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ABSTRACT

The cuscus is an Australian animal (marsupial) which belongs to the
Phalangeridae family and its distribution is limited in eastern Indonesia, Australia
and Papua New Guinea. Through IUCN data, cuscus is categorized as endangered
species, in CITES it is classified as Appendix Il. The population of cuscus is
decreasing due to the threat of deforestation, many are hunted for consumption,
and are traded illegally. To overcome the above problems, it is necessary to
conduct a comprehensive study of the study of cuscus genotypes in the hope that
they can assist in future wildlife conservation efforts. The purpose of this study
was to molecularly examine the types of living cuscus in captivity in Lumoli
Village, West Seram Regency, Maluku. This research begins with the stages of
DNA isolation through cuscus tissue. DNA isolation products were amplified in
the ATP 8 gene region by the PCR method, sequenced. Data was analyzed using
MEGA program version 5.1. The PCR reaction produces 681 bp of product. The
results of the analysis obtained 85 different nucleotide sites. The nucleotide
sequence of the ATP 8 gene was analyzed using kimura 2 parameters. The
construction of the filogram using the neighbor joining method with a bootstrap
value 1000 times based on the ATP 8 gene sequence shows the kinship between
the four types of cuscus, which produces two branches of Phalanger and
Spilocuscus, namely brown cuscus related to white cuscus and related cuscus with
spotted cuskus.

Key Words : Cuscus, ATP8 gene, PCR, Nukleotida.

PENDAHULUAN
Pulau Seram merupakan salah memiliki sumber daya alam berupa
satu pulau di propinsi Maluku yang kekayaan  flora dan fauna yang
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cukup tinggi. Hal ini dibuktikan
dengan adanya beragam jenis
spesies tumbuhan dan hewan yang
bervariasi. Kekayaan
keanekaragaman flora dan fauna
ini perlu dipertahankan sebagai
suatu sumber kekayaan alam yang
patut dilestarikan dari ancaman
kepunahan yang disebabkan oleh
adanya aktifitas manusia serta
perkembangan pembangunan (Farida
dkk.,2004; Dahruddin dkk., 2005;
Fatem dan Sawen, 2007; Saragih,
2010).

Desa Lumoli secara administrasi
termasuk  wilayah  pemerintahan
kecamatan Piru, Kabupaten Seram
Bagian Barat. Untuk  mencapai
lokasi penelitian diperlukan waktu
perjalanan dari ibu kota propinsi
kurang lebih 2 jam  dengan
kendaraan bermotor. Keadaan
topografi desa Lumoli adalah datar
hingga berbukit dengan variasi
kemiringan berkisar 0 — 30% dengan
ketinggian 200 — 500 m di atas
permukaan laut. Jenis tanah untuk
daerah datar sampai sekitar sungai
yaitu jenis tanah podsolik dan
berpasir dengan warna coklat sampai
kehitaman serta pada bagian tertentu
banyak  mengandung  bebatuan.
Daerah perbukitan dijumpai tanah

podsolik dengan warna merah
kekuningan dengan bahan induk
berupa endapan batuan daerah
perbukitan.

Seiring dengan meningkatnya
jumlah penduduk, kebutuhan akan
pangan dan kegiatan pembangunan,
telah terjadi eksploitasi sumber
daya alam hayati yang berlebihan,

13

Jurnal Kajian Veteriner

sehingga mengganggu kelestarian
biodiversitas suatu kawasan
termasuk di dalamnya keberadaan
jenis satwa seperti kuskus. Kuskus
merupakan mamalia  berkantung,
endemik Maluku dan Papua. Kuskus
digolongkan ke dalam  famili
Phalangeridae. Kuskus merupakan
hewan yang diburu untuk
dimanfaatkan daging dan
rambutnya oleh manusia. Kegiatan
perburuan dan penangkapan kuskus

yang  tidak  terkontrol akan
berdampak pada terancamnya
keberadaan  kuskus  di habitat
aslinya. Beberapa jenis  kuskus
sudah dinya-takan terancam
kepunahan (endangered) dan
menuju  kepunahan  (vulnerable)

