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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keragaman gen hormon
pertumbuhan (GH) dengan enzim Mbol/ pada itik Sikumbang Janti dengan
menggunakan penciri PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism). Penelitian ini menggunakan sebanyak 50 sampel
darah itik Sikumbang Janti. Sampel darah itik Sikumbang Janti diambil melalui
vena achilaris sebanyak + 1 ml. DNA sampel darah diisolasi menggunakan
protocol Genomik DNA Purification Kit (Promega). DNA total diamplifikasi
menggunakan sepasang primer F : 5°-CTG GAG CAG GCA GGA AAA TT-3°
dan R: 5’-TCC AGG GAC AGT GAC TCA AC-3’ yang menghasilkan fragmen
exon 1 gen GH dengan panjang 801 bp. Produk amplifikasi direstriksi dengan
menggunakan Mbo/l yang mengenali situs pemotongan GAAGA (N/8)| . Dari 46
sampel hasil restriksi diperoleh dua posisi keragaman. Pada posisi 618 bp dengan
genotip yaitu genotip heterozigot (+/-) yang terdiri dari 3 pita (266 bp, 535 bp dan
801 bp), genotip homozigot (+/+) yang terdiri dari 3 pita ( 109 bp, 266 bp, 426 bp)
dan genotip homozigot (-/-) yang terdiri dari 1 pita ( 801) dan terdapat dua tipe
alel, yaitu GH-MbolI (+) sebesar 0,79 dan (-) sebesar 0,21. Sedangkan pada posisi
727 bp memiliki genotip yaitu genotip heterozigot (+/+) yang terdiri dari 3 pita
(109 bp, 266 bp, 426 bp), dan genotip homozigot (-/-) yang terdiri dari 3 pita (266
bp, 535 bp dan 801 bp) dan terdapat dua tipe alel, yaitu frekuensi alel (+) sebesar
0,61 dan frekuensi alel (-) sebesar 0,39. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa gen GH-Mbo/l memiliki keragamanan yang tinggi serta menunjukkan
adanya keseimbangan atau tidak menyimpang dari keseimbangan Hardy
Weinberg pada posisi keragaman 618 bp dan pada posisi 727 dalami
ketidakseimbangan Hardy Weinberg.

Kata Kunci :Itik Sikumbang Janti, gen GH ( hormon pertumbuhan), enzim Mbol/.
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L. PENDAHULUAN

1.1.  Latar Belakang

Beternak itik telah dilakukan sejak lama oleh masyarakat di Sumatera
Barat. Itik merupakan sumber mata pencaharian keluarga. Biasanya, mereka
memelihara itik dengan sistem gembala. Setiap pagi hingga sore peternak
mengembalakan itik di sawah- sawah untuk mendapatkan gabah- gabah yang
tercecer sebagai sumber pakan. Sistem pemeliharaannya memang masih sangat
sederhana. Namun, dari telur dan daging yang dihasilkan oleh itik peliharaannya,
para peternak di pedesaan mampu memenuhi kebutuhan hidup keluargannya. Itik
telah menjadi salah satu pilihan usaha penyedia telur dan daging sehingga dapat
dijadikan ternak andalan.

Ternak itik merupakan salah satu jenis ternak unggas penghasil telur dan
daging yang potensial. Populasi ternak itik tersebar diseluruh pelosok Nusantara
mulai dari daerah perkotaan sampai pedesaan. Daging dan telur itik cukup
digemari oleh masyarakat Indonesia. Menurut Bharoto (2001) jenis-jenis itik di
Indonesia adalah itik Tegal, itik Mojosari, itik Alabio, itik Manila (entok), dan itik
Bali. Penamaan dan pengelompokan jenis-jenis itik tersebut berdasarkan nama
daerah tempat itik berkembang. Di Sumatera Barat itik lokal yang berkembang
adalah itik Pitalah, itik Kamang, dan itik Bayang. Harahap, Arbi, Tami, Azhari
dan Bandaro (1980) menyatakan bahwa dilihat dari fenotip itik yang dipelihara di
Sumatera Barat seperti itik di pulau Jawa yang berdarah Indian Runner.

Menurut Dirtjen Peternakan (2013) populasi itik di Sumatera Barat terus
meningkat dengan tingkat pertumbuhan itik 7%, populasi sementara mencapai

1.201.892 ekor pada tahun 2012. Sumbangan produksi daging itik pada tahun



tersebut mencapai 703 ton pertahun atau 3% dari produksi daging unggas
nasional. Kelebihan ternak itik dibandingkan unggas lainnya adalah harga
produknya lebih mahal, lebih stabil dan lebih tahan terhadap penyakit sehingga
resiko pemeliharaannya tidak banyak.

