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ABSTRAK

Kukang jawa (Nycticebus javanicus) adalah salah satu spesies dari genus Nycticebus yang
endemik di Pulau Jawa. Wilayah sebaran saat ini adalah di Jawa Barat dan Banten, dan juga
dilaporkan masih ditemukan di Jawa Tengah dan Jawa Timur meskipun sangat jarang. Status
spesies tersebut adalah hampir punah (Critically Endangered ) karena tingginya tingkat perburuan,
hilangnya habitat dan habitat terfragmentasi, sehingga diperlukan konservasi guna peningkatan
populasi. Untuk pengelolaan konservasi maka perlu diketahui status sumber genetik kukang
jawayang berperan di dalam pengembangbangbiakan, sehingga perlu dilakukan penelitian untuk
mengeksplorasi genetik populasi kukang jawa dari beberapa lokasi sebaran di Jawa Barat. Tujuan
penelitian adalah untuk mengetahui tingkat keragaman populasi kukang jawa melalui control
region (D-loop) mitokondrial DNA (mtDNA). Sampel penelitian yang digunakan adalah sebanyak
23 individu dari lokasi Gunung Halimun, Tasikmalaya, Garut, Ciamis, Jember dan hasil sitaan di
Pusat Rehabilitasi IAR Bogor. Primer yang digunakan adalah spesifik D-loop untuk kukang dengan
panjang sekuen sekitar 296 bp. Hasil analisis menunjukkan hanya terdapat lima situs yang berbeda
dan membentuk enam haplotipe, masing-masing haplotipe hanya berbeda 1-3 nukleotida. Keragaman
genetik rendah ditunjukkan sebanyak 42,96% individu menunjukkan sekuen yang sama atau
jarak genetik (d)=0 yang mengindikasi populasi monomorf yang berasal dari populasi berbeda.
Jarak genetik keseluruhan populasi penelitian adalah 0,003+0,01 (0,3%).

Kata-kata kunci: Nycticebus javanicus; jarak genetik; keragaman; D-loop
ABSTRACT

Javan slow loris (Nycticebus javanicus) one of the species of the genus Nycticebus is endemic
in Java. Their distribution region is in West Java and Banten, and also reported to be found in
Central Java and East Java, although very rarely. Status of the species is Critically Endangered
due to high levels of poaching, habitat loss and habitat fragmentation, so that the necessary
conservation in order to increase the population. For conservation management it is necessary to
know the status of genetic resources that play of role in breeding, then this research is to explore
the genetic population of the Javan slow loris from some locations in West Java. The research
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objective was to assess the diversity of their current population of Java loris through the control
region (D-loop) of mitochondrial DNA (mtDNA). A total of 23 individuals samples from Gunung
Halimun Park, Tasikmalaya, Garut, Ciamis, Jember and confiscated at the Rehabilitation Center
IAR Bogor were used in this stydy. Specific primers of D-loop are used for loris with a length of 296
bp sequence. The result showed there are only five different sites and formed six haplotypes, each
haplotypes only 1-3 nucleotides different. Low genetic diversity is shown as much as 42.96% of
individuals show the same sequence or genetic distance (d) =0 that indicate was monomorf population
from different population. The genetic distance of the entire population was 0.003 = 0:01 (0.3%).