(Latinis, 1996; Helgen dan Flanemry,
2004; Fatem dan Sawen, 2007)
Kuskus termasuk hewan
herbivoral yang hidup diatas pohon
dan mengambil daun muda dan
buah sebagai bahan makanan. Pada
kondisi tertentu kuskus  juga
menangkap vertebrata kecil, burung,
kadal, tetapi juga dapat mengambil
telur burung untuk dikonsumsi
(George,1987). Kuskus di Indonesia
sudah dilindungi sejak tahun 1990
melalui Peraturan  Perburuan
Binatang Liar (PPBL) No. 226/1931,
UU No. 5/1990 tentang konservasi
sumber daya alam hayati dan
ekosistemnya, dan UU No. 7/1999
tentang pengawetan jenis tum-buhan
dan satwa (Saragih, dkk., 2010).
Selanjutnya  Pattiselanno  (2007)
menyatakan bahwa  kuskus juga
merupakan satwa liar yang berstatus
terancam punah daftar IUCN
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(International Union for
Concervation of Nature) dan dalam
Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora(CITES) ,
digolongkan dalam Appendix II.
Pengetahuan  tentang  jenis-
jenis kuskus dan kajian molekuler
merupakan  nilai penting  yang
sangat diperlukan  dalam proses
konservasi kuskus di masa yang
akan datang teristi-mewa terhadap
jenis kuskus yang hidup
dipenangkaran maupun yang hidup
alami di hutan Maluku. Widayanti
(2006), menyatakan faktor penting
yang harus diketahui dengan pasti
dalam proses konservasi suatu
spesies adalah tersedianya informasi
tentang  pengkajian  diferensiasi
secara genetik molekuler sehingga
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pola konservasi dapat lebih terarah.
Untuk menentukan hubungan
kekerabatan dapat dilakukan melalui
pengamatan DNA  mitokondria
(mtDNA) karena memiliki kelebihan
tertentu seperti dapat diperoleh dari
sampel yang telah lama, laju
evolusi cepat, dan bisa dari gen
ibu (Rane, 2011).

Menurut  Widayanti et al.
(2012), Salah satu gen yang dapat

dipakai sebagai penanda dalam
membedakan  beberapa  species
hewan tertentu  seperti  Tarsius
maupun beberapa jenis burung

kicau adalah gen ATP8. Diharapkan
bahwa urutan gen ATPS8, juga dapat
digunakan sebagai penanda genetik
mamalia khususnya kuskus, sehingga
usaha konservasi dan manajemennya
dapat tepat dan berhasil guna.

MATERI DAN METODE

Isolasi DNA Total

Sampel jaringan diambil dari
hasil biopsi empat jenis kuskus yang
hidup di penangkaran. Total DNA
diekstraksi (jaringan otot paha) hasil
biopsi yang ditambah buffer RNA
Latter sebagai stabilizer. Isolasi dan

purifikasi  DNA  menggunakan
protokol DNA Isolation Kit
(Geneaid).

Desain Primer

Data sekuen nukleotida yang
digunakan dalam proses desain
primer gen penyandi ATP8 diambil
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dari database genebank genom
mtDNA P. vestitus accesion number
(AB 241057.1) sebanyak 15318 bp,
selanjutnya dengan menggunakan
program primer 3 online digunakan
untuk  menyeleksi  primer-primer
mana yang diestimasi memberikan
kemungkinan hasil yang baik. Urutan
basa primer untuk amplifikasi
gen ATP8  sampel  kuskus
disajikan pada Tabel 1.
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Tabel 1. Urutan basa primer untuk mengamplifikasi gen ATP 8 Kuskus

Target FIR Urutan Basa Jumlah Basa Tm (°C)
ATP8 F 5> GCTCTTTCAGCCATTTTACCC 3° 21 60,09
15318 bp R 5> GTGGTTATGAGGTTGGCTTGA 3° 21 59,99
Amplifikasi Gen ATP8 mtDNA dengan bantuan UV transluminator
kuskus dengan PCR (A=260 nm), sedangkan  panjang
Amplifikasi DNA dari empat DNA hasil amplifikasi dapat
sampel kuskus dilakukan dengan diketahui dengan penanda DNA
teknik polymerase chain reaction. yang berukuran 100 basepair (bp)
Amplifikasi gen penyandi ATPS8 yang digunakan sebagai petunjuk
ditentukan dengan menggunakan panjang nukleotida.