Itik merupakan sumber daya genetik yang tinggi keanekaragamannya, baik
dalam hal jenis maupun potensi produksinya. Ternak itik juga mempunyai potensi
untuk dikembangkan karena memilki daya adaptasi yang cukup baik. Itik
memiliki banyak kelebihan dibandingkan ternak unggas lainnya, diantaranya
adalah ternak itik lebih tahan terhadap penyakit. Selain itu, itik memilki efisiensi
dalam mengubah pakan menjadi daging yang baik (Akhdiarto, 2002). Salah satu
itik lokal di Sumatera Barat adalah itik Sikumbang Janti. Itik Sikumbang Janti
merupakan itik petelur lokal, itik ini berasal dari kota payakumbuh khususnya di
Kenagarian Koto Baru Payobasuang.

Keragaman genetik sangat diperlukan dalam upaya pemuliaan ternak,
karena dengan diketahuinya keragaman genetik ternak dimungkinkan untuk
membentuk bangsa ternak baru melalui seleksi dan sistem perkawinan (Tixier-
Boichard et.al. 2009). Ismoyowanti dan Purwantini (2010) menyatakan bahwa
identifikasi dan karakterisasi populasi itik lokal sangat penting dilakukan untuk
identifikasi plasma nutfah dan pengembangan program pemuliaan.

Gen-gen yang diduga memiliki pengaruh pada pertumbuhan ternak
diantaranya adalah Gen Growth Hormone (GH), GHR, GHRL, dan IGF1 telah
digunakan sebagai gen kandidat dalam mencari keterkaitan antara genotipe

dengan fenotipe pada ternak (Yoon, ef al.,1990).



Berdasarkan pemaparan diatas, maka dilakukan penelitian ini mengenai
“Keragaman Genetik Gen Hormon Pertumbuhan (GH|Mboll) pada Itk
Sikumbang Janti Menggunakan Penciri PCR-RFLP”

1.2. Rumusan Masalah

Apakah terdapat keragaman genetik gen hormon pertumbuhan (GH) pada
Itik Sikumbang Janti yang di uji dengan enzim Mboll menggunakan penciri PCR-
RFLP.
1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui keragaman gen hormon
pertumbuhan (GH) dengan enzim Mbol/ menggunakan penciri PCR-RFLP.
1.4. Manfaat Penelitian

Diharapkan penelitian ini dapat menjadi acuan untuk informasi dasar seleksi
ternak itik Sikumbang Janti melalui seleksi menggunakan marka (Marker Assisted
Selection atau MAS).
1.5. Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah adanya keragaman gen hormon
pertumbuhan (GH) pada itik Sikumbang Janti yang di uji dengan enzim Mboll

menggunakan Penciri PCR-RFLP.



II. TINJAUAN PUSTAKA
2.1. Tinjauan Umum dan Karakteristik Itik Sikumbang Janti

Menurut Winter dan Funk (1960) dalam Srigandono (1986) ternak itik
memiliki tanda- tanda khusus. Tanda- tanda khusus dimiliki adalah

1. Itik memiliki kaki (tarsus) yang relative pendek untuk ukuran badannya.
Ketiga jari yang terletak dibagian anterior dihubungkan oleh selaput
yang memungkinkan itik dapat bergerak cepat didalam air.

2. Paruh itik dilapisi selaput lembut yang peka. Sedangkan pada bagian
ujungnya terdapat suatu processus yang mengeras yang dilapisi oleh zat
tanduk. Dibagian dalam paruh terdapat lamella yang berfungsi sebagai
penyaring makanan.

3. Bulu itik berbentuk konkaf yang merapat erat kepermukaan badan.
Karena itik memiliki kelenjer minyak vang relative besar, bulu- bulu
itik senantiasa berminyak. Dengan bantuan minyak tersebut maka dapat
dicegah masuknya air, hingga air tidak dapat mencapai permukaan
kulit.

4. Bagian badan itik yang dapat dimakan relatif lebih kecil bila
dibandingkan dengan ayam, dagingnya berwarna lebih gelap sehingga
sering digolongkan ke dalam “darkmear”

Itik Sikumbang Janti merupakan itik petelur lokal, itik ini berasal dari kota
payakumbuh khususnya di Kenagarian Koto Baru Payobasuang. Ciri-ciri itik
Sikumbang Janti antara lain (Fricillya, 2014) (1) warna bulu putih keabu-abuan,
pada jantan dewasa memiliki tanda abu-abu gelap pada bagian atas kepala

sedangkan pada betina hanya putih polos, sehingga dapat dengan mudah




membedakan mana yang jantan, (2) warna paruh dan ceker coklat tua untuk Jantan
dan betina, (3) pada bagian ujung sayap terdapat bulu-bulu berwarna biru
kehitaman yang merupakan ciri khas dari itik Sikumbang Janti, (4) warna
kerabang telur biru terang, (5) bobot badan betina yang telah bertelur antara 1,23-
1,37 kg , (6) produksi telur 190-210 butir/tahun ekor.