Keywords: Nycticebus coucang; genetic distance; diversity; D-loop

PENDAHULUAN

Kukang merupakan primata Prosimian
yang termasuk subsuku Prosimii, yang artinya
primata primitif, bersifat nocturnal dan hidup
soliter (Napier dan Napier, 1985). Spesiasi pada
genus Nycticebus dimulai sekitar enam juta
tahun yang lalu (Lu et al., 2001). Secara
historis, ahli taksonomi menyatakan bahwa
sembilan spesies genus Nycticebus yang
kemudian pada tahun 1953 digolongkan menjadi
satu spesies yaitu Nycticebus coucang (Nekaris
dan Jaffe, 2007). Selanjutnya Groves (2001)
berdasarkan morfologi menggolongkan menjadi
tiga spesies yaitu N. pygmaeus (Indo China), N.
bengalensis (India) dan N. coucang yang terdiri
dari tiga subspesies yaitu N. c.coucang
(Sumatera, Malaysia, Thailand, Singapura), N.
c.javanicus (Jawa), N. c.menagensis
(Kalimantan dan Philipina). Kemudian genus
Nycticebus menjadi lima spesies, dan tiga
subspecies N. coucang menjadi spesies terpisah
yaitu N. coucang (Sumatera), N. menagensis
(Kalimantan) dan N. javanicus tersebar di Jawa
(Roos, 2003; Brandon et al. 2004). Perbedaan
ketiga jenis kukang yang terdapat di Indonesia
adalah pada pola strip seperti pada kepala dan
garis punggung, forsting rambut dan ukuran
tubuh. Pada kukang jawa strip pada kepala
lebih jelas, berwarna lebih gelap (hitam),
forsting rambut warna putih pada leher dan
ukuran tubuh lebih besar dari dua spesies
lainnya yaitu N . coucang dan N. menagensis
(Napier dan Napier, 1985; Rowe 1996).

Kukang jawa tersebar hampir diseluruh
daratan Pulau Jawa, tetapi sebaran paling tinggi
adalah di wilayah Jawa Barat, dan Banten,
selain itu juga ditemukan di Jawa Tengah dan
Jawa Timur. Habitat kukang hampir sama
untuk semua spesies yaitu pada hutan sekunder,
primer, dan area hutan kebun dan pertanian.
Habitat kukang jawa berdasarkan ketinggian
adalah 200-931 m dpl, sementara spesies kukang

sumatera 0-920 m dpl, kukang kalimantan 19-
900 m dpl, dan kukang bengalensis 48-339 m
dpl. (Nekaris dan Nijman, 2007; Wirdateti 2003;
2012; Lehtinen 2013).

Kukang merupakan satwa primata kedua
paling diminati sebagai satwa peliharaan di
sepuluh kota di Jawa, Bali dan Medan selama
kurun waktu 1997-2008. Kukang adalah spesies
primata dilindungi tetapi paling sering
ditemukan di Pasar Burung (Nekaris et al.,
2008). Data investigasi perdagangan satwa liar
dilindungi yang dilakukan ProFauna Indonesia
mencatat bahwa lebih dari 5000 individu kukang
telah diselundupkan dari Sumatera ke Jawa
melalui Lampung (ProFauna Indonesia 2007,
BKSDA 2013: komunikasi pribadi). Indikasi
ancaman kepunahan yang tinggi terjadi pada
kukang jawa, di samping karena perburuan
dengan intensitas tinggi, ancaman kehilangan
habitat dan juga karena tingkat in breeding
tinggi sangat memengaruhi keberlangsungan
hidup kukang jawa di habitat asli. Terancamnya
keberadaan kukang jawa saat ini membuat para
ahli telah memasukkan kukang jawa ke dalam
kategori spesies terancam punah (Critically
Endangered) di dalam Red IUCN List (Nekaris
et al., 2013). Status ini sebelumnya diperkuat
dengan tercantumnya genus Nycticebus
kedalam catatan Appendiks | CITES (Nekaris
dan Nijman, 2007). Tetapi, informasi secara
kualitas dari populasi kukang tersebut belum
terekplorasi sampai saat ini. Hal tersebut
sangat berdampak negatif terhadap kondisi
populasi kukang di alam, dan karena tingginya
in breeding dapat menimbulkan populasi
monomorf atau bottleneck. Dengan demikian
perlu dilakukan analisis genetik spesies kukang
jawa guna melihat tingkat keragaman genetik
pada populasi saat ini. Populasi kecil lebih rentan
mengalami penurunan keragaman genetik
karena efek inbreeding, serta terfiksasinya
beberapa allel tertentu dalam populasi, sehingga
terbentuk populasi momorf dan mengalami
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penurunan kemampuan berevolusi atau
adaptasi pada lingkungan yang berubah
(Mackinnon 1987; Li et al. 1991). Keragaman
genetik turut menentukan keberhasilan
konservasi populasi, sehingga penelitian ini
perlu dilakukan untuk memperoleh data genetik
sebagai cerminan dari pertumbuhan dan
keberlangsungan hidup kukang jawa di alam.