primer spesifik pada table 1 diatas.
Campuran reaksi PCR  adalah
sebanyak 30 pl terdiri dari 2 pl
primer 1 dan 2 masing-masing
dengan konsentrasi (10 pmol), 15 pl
KAPATaq DNA polymerase, 1l
DNA total, dan ditambahkan ddH,0O
untuk  memenuhi  volume satu
reaksi  hingga mencapai 30 pl.
Kondisi mesin PCR yang digunakan
untuk amplifikasi gen ATP8 sebagai
berikut : predenaturasi pada suhu
94°C selama 5 menit, denaturasi
pada suhu 94°C selama 30 detik,
annealing atau proses penempelan
primer pada suhu 52°C selama 45
detik.  Elongasi  atau  proses
pemanjangan pada suhu 72°C selama
1 menit dan post elongation yaitu
fase untuk memastikan pemanjangan
sempurna pada suhu 72°C selama
5 menit. Reaksi PCR dilakukan
sebanyak 35 siklus.

Produk PCR dideteksi dengan
cara dimigrasikan pada gel agarosa
1,5% dengan menggunakan buffer
1x tris borate EDTA (TBE) dalam
piranti  electrophoresis  (Hoefer,
USA). Fragmen DNA diamati
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Sekuensing Produk PCR
Sekuensing hasil PCR untuk
menentukan  runutan  nukleotida.
Sekuensing  dilakukan  di  PT.
Genetika Science Jakarta dengan
menggunakan metode Sanger
(metode terminasi rantai).
Sekuensing DNA dilakukan 2 Kkali
reaksi untuk masing-masing sampel,
yaitu menggunakan primer forward
dan reverse masing-masing dengan
konsentrasi (10 pmol). Hasil PCR
digunakan  sebagai cetakan untuk
reaksi penentuan runutan nukleotida.
Komponen lain yang digunakan
selain hasil PCR dan primer adalah
Taq Polymerase, dNTP dan ddNTP.
Kondisi reaksi adalah
predenaturasi pada suhu 94°C selama
5 menit, denaturasi pada suhu 94°C
selama 30 detik, annealing atau
proses penempelan  primer pada
suhu 58°C selama 45 detik. Elongasi
atau proses pemanjangan pada suhu

72°C selama 45 detik dan
postelongation vyaitu fase untuk
memastikan pemanjangan
sempurna  pada suhu  72°C
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selama 5 menit. Hasil  sekuensing
yang  bagus  ditandai dengan
grafik spektroferogram yang single
peak, tanpa adanya noise.

Analisis Data

Data sekuen DNA gen
penyandi ATP8 hasil sekuensing
dianalisis menggunakan program
Basic Local Alignment Search Tool
Nucleotida (BLASTN).
Perbandingan dilakukan

menggunakan sekuen-sekuen yang
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paling mirip baik highly similar
sequence maupun some what similar
sequence. Pohon filogenetik
dianalisis berdasarkan sekuen
nukleotida dan asam amino dengan
metode Neighbor Joining dengan
nilai bootstrap 1000x. Data yang
digunakan sebagai pembanding
diambil dari data Genebank antara
lain T. Vulpecula (accesion number
AB241057.1) dan P. Vestitus (
accesion number AB 241057.1).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sepasang primer pada penelitian
ini didesain untuk mengamplifikasi
daerah gen ATP8. Produk PCR hasil
amplifikasi menggunakan primer
ATP8F dan ATP8R adalah sekitar

e s .

1234567

Gambar 1. Hasil amplifikasi gen ATP8 pada Spilocuscus maculatus

681 pasangan basa (bp). Hasil PCR
gen ATP8 yang dimigrasikan pada

gel agarosa 1% vyang diwarnai
dengan  bioatlas disajikan pada
Gambar 1.

681 bp

dan

Phalanger sp pada gel agarose 1,5%.
Keterangan : DNA Ladder 1000 bp (1 Kb)

Kuskus
Kuskus
Kuskus
Kuskus
Kuskus

NoookrwbdPE

Kuskus
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Putih Desa Lumoli (MT),

Putih Desa Allang (PIl),

Coklat Desa Lumoli (MD),
Coklat Desa Hatu (Cl),

Kelabu Desa Allang (KI)),
Kuskus Totol Desa Lumoli (TII),

Kelabu Desa Lumoli M (Kelabu).
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Pada Gambar 1 menunjukkan
bahwa tujuh sampel kuskus yang
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data genom mitokondria P. vestitus
accesion number (AB 241057.1)

diamplifikasi pada gen  ATP8 sebanyak 15318 bp yang ada di
menghasilkan ukuran DNA yang GenBank. Letak penempelan primer
teramplifikasi  sebesar 681 bp. untuk  amplifikasi gen  ATP8
Hasil ini diperoleh setelah primer disajikan pada Gambar 2.
yang digunakan diplotkan dengan
Produk Amplifikasi 919 bp
5. 301 bp 681 bp 100bp 3’

20 bp

y

Ibp 20 bp

Gambar 2. Lokasi penempelan primer ATP8 F dan ATP8 R untuk amplifikasi
daerah gen ATP8 genom mitokondria.