2.2 Gen Hormon Pertumbuhan (Growth Hormone)

Gen merupakan bagian segmen DNA termasuk semua nukleotida yang
ditranskripsi ke dalam mRNA yang akan ditranslasi menjadi protein (Brown,
1999; Muladno, 2002). Gen GH merupakan kandidat gen dalam pengaturan
produksi susu, karkas, dan respon imun (Ge ef /., 2003). Hormon pertumbuhan
mempengaruhi banyak proses fisiologis di dalam jaringan dan organ tubuh. Selain
itu, aksi biologis hormon pertumbuhan selama pertumbuhan akan berpengaruh
secara fisiologis pada pengeluaran dan sintesis protein, pengambilan asam amino,
glukosa, dan efisiensi penggunaan asam amino (Bauman and Vernon, 1993).
Growth Hormone (GH) adalah hormon polipeptida dari pituitary yang memainkan
peran sentral pada pertumbuhan hewan dan metabolisme (Harvey et al., 1995).
Reis et al. (2001) menyatakan salah satu faktor genetik yang berperan dalam
pertumbuhan suatu individu adalah gen GH (growth hormone) atau lebih dikenal
dengan gen hormon pertumbuhan yang merupakan hormon peptida yang secara
alami dihasilkan oleh somatotropes, subclass dari sel hipofisa acidophilic yang
terletak dalam kelenjar hipofisa bagian depan yang mempunyai peranan paling
penting dalam pertumbuhan dan perkembangan sel hewan.

Efek metabolik GH diantaranya adalah meningkatkan sintesis protein,

meningkatkan penggunaan lemak sebagai sumber energi dan menurunkan



pemakaian glukosa (Guyton dan Hall, 1996). Frohman (1995) juga melaporkan
bahwa hormon pertumbuhan dapat meningkatkan mobilisasi asam lemak dari
Jaringan adiposa akibat meningkatnya proses lipolisis.

2.3 Keragaman Genetik

Keanekaragaman sifat genetik pada suatu organisme dikendalikan oleh
gen-gen yang terdapat di dalam kromosom yang dimilikinya. Kromosom tersebut
diperoleh dari kedua induknya melalui pewarisan sifat. Namun demikian, ekspresi
gen suatu organisme juga dipengaruhi oleh kondisi lingkungan tempat
hidupnya. Genotipe hewan merupakan sebuah pendekatan yang berguna untuk
menggambarkan prinsip-prinsip genetika dan penerapan langsung dalam hal
pewarisan sifat. Hukum Hardy-Weinberg menyatakan bahwa frekuensi genotipe
suatu populasi yang cukup besar akan selalu dalam keadaan seimbang bila tidak
ditemukan seleksi, migrasi, mutasi, dan genetic drift. Genetika dipandang dari
segi populasi, terutama frekuensi gen dengan efek vang diinginkan (Yuniarsih,
dkk., 2011).

Frekuensi gen merupakan istilah yang digunakan untuk menunjukkan
proporsi dari semua lokus untuk pasangan gen atau rangkaian alel ganda dalam
suatu populasi. Frekuensi gen dari perbedaan itu sangat beragam dilihat dari
bangsa dan antar galur. Frekuensi gen yang timbul dipengaruhi oleh seleksi,
mutasi gen, pencampuran dua populasi yang frekuensi gen berbeda, silang dalam
(inbreeding), silang luar (outbreeding) dan genetic drift (Yuniarsih, dkk., 201 1).
Ekspresi gen dapat mempengaruhi sifat yang muncul. Fenotip yang muncul dapat
dipengaruhi oleh variasi gen pada arah dan besar respon terhadap perubahan

lingkungan (Noor, 2008). Fenotip yang bersifat ekonomis merupakan sifat




kuantitatif yang dikontrol oleh banyak gen dan masing-masing gen memberikan
sedikit kontribusi pada sifat tersebut (Noor, 2008). Gen semacam ini disebut
dengan gen mayor yang terletak padalokus sifat kuantitatif atau quantitative traits
loci (QTL). Gen mayor yang dapat digunakan sebagai kandidat dalam program
Marker Assisted Selection (MAS) jika gen tersebut mempunyai fungsi dan
pengaruh biologis yang nyata terhadap sifat kuantitatif (Diyono, 2009).