Dalam melihat variasi genetik suatu spesies
beberapa ahli menggunakan control region (D-
loop) mtDNA. Non coding region merupakan
daerah yang tidak mengkode dan mutasi
nukleotida pada daerah ini tidak menga-
kibatkan terjadinya penyakit, atau dengan kata
lain hanya menyebabkan terjadinya
polimorfisme (Czarnecka et al., 2006). Analisis
DNA mitokondria telah banyak digunakan
secara luas dalam mempelajari evolusi, struktur
populasi, aliran gen, hibridisasi, biogeografi, dan
filogeni suatu spesies hewan (Moritzetal., 1987).
Displacement loop (D-loop) merupakan daerah
non-coding utama dari molekul DNA
mitokondria, sebuah segmen yang disebut
daerah kontrol atau D-loop yang tidak mengkode
protein (Pereiraet al., 2004), sehingga mutasi
yang terjadi tidak memengaruhi fungsi protein.
D-loop adalah lokasi dari transkripsi
mitokondria dan situs utama untuk kontrol
ekspresi mtDNA karena mengandung untai
utama dalam replikasi dan promotor utama
untuk transkripsi sehingga kejadian mutasi
basa tinggi (Miyazono et al., 2002)

Toleransi yang tinggi pada daerah D-loop
terhadap mutasi menyebabkan daerah ini
menjadi sangat bervariasi dibanding daerah
lain. Oleh karena itu, D-loop mempunyai
tingkat polimorfisme yang paling tinggi dalam
rantai mtDNA. D-loop mtDNA mengandung
berbagai sekuen yang memiliki laju mutasi 4-5
kali lebih cepat dibandingkan bagian mtDNA
lainnya (Horai et al., 1993). Pada manusia
daerah ini mengalami substitusi basa tinggi
diperkirakan antara 2,8-5,0 kali lebih cepat dari
daerah mtDNA lainnya dan pada bovine adalah
10 kali lebih besar dari genom mtDNA lainnya
(Ishida et al., 1994). Dengan demikian
penggunaan D-loop sangat sesuai di dalam
analisis genetik dalam populasi atau intra
spesies.
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METODE PENELITIAN

Sampel Penelitian

Penelitian menggunakan kukang jawa
sebanyak 23 sampel yang berasal dari populasi
Gunung Halimun, Tasikmalaya, Garut, Jember,
Ciamis dan dari Pusat Rehabilitasi IAR Gunung
Salak Bogor. Material DNA adalah berupa
darah (3), rambut (13) dan jaringan (7).

Ekstraksi DNA dan Amplifikasi

Ekstraksi DNA total dilakukan dengan
menggunakan kit dan metode phenol
chloroform. Penggunaan kit adalah pada
sampel darah dan jaringan (Qiagen Kit, QlAamp
DNA Stool Mini Kit) dengan tahapan sesuai
prosedur. Ekstraksi pada sampel rambut
menggunakan metode phenol chloroform dengan
penambahan proteinase K (PK) karena folikel
rambut mengandung protein tinggi. DNA yang
dihasilkan dilarutkan dengan TE buffer dan
disimpan sampai digunakan.

Amplifikasi daerah kontrol (D-loop)
mitokondrial DNA (mtDNA) melalui PCR
menggunakan primer spesifik yang didesain
berdasarkan sekuen Control Region Nycticebus
coucang pada GeneBank NCBI dengan assesion
No. AY687890.1. Primer forward (CRKKF) 5'-
CACCTCCAATAGCCCACTCG-3 dan primer
reverse (CRKKR) 5- GGAGGTACACGTTAGGC
TAAGGC-3' dengan target panjang sekuen 350
bp. Polymerase Chain Reaction dibentuk dalam
30 uL menggunakan PCR mix KAPA (KK5701
KAPA2G Robust HotStart ReadyMix). Mix PCR
mengandung 17 uL KAPA, masing-masing 1,8
uL primer, template DNA 1-2 uL dan ditambah
MQ sampai mencapai volume 30 uL. Kondisi
PCR adalah sebagai berikut: predenaturasi
94%»C selama tiga menit; denaturasi 94%*C
selama 45 detik, penempelan primer (annealing)
65%1C selama 45 detik, perpanjangan
(elongation) 72%*C selama satu menit 20 detik
sebanyak 35 siklus dan perpanjangan akhir
728*C selama 10 menit. Sekuen nukleotida hasil
amplifikasi dilakukan di Firstbase Company,
Singapore menggunakan forward and reverse
primer. Skema posisi D-loop yang teramplifikasi
disajikan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Skema posisi D-loop teramplifikasi menggunakan spesifik primer F dan R