Keterangan :

] Gen coxa
I Primer ATPSF

tRNA™®
- Spacer
Gambar 2 menunjukkan

bahwa letak penempelan primer
ATP8 F yaitu pada daerah gen

COX3, sedangkan penempelan
primer ATP8 R terletak pada
daerah gen  ATP6.  Hasil
amplifikasi PCR sebanyak 681 bp

pada sekuen genom mitokondria
terdiri dari gen COX3 2 bp, gen
ATP8 630 bp, gen ATP6 49 bp.
Urutan DNA hasil penelitian dan
species kuskus yang diambil dari
GenBank disejajarkan berganda dan
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Gen ATPS8

selanjutnya  dilakukan  analisis
keragaman nukleotida. Hasil
pengurutan sepanjang 919
nukleotida  setelah  disejajarkan

dengan urutan yang ada di GenBank
dipilih 681 yang merupakan urutan
penyusun gen ATP8 vyang akan
menyandi 85 nukleotida pembeda.
Hal ini dilakukan agar gen ATP8

dapat diamplifikasi secara
keseluruhan dan bukan parsial.
Hasil amplifikasi yang dianalisis

hanyalah 681 bp sesuai nukleutida
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gen ATP8. Pada prinsipnya,
primer yang bagus adalah primer
yang mampu  mengamplifikasi
keseluruhan gen bukan parsial.

Vol. 7 No. 1 : 12-46 (2019)
DOI: 10.35508/jkv.v7i1.02

berikutnya. Dari 681 nukleutida
terdapat 85 situs yang berbeda,
dan perbedaan jumlah nukleutida
dari masing-masing kuskus hasil

Hasil penjajaran berganda dari penelitian dan kuskus pembanding
sekuen nukleutida kuskus yang dari  Genbank disajikan pada
diteliti diperoleh 681 nukleutida Gambar 3.

yang didapat untuk analisis

Kuskus MT AT GAACGAAAAT |17
Kuskus P11 [12]
Kuskus MD [12]
Kuskus ClI [12]
Kuskus KI [12]
Kuskus TII [12]
Kuskus M [12]
Phalanger vestitus [12]
Spilocuscus

maculatus T A
Kuskus MT T TATTTGT CTCATC A [24
Kuskus P11 [24]
Kuskus MD [24]
Kuskus CI [24]
Kuskus KI [24]
Kuskus TII [24]
Kuskus M [24]
Phalanger vestitus [24]
Spilocuscus

maculatus . s [24]
Kuskus MT T T C A C T AT C C C T [36]
Kuskus PI11 [36]
Kuskus MD . [36]
Kuskus CI . C [36]
Kuskus KI T C C [36]
Kuskus TII T C C [36]
Kuskus M T C C [36]
Phalanger vestitus C [36]
Spilocuscus

maculatus . . . . T C cC . . . . [36]
Kuskus MT T CCATZCATAGG T [48]
Kuskus P11 [48]
Kuskus MD [48]
Kuskus CI [48]
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Kuskus KI A T [48]
Kuskus TII A T [48]
Kuskus M S L ]
Phalanger vestitus e - .. .o 48]
Spilocuscus

maculatus A . T . . . . . . . . . 48]
Kuskus MT A T T ACAACATCT A [60]
Kuskus PI11 . 10
Kuskus MD C s e0]
Kuskus CI . 10
Kuskus KI C s e0]
Kuskus TlI . 10
Kuskus M C s e0]
Phalanger vestitus . 10
Spilocuscus

maculatus e e0]
Kuskus MT CCAATCATTAT A [72
Kuskus P11 N
Kuskus MD e 4
Kuskus ClI T 4
Kuskus KI T [72]
Kuskus T1I T [72]
Kuskus M . e .. T [72]
Phalanger vestitus . . . . . [® . . . . . . [72]
Spilocuscus

maculatus . . e . .. T [72]
Kuskus MT T T TCTTU CZCAT C [84]
Kuskus P11 e (2
Kuskus MD e Fe 2
Kuskus CI e k2
Kuskus KI C C T C [84]
Kuskus Tl @ T @ [84]
Kuskus M C C T C ... [84]
Phalanger vestitus ~ C cC T B 84
Spilocuscus

maculatus c . C T c . . . . . . [84]
Kuskus MT CTAATTTZ CTT CATC C [9]
Kuskus PI11 e 19
Kuskus MD . 18]
Kuskus CI T [°16]
Kuskus KI e . 9]
Kuskus TlI e R 19
Kuskus M e . (6]
Phalanger vestitus Ce e - . )
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Spilocuscus
maculatus e oo 9e]