Keragaman genetik dalam suatu populasi digunakan untuk mengetahui
dan melestarikan bangsa-bangsa dalam populasi terkait dengan penciri suatu
sifat khusus, serta menentukan hubungan antar subpopulasi yang
terfragmentasi dalam suatu spesies (Hartl dan Clark, 1997). Keragaman
genetik terdapat di dalam suatu individu bilamana ada dua alel untuk gen yang
sama terdapat perbedaan konfigurasi DNA yang menduduki lokus yang sama
pada suatu kromosom (Sufro,1994).
2.4  Penciri PCR-RFLP

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism
(PCR-RFLP) adalah suatu metode analisis lanjutan dari produk PCR. Metode
PCR memanfaatkan perbedaan pola pemotongan enzim restriksi atau enzim
pemotong yang berbeda-beda pada setiap mikroorganisme (Orita ef al., 1989). Li
and Graur (1991) menyatakan bahwa enzim pemotong yang dapat mengenal
sekuen DNA spesifik disebut recognition sequences dan biasanya memiliki
panjang empat sekuen basa atau lebih dan bersifat palindrome. Pada enzim
pemotong Mboll pemotongan terjadi di GAAGA (N/8). Metode PCR-RFLP
merupakan metode yang digunakan sebagai marker molekular karena spesifik

untuk setiap tunggal atau kombinasi dari enzim restriksi (Fanani, 2011), karena




sifatnya yang spesifik, maka enzim ini akan memotong situs tertentu yang
dikenali, proses ini menyebabkan terbentuknya fragmen-fragmen DNA yang
ukurannya berbeda dari suatu organisme ke organisme lainnya (Suryanto,
2003).

Meghen et al, (1995) menyatakan bahwa jumlah dan ukuran yang
dihasilkan oleh pemotongan DNA dengan enzim restriksi memiliki pola pita ada
tidaknya tempat restriksi. Apabila tidak terpotong ada indikasi terjadi mutasi pada
tempat tersebut sehingga tidak ada variasi pemotongan dan ekpresinya bersifat
kodominan. Nei dan Kumar (2000) menyatakan atas dasar terpotong tidaknya
fragmen DNA tersebut dapat divisualisasi melalui teknik elektroforesisi yang
hasilnya menunjukan ada tidaknya polimorfisme pada suatu individu. Enzim
restriksi adalah enzim yang bekerja untuk memotong fragmen DNA pada situs
spesifik (Sunatmo, 2009). Sekuen pengenalan atau situs pengenalan merupakan
sekuen DNA yang menjadi tempat menempelnya enzim restriksi dan melakukan
pemotongan pada sekuen tersebut (Pray, 2008). Setiap enzim mempunyai sekuens
pengenalan yang unik pada utas DNA, biasanya sepanjang 4-6 pasang basa
(Philips, 2010).

Pada sapi tempat polimorfisme untuk enzim pemotong AMspl terletak pada
intron 3 dengan posisi 1547 (Zhang et al., 1992 dan 1993). Sedangkan Lucy ef al.,
(1991) mendapatkan dua bentuk polimorfisme pada exon ke-5 dengan enzim
pemotong Alul yaitu terdapatnya subsitutusi citosine (C) menjadi guanine (G) yang
menyebabkan perubahan asam amino dari /eucine (I, kodon CTG) menjadi valine
(V, kodon GTG) pada residu 127. Unanian et al , (1994) dengan teknik PCR-RFLP

juga menemukan adanya polimorfisme gen bGH dengan menggunakan enzim




pemotong Haelll yang terletak pada exon ke-5 dan daerah flanking 3 “Selanjutnya
Zakizadeh et al., (2006) mendapatkan polismorfis fragmen bGH pada intron 3 dan
exon 5 dengan menggunakan enzim pemotong Mspl, Alul dan Ddel. Polimorfisme

ini terjadi pada sapi dengan menggunakan beberapa enzim pemotong.




IIL. MATERI DAN METODE PENELITIAN
3.1. Materi Penelitian

Materi penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah sampel darah
itik Sikumbang Janti sebanyak 50 ekor jantan yang berumur 8 minggu. Itik yang
digunakan adalah itik Sikumbang Janti yang dipelihara di UPT Fakultas
Peternakan Universitas Andalas.

Bahan dan alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagali
Berikut :

1. Pengambilan Sampel (Darah)

Bahan-bahan yang digunakan adalah sampel darah itik Sikumbang Janti,
alkohol 70 %, dan kapas. Alat-alat yang digunakan adalah Jjarum suntik
(Disposible Syringe, OneMed Health Care, PT. Osadha Graha Sejahtera,
Indonesia 3 ml), dan BD Vacutainer K2EDTA (K2E) 5.4 mg plus Blood
Collection Tubes.