Analisis Data

Semua data sekuen sebelum dianalisis
dilakukan blast (similarity) dengan data
BankGene N. javanicus pada NCBI program
untuk mengetahui hasil sekuen individu
penelitian adalah pada spesies atau genus yang
sama dan tidak terjadi kontaminasi pada sampel
penelitian. D-loop merupakan daerah dengan
laju mutasi tinggi, sehingga dimungkinkan
muncul heteroplasmi dalam sel sampel
penelitian (Krings et al., 1997). Sekuen
nukleotidagen COI diedit menggunakan BioEdit
software (Hall 1999) kemudian dijajarkan
(aligned) menggunakan program Clustal X
(Larkin et al., 2007). Analisis data
menggunakan Program MEGA version 6.0
(Tamura et al., 2013). Parameter analisis
adalah jarak genetik, variasi situs dan haplotipe
yang terbentuk menggunakan model kimura-
two parameter.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Jarak Genetik

Dari analisis sekuensing terhadap 23 sampel
kukang jawa diperoleh panjang sekuen
nukleotida masing-masing sampel sekitar 296
pasangan basa dari daerah kontrol (D-loop)
mtDNA. Hasil analisis data menggunakan
program MEGA 6.0 dengan metode Kimura-two
parameter model menunjukkan hanya terdapat
lima situs yang berbeda pada panjang sekuen
tersebut dan membentuk sebanyak enam
haplotipe yang membedakan antar individu—
individu sampel penelitian kukang jawa. Daerah
pembacaan urutan nukleotida hasil sequencing
daerah HV | (D-loop mtDNA) karena daerah HV
I berada di antara 15971-16414 pada manusia
(Maksum, 2008; Handtet al., 1998), sedangkan
pada penelitian ini urutan nukleotida adalah
pada posisi 15420-16130. Daerah HV |
merupakan daerah yang menunjukkan tingkat
polimorfis yang tinggi. Tingkat polimorfisme
yang tinggi pada daerah HV | menjadi salah satu
penyebab penelitian terhadap daerah ini terus
berkembang sampai saat ini.