Kuskus MT
Kuskus P11
Kuskus MD
Kuskus ClI

Kuskus K
Kuskus T
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
Kuskus PI1I
Kuskus MD
Kuskus CI

Kuskus KI
Kuskus TII
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT

Kuskus P11

Kuskus MD

Kuskus ClI
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Kuskus K
Kuskus T
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
Kuskus PI11
Kuskus MD
Kuskus ClI

Kuskus Kl
Kuskus TII
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
Kuskus PI11
Kuskus MD
Kuskus CI

Kuskus KI
Kuskus TII
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
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[132

]
[132

]
[132

]
[132

]
[132
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[168
Kuskus PII1 Ce e ]
[168
Kuskus MD Ce e ]
[168
Kuskus ClI Ce e ]
[168
Kuskus K Ce e ]
[168
Kuskus TII Ce e ]
[168
Kuskus M Ce e ]
[168
Phalanger vestitus G . . .. ]
Spilocuscus [168
maculatus C e, ]
[180
Kuskus MT AT GATAACAATA ]
[180
Kuskus PII1 Ce e ]
[180
Kuskus MD Ce e ]
[180
Kuskus ClI Ce ]
[180
Kuskus Kl e ]
[180
Kuskus TII e ]
[180
Kuskus M e ]
[180
Phalanger vestitus e o
Spilocuscus [180
maculatus C e, ]
[192
Kuskus MT CATAACAAACAA ]
[192
Kuskus P11 Ce e ]
[192
Kuskus MD Ce e ]
[192
Kuskus ClI Ce e ]
[192
Kuskus K . Ce e ]
[192
Kuskus TII . Ce e ]
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[192
Kuskus M ]
[192
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus [192
maculatus
Kuskus MT
Kuskus P11
Kuskus MD ]
[204
Kuskus ClI ]
[204
Kuskus KI ]
[204
Kuskus TII ]
[204
Kuskus M ]
[204
Phalanger vestitus ]
Spilocuscus . [204
maculatus . s, ]
Kuskus MT ]
[216
Kuskus PII1 ]
[216
Kuskus MD ]
[216
Kuskus CI ]
[216
Kuskus KI ]
[216
Kuskus TII ]
[216
Kuskus M ]
[216
Phalanger vestitus 1

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT

Kuskus P11

Kuskus MD
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Kuskus ClI
Kuskus K
Kuskus T
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
Kuskus PI11
Kuskus MD
Kuskus ClI

Kuskus K
Kuskus TII
Kuskus M
Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
Kuskus PI11
Kuskus MD
Kuskus CI
Kuskus KI
Kuskus Tl
Kuskus M

Phalanger vestitus
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[228

]
[228

]
[228

]
[228

]
[228

]
[228
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Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT

Kuskus P

Kuskus MD

Kuskus ClI

Kuskus Kl

Kuskus TII

Kuskus M

Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT

Kuskus PIII

Kuskus MD

Kuskus ClI

Kuskus Kl

Kuskus TII

Kuskus M

Phalanger vestitus

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT

Kuskus PIII

Kuskus MD

Kuskus ClI

Kuskus Kl
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Kuskus TII
Kuskus M

Phalanger vestitus
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[288

]
[288

]
[288

]

Spilocuscus [288
maculatus
Kuskus MT
[300
Kuskus P11 ]
[300
Kuskus MD ]
[300
Kuskus ClI ]
[300
Kuskus KI ]
[300
Kuskus Tl ]
[300
Kuskus M ]
[300
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus [300
maculatus C e, ]
Kuskus MT ]
[312
Kuskus PII1 ]
[312
Kuskus MD ]
[312
Kuskus ClI ]
[312
Kuskus KI ]
[312
Kuskus TII ]
[312
Kuskus M ]
[312
Phalanger vestitus ]