2. Isolasi DNA

Bahan-bahan yang digunakan dalam isolasi DNA adalah sampel
darah, cell lysis, nuclei lysis, larutan protein precipitasi, isopropanol, ethanol
70%, DNA rehydration. Alat-alat yang digunakan adalah tabung microcentrifuse,
centrifuge, vortex, micro pipet, blue tip, micro tip, dan tisu steril.

3. Primer

Primer yang digunakan dalam penelitian fragmen gen GH adalah
sepasang primer F : 5’-CTG GAG CAG GCA GGA AAA TT-3’ dan R: 5°-TCC

AGG GAC AGT GAC TCA AC-3’ (Yurnalis, 2014).
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4. Amplifikasi Gen GH (Metode PCR)

Bahan yang digunakan dalam analisa PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) adalah sampel
DNA, water nuclease-free, master mix (Dream taq Green), pasangan
primer fragmen gen GH. Alat yang digunakan adalah satu set pipet mikro,
mesin ependorf mastercyle gradient, micro tip 10 ul, PCR tubes.

S. Retriksi Enzim (Mboll)

Bahan dan alat yang digunakan adalah hasil produk PCR, enzim
Mboll. Alat yang digunakan micro pipet, micro tip 10ul, waterbath.

6. Elektoforesis

Bahan yang digunakan adalah produk PCR setelah dilakukan
retriksi enzim, agarose 2%, marker 100 pb, TBE 1x (1 M Tris; 0,9 M Asam
Borat; 0,01 M EDTA pH 8,0), dan ethidium bromide. Alat yang digunakan
adalah  mikro tip pipet, mikro pipet 10 P Gilson, botol glas, gelas
ukur,stirrer, cetakan media agar, power supply electrophoresis, alat foto UV-
transiluminator, kacamata UV dan sarung tangﬁﬁ.

3.2. Metode Penelitian
3.2.1. Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimen di Laboratorium

Bioteknologi Ternak Fakultas Peternakan UNAND.
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3.2.2. Prosedur Penelitian
3.2.2.1 Pengambilan Sampel Darah
Sampel darah itik diambil +1ml melalui vena achilaris menggunakan
Jjarum suntik (Disposible Syringe), dimasukkan dalam tabung vaccutainer EDTA
dan disimpan pada suhu -20 °C
3.2.2.2 Isolasi DNA
Isolasi DNA dilakukan dari sampel darah menggunakan genomic DNA
purification kit dari Promega dengan prosedur sebagai berikut:
1. Disiapkan tabung microcentrifuge 2 ml yang di isi dengan cell lysis
sebanyak 300 pl
2. Dikocok tabung sampel darah, kemudian diambil sebanyak 50 pl, dan
dimasukkan ketabung yang telah berisi cel/ lysis, agar tercampur rata
tabung dibolak-balik sebanyak 5-6 kali
3. Kemudian diinkubasi selama 10 menit lalu dicampurkan sampel darah dan
cell lysis pada temperature ruang, sambil dibolak balik sebanyak 3 kali
kemudian disentrifuse pada kecepatan 14000 rpm selama 30 detik
4. Setelah disentrifuse buang supernatant hati-hati endapan jangan sampai
ikut terbuang
5. Selanjutnya ditambahkan kembali cell Ilysis sebanyak 300 ul, lalu
disentrifuse pada kecepatan 14000 rpm selama 30 detik. Kemudian
dibuang supernatant dan endapan yang tinggal di tabung selanjutnya
divortex selama 10-15 detik sehingga endapan tercampur rata
6. Setelah itu ditambahkan larutan nuclei lysis sebanyak 500 ul pada tabung

hasil cell lysis di lysis dengan menggunakan pipet larutan untuk memecah
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10.

11,

sel darah. Kemudian diinkubasi selama 1 jam dalam warerbath pada
temperature 37°C. Jika setelah diinkubasi masih terlihat gumpalan,
tambahkan 100 pl larutan nuclei lysis

Setelah diinkubasi ditambahkan larutan protein preciptasi sebanyak 200 pl
lalu divortex selama 20 detik, kemudian disentrifuse pada kecepatan 14000
rpm selama 3 menit. Selanjutnya pindahkan supernatant kedalam tabung
eppendorf baru yang berisi 300 pl Isopropanol

