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Abstrak :Teknik analisis non-invasif untuk mitochondria Di#ou (Hylobates klossii) dengan Polymerase

Chain Reaction (PCR) adalah teknik molekuler yang dapat mendukung kesejahteraarhaligs non-

invasif dari sampel tinja dapat menentukan sampel DNA dari daerah kontrol pada rRNA 12S. Sampel tinja
dikumpulkan dari tiga pulau yang berbeda (Sipora, Siberut dan Pagai) dengan total 39 sampel yang diekstraksi
untuk DNA.Analisis dilakukan di laboratorium Genetika Zoologi LIPI, Cibinong pada bulan Juli sampai
Agustus 2005. Hasil tes PCR yang digunakan Qiagen QlAamp ®4bddAmini kitdan elektroforesis dapat
menunjukkan bahwa sampel DNA dapat ditampilkan bahkan dalam konsentrasi terendah dari pengukuran
spektrofotometerDengan demikian, hal itu dapat menjadi referensi baru di penelitian masa depan sebagai
indikator konservasi manajemen yang sesuai dengan peraturan kesejahteraan hewan yang baik. Polaroid foto
darirRNA 12S (L =1.091, H = 1478) yang diambil dengan transluminator UV dan kamera Polaroid MP4 dari
produk PCR dengaamnealingdigunakan pada suhu®ddalam 30 detik, menunjukkan hasil dari pita penanda
elektroforesis DNAverukuran antara 750 sampai 815 pb Dabider.

Abstract:Polymerase Chain Reactigna non invasive molecular technique that can support animal welfare.
Non-invasie analysis from fecal sample can determine DNA samples from the control region on 12S rRNA.
Fecal samples were collected from three different islands (Sipora, Siberut and Pagai) with a total of 39 samples
were extracted for DNA. The analyses were done at the laboratory of Genetic Zoology LIPI, Cibinong in July
until August 2005.The results of the PCR test which used Qiagen QlAamp® BidAl mini kit and
electrophoresis can show that the sample displays the quality DNA from the fecal sample even in the lowest
concentration of the spectrophotometer measurements. Thus, it has become a new reference in future research
as an indicator of good management conservation in line with excellent animal welfare rules. The polaroid
photos of the 12S rRNA (L=1091, H=1478) taken with UV transluminator and MP4 polaroid camera from the
PCR products with annealing used atG0n 30 seconds, shows the results of this running process of
electrophoresis DNAized marker band processes between 750 until 815 pbaxdAr
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Pendahuluan besar (Pongidae) (Lekagul & McNeel$977).
Ketika Hominoidae pertama muncul, peninggalan fosil
Satwa primata merupakan jenis satwa yangengindikasikan bahwa Hylobatiddaerpisah
memiliki penyebaran geografis yang sangat khasksonominya dengan Pongidae sebelum manusia dan
khususnya dAsia Tenggara. Salah satunya satw#&ongidae lebih dekat dengan manusia.
primataHylobates klossiini memiliki penyebaran Keberadaan Hylobatidae diketahui pada masa
yang terbatas dan endemik di Indonesia. Kelompdigosin, Mioserifrika, Miosen Eropa, Pliosen awal,
Hylobatidae sulit untuk menyeberangi,aungai dan Pleistosesia. Penemuan ini pertama kali
ataupun laut, sehingga menyebabkan beberagiketahui dari bentulPliopithecuspada masa
spesies Hylobatidae terpisah dan merekdiosen Eropa ataliimnopithecusdan pada masa
berkembang menjadi spesies yang berbeda. MenukMiposen Afrika Timur yang mirip dengan nenek
Chivers (1977), nenek moyang Hylobatidae tersebaroyang Hylobatidae modern. Penemuan fosil
di dataranAsia Selatan dan meluas di Lempengerbarupun diketahui pada masa Miosen awal, yaitu
Sunda kurang dari tiga juta tahun yang lalu dengdgrishnapithecusdi India Utara,Micropithecusdi
populasi yang cukup melimpah dengan nenek moyaAdyrika Timur, danDionysopithecusli Cina, namun
Hylobatidae yang mungkin berbeda dengan kerari fosil tersebut tidak ditemukan fosil kaki.