Spilocuscus
maculatus

Kuskus MT
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[324
Kuskus P11 ]
[324
Kuskus MD ]
[324
Kuskus ClI ]
[324
Kuskus KI ]
[324
Kuskus TlI ]
[324
Kuskus M ]
[324
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus . [324
maculatus . s, ]
Kuskus MT ]
[336
Kuskus PII1 ]
[336
Kuskus MD ]
[336
Kuskus ClI ]
[336
Kuskus KI ]
[336
Kuskus Tl ]
[336
Kuskus M ]
[336
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus [336
maculatus
Kuskus MT
Kuskus P11
Kuskus MD ]
[348
Kuskus ClI ]
[348
Kuskus KI ]
[348
Kuskus TII ]
[348
Kuskus M ]
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[348
Phalanger vestitus oo . e ]

Spilocuscus [348

maculatus C e, ]

Kuskus MT ]
[360

Kuskus P11 Ce e ]
[360

Kuskus MD Ce e ]
[360

Kuskus ClI Ce e ]
[360

Kuskus K Ce e ]
[360

Kuskus T Ce e ]
[360

Kuskus M Ce e ]
. [360

Phalanger vestitus oo e ]
Spilocuscus [360

maculatus C e, ]

Kuskus MT ]
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Kuskus PII1 Ce e ]
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Kuskus MD Ce e ]
[372

Kuskus ClI Ce ]
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Kuskus KI ]
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Kuskus T ]
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Kuskus M ]
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Phalanger vestitus .. . . . . G ]
Spilocuscus [372
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Kuskus MT
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Kuskus PI1I Ce e ]
[384
Kuskus MD Ce e ]
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Phalanger vestitus
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Kuskus MT
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[420
Kuskus MT 1

[420
Kuskus PII1 Ce e ]
[420
Kuskus MD Ce e ]
[420
Kuskus ClI Ce e ]
[420
Kuskus K Ce e ]
[420
Kuskus T Ce e ]
[420
Kuskus M T ]
. [420
Phalanger vestitus e S ]
Spilocuscus [420
maculatus C e, ]
Kuskus MT ]
[432
Kuskus P11 Ce e ]
[432
Kuskus MD Ce e ]
[432
Kuskus ClI Ce e ]
[432
Kuskus K Ce e ]
[432
Kuskus T Ce e ]
[432
Kuskus M Ce e ]
. [432
Phalanger vestitus Ce . . ]
Spilocuscus [432
maculatus L
Kuskus MT
Kuskus P11
Kuskus MD Ce e ]
[444
Kuskus CI Ce e ]

[444
Kuskus KI . || e
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[480
Kuskus MD ]
[480
Kuskus ClI ]
[480
Kuskus KI ]
[480
Kuskus TII ]
[480
Kuskus M C ]
. [480
Phalanger vestitus . S ]
Spilocuscus [480
maculatus
Kuskus MT
Kuskus PII1
Kuskus MD ]
[492
Kuskus ClI ]
[492
Kuskus KI ]
[492
Kuskus Tl ]
[492
Kuskus M ]
[492
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus [492
maculatus C e, ]
Kuskus MT ]
[504
Kuskus PII1 ]
[504
Kuskus MD ]
[504
Kuskus ClI ]
[504
Kuskus KI ]
[504
Kuskus TII ]
[504
Kuskus M ]
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Spilocuscus [504
maculatus
Kuskus MT ]
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Kuskus ClI
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[540
Kuskus Kl ]
[540
Kuskus T ]
[540
Kuskus M 1
[540
Phalanger vestitus 1
Spilocuscus [540
maculatus
Kuskus MT
Kuskus P11
Kuskus MD
Kuskus ClI
Kuskus Kl
Kuskus TII
Kuskus M

Phalanger vestitus

Spilocuscus
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Kuskus MT

Kuskus PI11

Kuskus MD

Kuskus CI

Kuskus KI C T A ]
[564

Kuskus TII C T A ]
[564

Kuskus M C T A ]
[564

Phalanger vestitus A . . . . . C T A ]

Spilocuscus [564

maculatus e . C T A ]
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]