Dicampur ratakan larutan isopropanol dengan membolak-balik secara
perlahan tabung sampai terlihat benang-benang DNA, kemudian
disentrifuse pada kecepatan 14000 rpm selama 1 menit. Kemudian tabung
larutan yang berisi DNA akanterlihat sebagai pellet putih. Buang cairan
dan ditambahkan larutan ethanol 70% sebanyak 300 pl. Kemudian dibolak
balik tabung secara perlahan untuk mencuci pellet, kemudian disentrifuse
(14000 rpm) selama 1 menit

Buang cairan ethanol, balikan tabung diatas kertas tissue steril, lalu
didiamkan hingga kering selama + 20 menit,

Lalu ditambahkan larutan DNA rehydration sebanyak 100ul ke dalam
tabungsambil tabung di rypping sehingga pellet larut atau didiamkan pada
suhu 4°C semalam dan kemudian di simpan dalam freezer pada temperatur
-20°C.

Untuk melihat hasil, DNA yang telah di isolasi dilakukan elektroforesis

(Thermo Scientific) pada gel agarose 1 %.
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3.2.2.3 Amplifikasi Gen GH

DNA total hasil isolasi, selanjutnya diamplifikasi menggunakan sepasang
primer F : 5°-CTG GAG CAG GCA GGA AAA TT-3’ danR: 5°-TCC AGG GAC
AGT GAC TCA AC-3’ (Yurnalis, 2014).

Pereaksi amplifikasi PCR menggunakan Master Mix (Thermo Scientific)
dengan komposisi sebagai berikut:

a. sampel DNA sebanyak 2 ul,

b. master mix sebanyak 15 pl,

¢. campuran primer F dan R sebanyak 3ul dan
d. water nuclease-free sebanyak 10ul.

Amplifikasi invitro dilakukan dengan menggunakan mesin PCR
(Lppendorf  Mastercycler gradient) dengan program pradenaturasi pada
temperatur 95 °C selama 45 detik, annealing pada temperatur 60 °C selama 45
detik dan extensi 72 °C selama 1 menit dan extensi akhir 72 °C selama 5 menit
dengan 35 siklus.

Untuk melihat hasil amplifikasi gen GH, dielektroforesis menggunakan
agarose 1,5% yang diwarnai dengan pewarnaan ethidium bromide dan hasilnya di
amati dengan menggunakan UV transiluminator. Amplifikasi gen GH dikatakan
berhasil jika pada gel agarose terlihat pita-pita pada posisi/ukuran pada sumur
yang berisi sampel DNA produk PCR sesuai dengan target sepanjang 801 bp yang
dapat di tentukan dengan membandingkan posisi pita yang terbentuk dengan
posisi pita DNA ladder. Kemudian hasil elektroforesis didokumentasikan dengan

kamera.
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3.2.2.4 Restriksi Enzim Mboll

Setelah selesai proses PCR dilakukan restriksi enzim dengan
menggunakan enzim Mbo/l. Penentuan genotipe menggunakan pendekatan RFLP
dengan menggunakan produk PCR 15 ul lalu dimasukkan enzim Mbol/ 15 ul,
kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 4 jam. Produk pemotongan DNA
tersebut divisualisasikan pada gel agarose 2% dengan buffer 0,5 x TBE (Tris
Borat EDTA) yang diwarnai dengan ethidium bromide, dan dijalankan
menggunakan power supply electrophoresis pada tegangan 100 Volt. Hasil
elektroforesis diamati dengan bantuan sinar UV transiluminator. Pita-pita DNA
yang muncul dibandingkan dengan marker untuk diketahui panjang fragmennya
dan jumlah pita DNA dari setiap sampel dibandingkan untuk menentukan
genotipe pita DNA. Penentuan alel GHMbo// (+) dan GH|Mboll (-) ditunjukan
dengan jumlah dan ukuran besarnya fragmen yang terpotong.
3.2.3 Analisis Data

Analisis diskripsi untuk melihat keragaman sekuen GH dilakukan
menurut prosedur SNPstat (Sole et al, 2006) sebagai berikut :
a) Frekuensi genotip dihitung berdasarkan jumlah alel suatu genotif di bagi
dengan jumlah sampel:

X
fi= ZW: X1 = genotip yang diamati

b) Frekuensi alel dihitung dengan menjumlah semua alel dibagi dengan 2N

XX

2= SN A= alel yang diamati

¢) Keseimbangan Hardy-weinberg diuji dengan chi-square (?) (Hartl, 1988).
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Pengujian keseimbangan Hukum Hardy-Weinberg pada populasi itik
dilakukan dengan menggunakan uji chi-square untuk mengetahui apakah data

pengamatan diperoleh menyimpang atau tidak menyimpang dari yang diharapkan.