Dalam penelitian ini jarak genetik menjadi
salah satu data utama untuk melihat variasi
genetik antar individu pada masing-masing
populasi N. javanicus di Pulau Jawa, di samping
itu juga digunakan untuk melihat kedekatan
hubungan genetik antar populasi. Peng-
hitungan jarak genetik menunjukkan variasi
yang rendah pada populasi kukang jawa yaitu
d= 0,003 + 0,001 (0,3%), dengan kisaran jarak
genetik antar individu 0,000 sampai dengan
0,014 (Tabel 1). Jarak genetik antar populasi
akan mengukur laju substitusi nukleotida antar
dua haplotipe yang berasal dari populasi yang
berbeda (Wandia, 2009). Dari analisis
perhitungan jarak genetik tersebut
menunjukkan jarak genetik tertinggi
ditemukan antara kukang berasal dari Garut
(Grtl) dengan kukang di pusat rehabilitasi IAR
(1AR7) yaitud = 0,014 £ 0,007 (Tabel 1). Kukang
di pusat rehabilitasi IAR adalah kukang jawa
yang tidak diketahui asal usulnya. Sekitar
42,69% dari data sekuen pada sampel penelitian
menunjukkan tidak ada perbedaan basa
nukleotida antar individu sepanjang 296 bp
(d=0), persentase tersebut menunjukkan
homologi tinggi atau populasi monomorf pada
individu-individu tersebut. Kesamaan genetik
berdasarkan nukleotida tersebut berasal dari
populasi yang berbeda yaitu Gunung Halimun,
Tasikmalaya, Ciamis, Garut, Jember, dan
individu yang berasal dari pusat rehabilitasi
(IAR). Hasil ini mengindikasikan bahwa
populasi kukang jawa yang tersebar di Jawa
Barat cendrung terjadi penurunan kualitas
secara genetik yang menuju populasi bottleneck.
Hal ini diperkuat dengan menggunakan analisis
pada daerah control region (D-loop), karena
bagian sekuen daerah tersebut dikenal
hipervariable atau mengalami mutasi basa tinggi
baik subtitusi, delesi ataupun insersi basa,
sehingga banyak digunakan untuk melihat
tingkat keragaman intra species. Daerah
kontrol (D-loop) diketahui pada hewan
vertebrata merupakan bagian paling cepat
berkembang dari genom mitokondria lainnya,
sehingga daerah tersebut lebih tepat digunakan
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untuk menguji taxon yang berhubungan dekat
(Sacconeetal., 1987; Foranetal., 1988). Pada
manusia daerah ini mengalami substitusi basa
tinggi diperkirakan antara 2,8-5,0 kali lebih
cepat dari daerah mtDNA lainnya, sedangkan
pada bovine substitusi nukleotida pada D-loop
adalah 10 kali lebih besar dari genom mtDNA
lainnya, sehingga tepat digunakan untuk studi
dari variabilitas dan philogenetik yang
berhubungan dekat dalam spesies (Ishidaet al.,
1994; Cannetal., 1984; Aquadro dan Greenberg,
1983). Jarak genetik sekitar 0,3% pada populasi
kukang jawa menunjukkan bahwa spesies
tersebut memiliki tingkat keragaman lebih
rendah dibandingkan dengan spesies kukang
lainnya yang terdapat di Indonesia, yaitu nilai
jarak genetik pada populasi kukang sumatera
N. coucang d =0,013+0,003 (1,3%), dan populasi
kukang kalimantan N. menagensis d =
0,018+0,005 (1,8%) (Wirdateti et al., 2016). Hasil
ini didukung dengan penetapan kukang jawa
sebagai spesies critically endangered di dalam
IUCN (Nekaris et al., 2013). Dibandingkan
dengan primata lain nilai jarak genetik kukang
lebih rendah dari jarak genetik pada Tarsius sp
dengan penanda sama (D-Loop) yaitu 2,3%
(Widayanti dan Solihin, 2007), demikian juga
dibandingkan dengan Hylobates moloch (owa
jawa) sebesar 1,3% (Andayani et al., 2001), Pongo
pygmaeus (orang utan) kisaran 0,29%-3,87%
(Prasetyo dan Gardjito, 2007).

Nilai jarak genetik juga menunjukkan
tingkat kedekatan antar individu. Semakin kecil
nilai jarak genetik menunjukkan semakin dekat
jarak kekerabatannya (Yuriadi et al., 2014) dan
jarak genetik rendah juga mengindikasikan
penurunan keragaman genetik. Menurut Nei
dan Kumar (2000), dua individu atau lebih
dikatakan memiliki kedekatan genetik dalam
satu spesies bila jarak genetik yang diperoleh
tidak lebih dari 10%. Berdasarkan pendapat
tesebut, maka dapat diasumsikan bahwa
populasi N. javanicus saat ini mengalami
degradasi menuju populasi bottle neck.
Tingginya kesamaan genetik atau nukleotida
pada populasi N. javanicus menunjukkan bahwa
sudah terjadi penurunan keragaman genetik
yang diakibatkan oleh tekanan in breeding
sehingga berkurangnya ukuran populasi efektif,
tingginya tingkat perburuan kukang untuk
diperdagangkan, fragmentasi habitat, bencana,
dan rusaknya habitat serta hilangnya habitat.
Penurunan tingkat keragaman juga
memungkinkan terbentuknya populasi
monomorfyang menyebabkan kepunahan suatu
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spesies (Wirdateti, 1999). Ukuran populasi kecil
memungkinkan terjadinya in breeding dan
hanyutan gen yang mengarah terfiksasinya alel-
alel tertentu sehingga populasi akan menjadi
monomorf atau homozygote (Mackinnon, 1987;
Lietal., 1991).

Haplotipe

Pada jajaran sekuen D-loop sepanjang 296
bp hanya terdapat lima situs basa bervariasi
yang membentuk enam haplotipe (Tabel 2.).
Haplotipe terbentuk dari variasi situs
menunjukkan keragaman genetik serta penanda
dari setiap individu, populasi atau spesies yang
didasarkan atas polimorfisme urutan nukleotida
(Agung, 2010). Untuk melihat polimorfisme
nukleotida pada fragmen D-loop N. javanicus
digunakan variasi situs (variable site), situs
tersebut menunjukkan posisi perubahan basa
nukleotida yang dapat menggambarkan tingkat
keragaman yang tinggi atau rendah.