Kuskus MT
[576
Kuskus P11 ]
[576
Kuskus MD ]
[576
Kuskus ClI ]
[576
Kuskus K A . T . . S ]
[576
Kuskus T A . T . . S ]
[576
Kuskus M A . T . ]
. [576
Phalanger vestitus : : ]
Spilocuscus [576
maculatus .. . A T L. L ]
Kuskus MT ]
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Kuskus PII1 ]
[588
Kuskus MD ]
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Kuskus ClI ]
[588
Kuskus Kl c . . . . . . ]
[588
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maculatus T T ]
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[600
Kuskus PII1 ]
[600
Kuskus MD ]
[600
Kuskus CI ]
[600
Kuskus KI T . . ... ]
[600
Kuskus TII T . . ... ]
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[600
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. [600
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Kuskus MT ]
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Kuskus MD ]
[612
Kuskus ClI ]
[612
Kuskus KI ]
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[612
Kuskus M ]
[612
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Spilocuscus [612
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Kuskus MT ]
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Spilocuscus [660
maculatus ]

[672

Kuskus MT T ACCTACATGATZC ]
[672

Kuskus P11 Ce e ]
[672

Kuskus MD Ce e ]
[672

Kuskus ClI Ce e ]
[672

Kuskus K Ce e ]
[672

Kuskus TII Ce e ]
[672

Kuskus M Ce e ]
[672

Phalanger vestitus Ce e ]
Spilocuscus [672

maculatus C s, ]
[681

Kuskus MT A ACTT CCTAA ]
[681

Kuskus PII1 Ce e ]
[681

Kuskus MD Ce e ]
[681

Kuskus CI Ce e ]
[681

Kuskus KI e ]
[681

Kuskus TII e ]
[681

Kuskus M Ce e ]
. [681

Phalanger vestitus o e ]
Spilocuscus [681

maculatus ]

Gambar 3. Posisi  situs nukleotida yang mengalami perubahan pada gen
ATP8 (681 nt) sampel kuskus dengan Phalanger vestitus (Genebank)
dan Spilocuscus maculatus (Genebank).

Keterangan :
B : Nukleotida sampel kuskus MT

. Posisi situs nukleotida yang menyebabkan perubahan
asam amino
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. Posisi  situs  nukleotida yang tidak  menyebabkan
perubahan asam amino

Pada gambar 3  Nukleotida 450, 453, 471, 495, 501, 504, 507,
yang mengalami perubahan antara 510, 517, 531, 534, 540, 543, 558,
sampel kuskus (MT, PIIl, MD, CI) 560, 563, 564, 568, 570, 573, 581,
dengan kuskus (KI, TII, M) adalah 589, 603, 604, 609, 615, 627, 636,
sebanyak 85 situs  nukleotida 639, 649, dan 657.
berbeda yakni pada situs nomor 13, Berdasarkan urutan nukleotida
29, 30, 32, 37, 39, 63, 69, 72, 73, 75, pembeda dari keempat sampel
76, 78, 90, 99, 112, 132, 133, 140, kuksus yang hidup dipenangkaran
141, 144, 145, 150, 154, 155, 156, dengan pembanding dari GenBank
176, 183, 195, 213, 216, 222, 223, serta sampel diluar lokasi maka
228, 237, 243, 250, 261, 264, 276, didapatkan perbedaan jarak genetik
279, 285, 309, 312, 315, 336, 369, antara Phalanger dan Spilocuscus
372, 373, 378, 385, 396, 405, 441, disajikan pada tabel 2.

Tabel. 2. Matriks perbedaan nukleutida (681 nt) sekuen gen ATP8 pada
kuskus yang hidup di penangkaran.

No Kode Sampel 1 2 3 4 5 6 7
1 Kuskus 1 MT 0
2 Kuskus 2 PII 0 0
3 Kuskus 3 MD 0 0 0
4 Kuskus 4 CI 1 1 1
5 Kuskus 5 KiI 85 85 85 84
6 Kuskus 6 TII 85 8 8 84 0
7 Kuskus 7 M 85 8 8 84 0 0
8 Phalanger Vestitus 58 58 58 57 89 89 89
(Genbank)
9 Spilocuscus maculatus 87 87 87 8 15 15 89
(Genbank)
Keterangan :
1. Kuskus Desa Lumoli MT (Putih),
2. Kuskus Desa Allang PII (Putih),
3. Kuskus Desa Lumoli MD (Coklat),
4. Kuskus Desa Hatu CI ( Coklat),
5. Kuskus Desa Allang Kl (Kelabu),
6. Kuskus Desa Lumoli Tl (Totol),
7. Kuskus Desa Lumoli M (Kelabu).
Tabel 2 menunjukkan bahwa sekuen nukleutida memperlihatkan
hasil  penjajaran berganda dari perbedaan nukleutida berkisar dari
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nol (0) sampai  dengan 72 penangkaran. Keragaman
nukleutida pada sampel kuskus nukleutida dari  kuskus yang
yang diteliti, dan memiliki kisaran diteliti dengan kuskus pembanding
sampai 76 jika dibandingkan dari Genbank berdasarkan sekuen
dengan nukleutida kuskus dari nukleutida gen ATP8  dapatlah
Genbank. Kisaran perbedaan dibuat pohon filogenetik kuskus
nukleutida yang kecil dengan menggunakan metode
menunjukkan bahwa tidak ada Neighbor joining dengan nilai
keragaman yang signifikan di bootstrap 1000 kali yang dapat
dalam sekuen nukleutida pada dilihat pada gambar 3.