X2 =Z(OEE)2

Keterangan : X,? = chi-square

O = jumlah pengamatan genotipe ke-i
£’ = jumlah harapan genotip ke-i
3.2.4 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Ternak Fakultas

Peternakan Universitas Andalas Pada Tanggal 30 Maret — 16 Juni 2015.
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Isolasi DNA Total

Isolasi DNA Genomik dari darah itik dilakukan menggunakan protocol
Genomik DNA Purification Kit dari Promega yang telah dimodifikasi. Sampel
darah yang sudah di isolasi untuk mengetahui keberhasilan dari isolasi DNA
tersebut maka dilakukan elektroforesis seperti pada gambar 1 dibawah ini. Dari
hasil elektroforesis menunjukkan bahwa pita DNA yang diperoleh dari isolasi
darah menghasilkan pita DNA yang jelas dan bersih hal ini menunjukan kualitas
DNA yang dihasilkan baik. Langkah awal yang sangat menentukan dalam
keberhasilan penelitian molekuler yang berbasis pada DNA adalah kualitas
DNA ' yang diperoleh dari tahapan isolasi. Kemurnian dan kualitas DNA
yang diperoleh dari tahap ini akan sangat menentukan dalam penelitian-penelitian
biologi molekuler.

Tiga langkah utama dalam isolasi DNA adalah perusakan dinding sel atau
lisis, pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein, serta
pemurnian DNA (Surzycki, 2000). DNA yang diperoleh dari hasil isolasi darah
ada yang terlihat smear, hal ini menunjukkan bahwa metabolit — metabolit yang
terkandung di dalam darah tidak dapat dibersihkan secara sempurna pada proses
isolasi, sehingga tidak diperoleh DNA yang murni. Sedangkan pada hasil isolasi
darah yang terlihat jelas proses pemurnian DNA dapat terjadi lebih sempurna
sehingga dapat diperoleh DNA yang murni. Hal ini ditandai dengan pita DNA
yang jelas dan bersih. Menurut Peccia dan Hernandez (2006) bahwa pada
dasarnya prinsip dari isolasi DNA terdiri dari melisiskan sel dan memurnikan

asam nukleat (DNA). Pemurniaan DNA merupakan proses untuk memisahkan
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DNA dari lisat sel (protein, karbihidrat, lipid) dan kontaminan lain. Pada hasil
elektroforesis ini terdapat sumur (s/or) yang kosong atau tidak terdapat pita. Hal
ini disebabkan karena diduga pada waktu menginjeksi sampel keluar dari s/,
adanya kontaminasi sehingga DNA yang harus diambil supernatan ikut terbuang
dengan hasil sentrifugasi yang dibuang serta kesalahan dalam memasukan bahan
dan komposisinya. Hasil elektoforesis tersebut dilihat dengan transilluminator UV

dan dipotret pada Gambar 1.

M

Gambar 1. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA Nomor Sampel 1-35
Keterangan : M = marker

4.2 Amplifikasi Gen Hormon Pertumbuhan

Amplifikasi gen hormon pertumbuhan dari DNA total itik Sikumbang
Janti, menggunakan metode PCR dengan suhu annealing 60°C selama 3 jam
menggunakan pasangan primer F :5°-CTG GAG CAG GCA GGA AAA TT-3’
dan R: 5°-TCC AGG GAC AGT GAC TCA AC-3" (Yurnalis, 2014). Pada
elektroforesis hasil amplifikasi yang dilakukan, dengan menggunakan gel agarose
1.5 %, dari 50 sampel DNA gen GH itik Sikumbang Janti diperoleh hasil produk
PCR  sebanyak 46 slot blok gel (sumur). Sampel DNA yang tidak
teramplifikasi diduga karena terjadi mutasi dititik pemotongan basa DNA gen
GH yang menyebabkan perubahan dari basa DNA gen GH, sehingga pasangan

primer yang digunakan tidak dapat mengamplifikasi fragmen yang dikenali,
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tidak menempelnya primer pada DNA target selama proses annealing.
Ketidakberhasilan amplifikasi DNA ditandai dengan tidak terlihat pita DNA pada
saat dilakukan elektroforesis menggunakan gel agarose 1,5%. Hasil elektoforesis

dapat dilihat pada Gambar 2.