Rendahnya variasi nukelotida pada
penelitian ini menunjukkan rendahnya
keragaman genetik pada populasi kukang jawa.
Sebaran enam haplotipe yaitu haplotipe A, B,
C, D, E, dan F yang menunjukkan perbedaan
di dalam spesies didominasi oleh haplotipe A
sebanyak 15 individu berasal dari populasi
Gunung Halimun tiga individu, Tasikmalaya
lima individu, Ciamis, Garut, dan Jember
masing-masing satu individu dan dari pusat
rehabilitasi IAR sebanyak empat individu.
Haplotipe B sebanyak empat individu yaitu
masing-masingnya dua sampel dari
Tasikmalaya dan Ciamis; haplotipe C, D, E dan
F masing-masingnya satu sampel dari Ciamis,
Jember, Garut, dan Pusat Rehabilitasi 1AR.
Perbedaan nukelotida antara enam haplotipe
tersebut sangat kecil yaitu antara 1-3 nukleotida.
Jumlah haplotipe dengan pola yang beragam
memberikan pengaruh pada keragaman genetik
dalam suatu populasi. Analisis posisi yang sama
pada D-loop dari spesies N. bengalensis dan N.
pygmaeus memberikan sembilan haplotipe
untuk 21 sampel N. bengalensis dan 10 haplotipe
dari 119 sampel N. pygmaeus (Pan et al., 2007).
Semakin beragam tipe komposisi haplotipe
maka tingkat keragaman genetik pada satu
populasi akan semakin tinggi dan begitu juga
sebaliknya (Akbar et al., 2014). Apabila dilihat
dari komposisi sampel yang digunakan di dalam
penelitian maka populasi Gunung Halimun dan
Tasikmalaya menunjukkan populasi yang
rentan menjadi punah karena hampir semua
sampel memiliki nukleotida yang sama. Tetapi
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Tabel 2. Sebaran haplotipe pada 23 sampel kukang jawa yang diteliti

Haplotipe Situs n Lokasi

Haplotipe A C T G C A 15 Hal, Tsk, Cms, IAR,
Grt, Jember

Haplotipe B : A 4 Tsk, Cms

Haplotipe C A . . 1 Cms

Haplotipe D . . . C 1 Jember

Haplotipe E : : A A : 1 Grt

Haplotipe F A A : : 1 IAR

Keterangan: Hal= Gunung Halimun; Tsk= Tasilmalaya; Cms= Ciamis; Grt= Garut;
Jember= Jember; IAR= Rehabilitasi IAR Gunung Salak Bogor

penelitian dengan menggunakan D-loop pada
genus Nycticebus atau antar spesies
memberikan 75 situs bervariasi dengan panjang
sekuen 390 bp (Chen et al., 2006), nilai tersebut
sangat jauh berbeda dengan hasil penelitian ini.

SIMPULAN

Berdasarkan penghitungan jarak genetik dan
haplotipe yang terbentuk menunjukkan bahwa
variasi genetik pada populasi kukang jawa
sangat rendah yaitu hanya terdapat lima situs
yang berbeda di antara individu (0,3%) dengan
jarak genetik (d=0,003+0,001). Rendahnya jarak
genetik mengindikasikan terjadi penurunan
keragaman genetik pada spesies N. javanicus
yang ditunjukkan populasi monomorf sebanyak
42,69% (d=0). Penurunan keragaman geneik
tersebut hampir diseluruh lokasi pesebaran
kukang jawa di Jawa Barat. Dengan demikian
perlu penanganan konservasi serius terhadap
populasi kukang jawa saat ini.

SARAN

Untuk mendapatkan hasil yang lebih baik,
perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan
penambahan panjang sekuen pada daerah D-loop
(Central Region) terutama pada lokasi
hypervariable (mutasi tinggi) dan juga perlu
dilakukan analisis pada daerah Conserve seperti
Cytochrome-b dan COI serta penambahan
sampel pada masing-masing wilayah pesebaran
N. Javanicus.
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