Nayasilana et al.TeknikAnalisis Non- Invasif Mitokondria DN@MtDNA) Bilou 29

Sampel segar yang berasal dari individu yangengambilan dokumentasi dilakukan dengan
baru melakukan defekasi segera dikoleksi danenggunakan UMansilluminator + MP4 kamera
dipreservasi dalam larutan alkohol 70% dalam dappolaroid.
lisis. Bagian yang dikoleksi terutama bagian
permukaan terluar feses yang diambil dengan cara Hasil dan Pembahasan
mengoleskan bagian tersebut dengatton bud _ _

Informasi jenis kelamin, kelas umur dan lokasitasil Koleksi Sampel —

geografis dicatat berdasarkan GPS. Selain itu data KOleksi sampel dari ketiga pulau sebanyak 48
sekunder berupa komposisi kelompok (jumiah individ§2MPe! (15 sampel di Siberut Utara, 5 sampel di
dalam kelompok dan kelas usia) juga dicétpabila  >'Perut Selatan, 17 sampel di Sipora, dhsdmpel
selama eksplorasi di lapangan ditemukan feses bil[;P292l Selatan) dan diantaranya 39 sampel telah
secara tidak sengajadibiturr) tanpa diketahui data dilakukan analisis mitokondria DNA. Beberapa

individunya, maka feses tersebut tetap dikoleksi d&i¢MPe! lainnya berasal dari spesies yang berbeda,
dipreservasi. yaitu Macaca pagensigmonyet Siberut). Hal ini

Seluruh analisis sampel DNA dan analisigiduga bahwa keberadaan 2 spesies yang berbeda

datanya dilakukan selama 3 bulan (Juni-Agustj8! terdapatoverlapping(tumpang tindih) daerah
2005) di Laboratorium Genetika Lembaga Ilmdc€kuasaan, jelajah atau teritori. Ini juga dapat
Pengetahuan Indonesia (LIPI) Cibinong Bogor dlbgktlkan melalui d_ata GPS yang_te_rcatat melalui

hasil pengamatan di lapangan dari tiga pulau yang
Bahan Ekstraksi Feses dan PCR berbeda (Gambar 3).

Bahan yang digunakan untuk preservasi sampel
feses adalah dapar pengurai atau digdgsig/
digestion buffer), pteinase-K, larutan fenol @ - —

Batu 13kng

kloroform isoamil alkohol (PCI), dap&SL (stool

lysis buffef (Qiagen), inhibitEX (Qiagen), dapat. 4
(Qiagen), dapaAW1l danAW?2 (Wash buffey
(Qiagen) dan dapakE (elution buffe} (Qiagen), 1 o
etanol absolut (96-100%), air miliQ dan air destila
Ekstraksi DNA dari feses dilakukan sesuai deng
metode yang dikembangkan Fernaetial.(2003). ‘E

Campuran bahan kimia yang digunakan ada -

campuran modifikasi khusus PCR dan Mg@®&lahan o LW

kimia dalam proses amplifikasi fragmen DNA anta < 5 Qmé
9
&

lain ANTP (deoxynucleoside triphosphates), enz
Taq polimerase, larutan RG-Rich, dan dua pas: RE
primer sebagai penguiji. " % P
1. Untuk pengujian pertama pada amplifika ¢ b
daerah sitokrom b, digunakan: H15149 (5’AA S i - - ‘\%é