kuskus yang hidup di

abh Kuskus MT
58
I-|A Kuskus P11
piuln}
ik Kuskus MD

b Kuskus Cl

4 Phalanger vestitus

Phalanger gymmnotis

a2
87
45
| — Trichosurus vulpecula
=2
ar

ool Trichoswrus caninus

Ailurops ursinus
a7

Strigocuscus cel lebensis

I— Hl Spilocuscus maculatus
B Kuskus KI

100
B Kuskus Ti1
100
B Kuskus M

an Dorcopsulus vanheurmi

a1 Thylogale billardierii

Bettongia lesueur

Vombatus ursinus

[=T=] Dactylopsila palpator
94 Dactylopsila trivirgata

0.0z

Gambar 4. Pohon Filogenetik Kuskus berdasarkan Sekuen Nukleutida Gen

ATPS.

Gambar 4 menunjukkan bahwa penangkaran (Desa Lumoli) dengan
pohon filogenetik dari hasil sekuen kuskus putih (PIl) pembanding asal
nukleutida kuskus yang hidup pulau Ambon (Desa Allang)
dipenangkaran dengan  beberapa memiliki nilai bootstrap sebesar
species kuskus dari Genbank sebagai 68%. Nilai kekerabatan kuskus
pembanding  berdasarkan sekuen putih (MT), kuskus coklat (MD),
nukleutida gen ATP8 menghasilkan kuskus putih (PI) terhadap kuskus
dua  percabangan. Percabangan coklat (CI) pembanding asal Desa
pertama adalah  kelompok Hatu memiliki nilai  bootstrap
Phalanger dan percabangan kedua sebesar 100%. Nilai kekerabatan
adalah kelompok Spilocuscus. Pada kuskus putih (MT), kuskus coklat
percabangan pertama nilai (MD), kuskus putih (PII), kuskus
kekerabatan kuskus putih (MT) coklat (CI) terhadap kuskus kelabu
asal penangkaran (Desa Lumoli), (Genbank) memiliki nilai bootstrap
kuskus coklat (MD) asal sebesar 98%. Pada  percabangan
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kedua nilai kekerabatan kuskus
kelabu (KI) pembanding, kuskus
kelabu (M) dan kuskus bertotol
(TH)  memiliki  nilai  bootstrap
sebesar 100%. Nilai kekerabatan
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filogenetik, maka dapatlah dijelaskan
bahwa pada percabangan pertama
kuskus coklat (Phalanger orientalis)
memiliki  hubungan  kekerabatan
dengan kuskus putih (Phalanger

kuskus kelabu (KI), kuskus kelabu urinus), sedangkan pada
(M), kuskus bertotol (TIH) terhadap percabangan kedua kuskus kelabu
kuskus bertotol (Genbank) memiliki (Phalanger  vestitus) memiliki
nilai  bootstrap 100%. Dari empat hubungan  kekerabatan  dengan
sampel  kuskus  yang diteliti kuskus bertotol (Spilocuscus
berdasarkan tampilan pohon maculatus).

KESIMPULAN

Hasil  pohon filogenetik
menunjukkan kuskus yang hidup
totol (Spilocuscus  maculatus)
berkerabat dekat dengan kuskus
kelabu (Phalanger gymnotis) dan
kuskus coklat (Phalanger orientalis)

berkerabat dekat dengan kuskus
putih (Phalanger urinus). Gen ATP8
dapat dipakai sebagai penanda
genetik pada kuskus yang hidup
dipenangkaran desa Lumoli, Seram,
Maluku.
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