditemukan variasi haplotipe dari 11 individu sample.

Rendahnya variasi haplotipe yang terjadi pada Kabupaten

Pongo abelii Kutai Timur disebabkan rendahnya tingkat perkawinan

silang antar individu antar lokasi yang memiliki haplotipe

berbeda sebagai akibat dari letak geografis yang terisolasi.

B Keterisolasian ini disebabkan oleh adanya penghalang

alami yang menghambat proses hubungan orangutan dari

Kutai Timur dengan daerah yang lain. Bentangan

C pegunungan Mangkalihat dan pegunungan Iran yang

memiliki ketinggian 1300-2500 m merupakan factor

penghambat penyebaran orangutan di kawasan ini. Seperti

~ 1 diketahui habitat yang paling sesuai untuk orangutan

Borneo adalah habitat hutan dengan ketinggian 0 — 600

meter dpl. Daerah dengan ketinggian di atas 1500 meter

A tidak sesuai atau sangat jarang ditempati oleh orangutan

(MacKinnon, 1974). Selain itu belahan sungai Bengalon,

sungai Sangatta dan sungai Wahau juga dapat dianggap

sebagai factor yang memisahkan beberapa bagian di Kutai

Timur, sehingga mempengaruhi laju aliran gen antar

populasi orangutan Borneo dari Kabupaten Kutai Timur
T (MacKinnon et al, 2000).

D Kondisi ini berbeda dengan vyang terjadi pada

Kabupaten Kutai. Kawasan ini merupakan daerah yang

B memungkinkan penyebaran orangutan Borneo ke daerah

H luar Kutai dengan lebih mudah. Ttidak adanya penghalang

alam yang ekstrim memungkinkan aliran gen antar populasi

dapat terjadi dengan baik. Bentangan pegunungan Meratus

E hanya menjadi penghambat penyebaran orangutan ke

wilayah Kaliamantan Selatan dan Kaliamantan Tengah.

Sungai Mahakam juga dapat dianggap sebagai penghalang

F bagi penyebaran orangutan Kabupaten Kutai ke kawasan

Kabupaten Pasir (MacKinnon, 2000). Dilihat dari kondisi

Gambar 2. Kekerabatan antar haplotipe orangutan Kalimantan ter§eput b:_:lhaya akan kepunahan. jenis dapat di'perkirakan
Timur terjadi lebih awal pada populasi orangutan di kawasan

- 0.29 2.06 3.26

m I O W

Haplotipe D TCCACACCCAACCTCTACCCCCCGCTTACAAGCAAGTACCCCCCCATGCCCCCCCACCCAAATACATACGTCAATTCCCCCACATAACCCCTTCCCCCCCCGCATAC
Haplotipe G eeeeeeeeeeeeeeCTocccccos eececccccccscccce eeccccceTe eeGeoAeTTosooe
Haplotipe A
Haplotipe |
Haplotipe B
Haplotipe C
Haplotipe H

Haplotipe E  eeeeeeeeeeeeeeCCocsosocsccecscsccccscscscscscccscosccccscccsccscscccsccccscccecCocscccofooCoTlocsocccocscscccccecscscscscccsccscccnccse

Haplotipe D CAACCAACCCAACCAAGCTTTAAAGTACATAGTACATAACACCCCTACCGTACATAGCACATTTCTATTAACTCCCTGCTTAACCCCACGGATGCCCCCCCTCAGTT

Haplotipe G 00c0ec ecccceCoccccccciAocccccccccTocccccccclocscccscccccccccccccccloccioceCoccccceciAccccCocccccceccccccccccce
Haplotipe A
Haplotipe |

Haplotipe B
HalplotipeC
Haplotipe H eeeeeCecsccccccAocee
Haplotipe E eeccccsTecccccccshocee

eeCoeccccccccCoccccccccccce eeTeseCoeeCoe eeeTAeeeeCooe

Haplotipe D AGTGGTCCCTTGCTCACCATCCTCCGTGAAATCAATATCCCGCACAAGAGTGCTACTCTCCTCGCTCCGGGCCCATAACGCCTGGGGGTAGCTAAAGTGAACTGTAT

Haplotipe G eeeeeeececcecsesccecccscececsccccscsccccsccccsccccoes cooosoccsccscceccsscccscscccscsccsccscosCCocsccccccscccc soscccsofosccne
Haplotipe A
Haplotipe |
Haplotipe B
Haplotipe C
Haplotipe H
Haplotipe E

Haplotipe D CCGGCATCTGGTTCCTACTTCAGGGC

Haplotipe G eeceeccccccccce eecccce
Haplotipe A
Haplotipe |
Haplotipe B
Haplotipe C  eeeeesseeeesssccesssccossse

Gambar 3. Hasil analisis haplotipe pada seluruh sampel
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Kabupaten Kutai Timur dibandingkan dengan populasi
orangutan di Kabupaten Kutai, apabila tidak terjadi
pertukaran gen antar individu dari populasi yang berbeda.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang dilakukan mengenai
kekerabatan orangutan Kalimantan Timur berdasarkan
DNA mitokhondria, dapat disimpulkan bahwa terdapat 8
tipe haplotipe dari 39 sampel orangutan Kalimantan Timur
yang dianalisis dengan sebaran haplotipe pada Kabupaten
Kutai Timur lebih sedikit apabila dibandingkan dengan
Kabupaten Kutai. Dari analisis kekerabatan antar haplotipe
didapatkan tiga cluster haplotipe orangutan Kalimantan
Timur yaitu cluster IADG, EH dan BC. Dengan Cluster
IADG memiliki kekerabatan lebih dekat dengan cluster EH
dibandingkan dengan cluster BC.
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