g

CTG CAG CCCCTAGAATGATATTITGTC
CTCA-3) sebagai primeforward dan L14841
(5-AAA AAG CTT CCATCCAAC ATCTCA
GCATGATGAAA-3’) sebagai primereverse
2. Untuk pengujian kedua pada amplifikasi daer
12S rRNA mtDNA, digunakan: H1478 (5'-GAG | ‘e = o e
GGT GAC GGG CGGTGT GT-3’) sebagai . .
primerforward dan L1091 (5-CAAACT GGG Cambar 3 ';ﬁtg‘J ?E@?oﬁi?iaﬂ??sﬁ.'} mg'n;ﬁ
ATT AGA TAC CCCACT-3’) sebagai primer [Whittaker , 2005 & 2006, Firman et al.
reverse _ 2003 ]
Bahan kimia yang digunakan untuk proses
elektroforesis adalah 1Ruffer TAE, ethidium
bromide (10 mg/ml) agarose, DNAadder dan Selain itu pula melalui hasil pengamatan lebih
loading dye Selanjutnya dilakukan pengukuranlanjut karakteristik sampel yang berhasil dikumpulkan
konsentrasi molekul DNA analigtelymerase chain dari berbagai lokasi dan individu yang berbeda
reaction(PCR) dan penentuan hasil elektroforesisnenyatakan bahwa antdtglobates klossigbilou)
jika pita/band molekul DNA terlihat terang makadengarMacaca pagensi@nonyet siberut) memiliki
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jenisfecalyang berbeda, seperti: bau, bentuk, warnaurifikasi (kemurnian) molekul DNA dapat diketahui
dan ukuran feses. Ciri feses bilou memiliki bau yandengan pendugaan yang cukup akurat. Pengukuran
khas, seperti bau buah dan daun-daunan yang segaantitas dan kualitas DNA dapat diduga melalui
Dari bentuk feses diperoleh hasil dari sisa makanapektrofotometri sinar ultra violet, dengan bantuan
berupa biji seperti bifricus sp sedangkan dari warnaalat spektrofotometer DU 650, buatan USA tipe
feses dapat diketahui perbedaannya dengan fe¥éarbuig-Christian Consentration.
monyet siberut. Feses bilou berwarna kuning buah Iradiasi sinar ultra violet yang diserap oleh
dan kehijauan kadang berwarna hijau mudaukleotida dan protein dalam larutan memungkinkan
bercampur jingga. Dari ukuran, feses bilou berukuraerbaca dan terukurnya konsentrasi molekul DNA,
kurang lebih 3 cm berbentuk padatan bulat lonjongenyerapan sinar oleh nukleotida terhadap molekul
namun sering juga ditemukan dalam bentuk agak cddNA secara maksimal mencapai panjang gelombang
Hal ini memperkuat pustaka yang menyatakan bahw#&0 nm, sedangkan penyerapan maksimal oleh
kelompok Hylobatidae memiliki persentasi makanaprotein mencapai panjang gelombang 280 nm.
lebih utama buah-buahan segaucuk-pucuk daun Kemurnian purifikasi) DNA ditentukan oleh
dan serangga kecil. tingkat kontaminasi protein dalam larutan, molekul
Penyimpanan sampel dalam tabung 5 ml deng&NA yang telah terukur dapat diketahui mencapai
pengawebuffer RNAase laterdan EDA. Kriteria  nilai standar yang berkisar antara 1,8-2,0 nm. Jika
koleksi sampel feses ada yang segar maupun tidaikai tersebut lebih kecil dari 1,8 nm maka dapat
segar Pengambilan sampel feses padat daptarindikasi mengalami kontaminasi protein, alkohol,
dilakukan dari bagian tengahnya karena diharapkamau fenol di dalam larutan. Kesulitan di dalam
tersimpan DNA mitokondria yang berasal dari selmenemukan dan mengukur kemurnian, serta
sel epitel usus, sedangkan sampel feses yang dainsentrasi DNA ini karena DNA yang berada dalam
dikoleksi sebagian besar dari sampel tersebutbung Eppendorf tersebut menyebar atau berada
Kendala feses cair adalah banyak terdapat baktdmanya satu titik saja. Setelah melalui pengukuran
bakteri penyusun substrat atau tanah yang masukdgektrofotometer ini tidak dapat ditemukan secara
dalam tabung, hingga terbawa dalam pengkoleksit@pat dan akurat dan sering pula mengalami
sampel. Penandaan sampel sangat penting, ygiengulangan dalam pengukuran kemurnian atau
waktu ditemukan sampel feses, nomor sampel, kolensentrasi tersebut (Gambar 4).
lokasi berdasarkan GPS, jenis kelamin serta perkiragisktroforesis Hasil Ekstraksi

umur masing-masing individu bila memungkinkan. Hasil running elektroforesis dengan foto UV

Hasil Ekstraksi DNA dari Feses transiluminator dan MP4 kamera polaroid, pita-pita
Hasil ekstraksi DNA mitokondria dengan bantuaini tidak dapat dilihat atau terdeteksi dengan baik.
kit Qiagen QIAam@ DNA Sool Mini Kit dan PCI Hal ini kemungkinan karena sulitnya menemukan
(phenol chloroform isoamialcohol) dapat dilakukaDNA yang tersimpan dalam tabung Eppendorf dan
dengan baik, walaupun melalui pengukuratersebar diberbagai titik, sehingga kemungkinan
spektrofotometer pada konsentrasi yang sangat kesillitnya pengambilan pada pipetor saahing, ini
bila dibandingkan dengan penggunaan sampel yajugja yang menyebabkan konsentrasi DNA di dalam
berasal dari darah. Proses ekstraksi merupakan takeipung yang rendah, walaupun melgdurifikasi
terpenting dalam keberhasilan analisis DNANA atau pemurnian DNA ini telah terlaksana
mitokondria yang merupakan proses penghancurdengan baik.
dinding sel lysis pf ceI_I wally, penghilangan protein 14 i amplifikasi DNA melalui Polymerase
dan RNA ¢ell digestion, dan pengendapan DNA -~hain Reaction (PCR)

(precipitation of DNA), serta pemanenan. a. Amplifikasi daerah Cytocrom B

Hasil Pengukuran Konsentrasi DNA dengan Pengujian kedua sampel, yaitu CAO1 (konsentrasi
Spectrofotometer DNA 59,05 nm) dan sampel SP12 (konsentrasi DNA
Pengukuran konsentrasi DNA melaluil9,19 nm) dengan menggunakan sitokrom B untuk
spektrofotometer dengan hasil pemurniamolekul DNA mitokondria dlocation of universal
(purifikasi) antara 1,3-8,3 nm dan konsentrasi yangrimer L14841 dan H15149 serta ukuran penanda
dapat terukur berkisar antara 0,2-162,35 nm, melaltd00 pb DNAadder Pengaturan jumlah koktail dan
pengenceran 10 kali dari jumlah sampel. Ukuragampel dalam larutan setiap sampel dan tabung
molekul DNA yang teramat kecil hingga tidak dapaEppendorf masing-masing sebanyak 25 pl. Suhu dan
dilihat dengan kasat mata. Namun demikian ukuramaktu untuk proses PCR, yaitu@2selama 5 menit,
(panjang-pendek), kuantitas (jumlah) DNA yan®40C selama 30 detik, 9C selama 30 detik, 72C
berhasil dimurnikampurifikasi dan kualitas tingkat selama 1 menit dan 7C selama 5 menit dengan
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Gambar 4. Hasil konsentrasi dan purifikasi DNA demgpektrofotometer

perputaran dan perpanjangalofgisas) sebanyak Proses ini merupakan prosaaneling ataupun

40 siklus, akan tetapi tidak terdeteksi pita-pitproses penempelan primer pada DNA yang telah

electroforesis lfang saatrunning kemungkinan terbelah pada daerah yang terspesifik dengan baik.

teknik PCR yang kurang tepat. Primer-primer tersebut biasanya menyimpan 18-25

b. Amplifikasi daerah 12S rRNA mt DNA pasang basa dan menyimpan 50-60% basa G+C dan
Berdasarkan hasil pengujian elektroforesiBerhitungan formulaginnelingtersebut sama, serta

menggunakan gel agarosa 2%, dari 2 sampel DNY§Ngguaan suhu yang sama pada suRE 7ahap

memberi kemurnian dan konsentrasi yang cukup bafkértama selama 1 menit, dan suh8Gahap kedua _

Pengujian sampel ini ditujukan untuk membuktika§€lama 5 menit, maka daerah tersebut dapat berhasil

secara pasti molekul DNA yang terkandung dafkasi yaitu dldae_rah 12S rRNA mltokondr_la DNA

tersimpan dalam larutan secara pasti. Dua samp&|tDNA), melalui perputaran dan perpanjang saat

yang berhasil diamplifikasi melalui teknik PCR(€longisasi) selama 40 siklusaiel 1).

menggunakan primer L1091 dan H1478, deng ey

penggunaan suhu saanellingadalah 94C selama a'PabeI 1Proses amplifikas

5 menit. DNA mengalami denaturasi (pembelahaffosesinisiasi Suhu: 94°C  Wektu: &

untai ganda menjadi untai tunggal), pada sufi€94 Denaturasi 94°C 30"
selama 30 detik, proses ini mulainya DNA mengalanfinnealing 50°C 30"
elongisasi atau perpanjangApabila sasaran DNA Ekstensielongisasi 92°C 1
banyak mengandung nukleotida G/C, maka suhitkstems akhir 72°C 5

denaturasi dapat ditingkatkan. Proses denaturasi
sangat ketat dan teliti dalam penggunaan suhunya
karena apabila saat denaturasi ini kurang tepat at
gagal, maka proses renaturasipun semakin ce

jadi. N [ I . )
Le;:]aédéunazmnlwékelrjolfjrsagge?j;:;azgf;gmirgs k(lgi ktroforesis yang terbentuk berada pada kisaran

: ’ . -815 pb, ukuran pita-pita ini dapat dilihat saat

tag polymerasgun semakin terhambat, hingga,. - :

. ilakukan pewarnaan dengathidium bomide
menghambat p_ula_dalam proses keberhasnlgn Prote&lama 10 menit dan pemotretan menggunakan UV
PCR yang terjadi. Namun biasanya sering puﬁﬁansilluminatOH MP4 kamera polaroid
dilakukan pre denaturasi selama 3-5 menit untu P '
meyakinkan bahwa DNA yang tersimpan dalarpembahasan

tabung Eppendorf 0,2 ml dengan cairan yang berada pengkoleksian sampel feses merupakan teknik
di dalamnya sebanyak 25 pl tersebut benar-benar agg telah lama ditinggalkan oleh para peneliti, hal
dan siap untuk dilipatgandakan. ini karena sulitnya pencarian dan penemuan DNA
Setelah proses denaturasi selesai, maka progasg terkandung dalam feses tersebut. Namun
elongisasipun terjadi pada suhi?&Gelama 30 detik. pengkoleksian sampel feses sebagai penelitian lebih

Daerah yang merupakan mtDNA ribosom
‘Jﬁandingkan dengan DNA penanda ukuran yang
sarnya 1000 pb DNAadder, maka pita-pita
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(keturunan yang berasal dari maternal) yang Ucapan Terima Kasih
menyimpan kode genetik penting dan sering
mengalami mutasi, mutasi inilah yang lebih cep
terjadi hingga 5-10 kali lebih cepat dibandingka
dengan mutasi yang terjadi pada sel inti atau nukle
hingga mutasi terus- menerus dalam suatu sel
(Qiagen) dan dapakE (elution buffe} (Qiagen)
untuk analisis ekstraksi mitokondria DNA pada bilou.
Analisis DNA yang digunakan dalam penelitian
ini merupakan analisis DNA mitokondria (MtDNA). Abegg C, Thierry B. 2002. The Phylogenetic status
Hal ini merupakan pendekatan yang cukup baik untuk of Siberut Macaques: Hints from Bared teeth
mengetahui pola perkawinan ataupun pola display Primate Repar63: 73-78
kekerabatan suatu spesies. DNAmt merUpakQﬂwivers DJ.1977.The LesseApes. Di dalam: His
penurunan sifat yang berasal dari maternalitas Serene-Highr;ess Prince Rair-lier Il of M.onaco
(keturunan yang berasal dari maternal) yang Bourne GH, Editar Primate Conservation. ’

menyimpan kode genetik penting dan sering London-Academic Prhlm 539-598.
mengalami mutasi, mutasi inilah yang lebih cepat '

terjadi hingga 5-10 kali lebih cepat dibandingkafrirman, Novi H, Abegg C.2003.Sudy awal
dengan mutasi yang terjadi pada sel inti atau nukleus, POPulasi konservasi satwa primata di Siberut
hingga mutasi terus- menerus dalam suatu sel dan Utara Sumatera Barat. Seminar limiah Pekan
dan dalam suatu spesies menyebabkan terjadinya !lmiah Biologi 2004 di Universitas Islars-
evolusi pada individu ataupun spesies tersebuit. Syafi'iyah. Jakarta.

Penggunaan 12S rRNA, karena selaieissmann,T. 1995. Gibbon systematics and
mempunyai beberapa daerah amplifikasi dan species identificationinternational Zoo News
perunutan dengan urutan yang sangat terpelihara. 42: 467-501.
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hubungan kekerabatan antar organisme. 12S rRNA 1: Systematics, Evolution aAsatomy London:
sebagai sub unit kecil ribosom pada eukariotik, Alan. R. Liss. him 137-185.
mempunyai fungsi yang setara dengan 16S rRNAreuschoft H. 1998. Grzimeks Encyclopedia
pada organisme prokariotik, hingga 12S rRNA  MammalsVol.2 NewYork: Mc. Graw-Hill
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12S rRNA dengan penggunaamelingsuhu 50C for the Mentawai Primates. Primate
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L=1091, H=1478, melalui penandkuran di kisaran

antara 750-815 pb DNkadder.
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