M 1 2 3 4 5 6 7

1000 bp

750 bp >

500 bp —

250 bp ___
Gambar 2. Elektroforesis hasil produk PCR Gen Hormon Pertumbuhan.
Keterangan : M = Marker, 1-7 = Sampel DNA

801 bp

Proses amplifikasi dinyatakan berhasil apabila dalam satu slot blok gel
(sumur) terlihat satu pita DNA atau satu fragmen yang berukuran sesuai dengan
yang diharapkan. Hal ini sesuai dengan pendapat Rojas er a/, (1993), bahwa
fragmen DNA dengan ukuran tersebut sesuai dengan ukuran yang diharapkan
dengan primer.Suatu primer dikatakan tidak spesifik, apabila dalam satu sumur
tersebut menghasilkan produk amplikasi lebih dari satu fragmen, atau panjang pita
DNA yang dihasilkan tidak sesuai dengan prediksi primer yang digunakan. Dari
gambar di atas bahwa hasil amplikasi gen GH dengan primer tersebut dapat
dinyatakan teramplikasi secara spesifik karena hanya terdapat satu pita DNA di
setiap sumur pada saat di lakukan elektroforesis. Keberhasilan amplifikasi gen GH
sangat ditentukan oleh kondisi penempelan primer pada DNA genom (gen target).
Berdasarkan pasangan primer yang digunakan sesuai dengan rancangan Yurnalis,
(2014) menunjukan hasil bahwa panjang produk PCR hasil amplikasi gen GH

adalah 801 bp yang terletak pada daerah exon 1.
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4.3  Keragaman Gen GH|Mboll

Keragaman gen hormon pertumbuhan diketahui dengan menentukan alel
dan genotip pada setiap individu melalui pendekatan PCR-RFLP menggunakan
enzim restriksi Mboll . Nei dan Kumar (2000) bahwa gen dikatakan polimorfik
apabila salah satu alelnya kurang dari 99 %. Bagian pada DNA yang dikenai aksi
pemotongan oleh enzim restriksi ini dinamakan sekuen pengenal. Enzim ini hanya
mengenali situs pemotongan, yaitu GAAGA (N/8). Dari hasil amplifikasi produk
PCR fragmen gen GH|Mbol/ yang dielektroforesis pada gel agarose 2% diperoleh
tiga macam fragmen, yaitu fragmen yang dapat dipotong dengan satu pemotongan
dikenal dengan (+/+), fragmen gabungan dengan dua pemotongan dikenal dengan
(+/-) dan tidak terpotong (--) dan 2 alel + dan -. Untuk menentukan alel
GH|Mboll (+) dan GH|Mbo/I (-) ditunjukkan dengan jumlah dan ukuran besarnya
fragmen yang terpotong lalu dicocokan dengan marker yang digunakan. Hasil
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa terjadi keragaman pada gen hormon
pertumbuhan dengan enzim Mbol/ karena terdapat perbedaan situs pemotong
dari hasil elektroforesis pada gel agarose 2% yang dapat dilihat pada Gambar 3.

Pada Itik Sikumbang Janti dengan menggunakan enzim Mbol/ terdapat 2
titik pemotongan pita DNA, pemotongan pertama dengan jumlah basa 266 bp, 535
bp dan 801 bp keragaman gen hormon pertumbuhan terjadi pada posisi 618 bp
kemudian pada pemotongan kedua dengan jumlah basa 109 bp, 266 bp dan 426 bp
keragaman gen hormon pertumbuhan terjadi pada posisi 727 bp. Pada posisi 618
bp mempunyai genotip +/- , +/+ dan -/- dan posisi 727 bp mempunyai genotip -/-

dan +/+ yang dapat dilihat pada Gambar 4.
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1 2 3 45 6 7 8 9 101112 M

801 bp 1000 bp
535 bp 750 bp
426 bp ——— 500 bp
266 bp 250 bp
109 bp ——

Gambar 3.Hasil Restriksi Fragmen Gen GH Menggunakan Enzim Mboll.

Posisi pemotongan enzim dapat dilihat pada gambar berikut ini -

301 aggtgtcccagtctggcttgtcagccctgttaactgtgggccagaccctgcctggagcag
361 gcaggaaaattaggagcactttctatctatgcggggaaattccaccatgtaaaagcactg
421 atctgatttggggtggctcttccatgatgataaaaccgttatttgcaataaacagcagaa
481 tatggagaaatcattcagtgctaatttcatccctaggcaaacatcctccccaacctttcc
541 atctatgtataaatgactacaattaggtagcaccattgcgaacacgtgtgcatttatgca
601 tggagaagatatagagaggttgttgtgatcatgaacacatatatacattttaaacagacc
661 ccctactatataaggggtgtctcaacagttgccattaccagcctagatgaaaggaagaaa
721 cattcactttcaagcaacatctgagcaactctccaggcagaaatggctccaggtactctt
781 ctttatttcagtttacgaggattgccaatgcggctacaggcagcattgtgtccaaagaag
841 ggcaataaagctggtgaagggtctagagaacaagtcttattaggagcagccgtgggcact
901 ggggttgtttagcttggagaaaaggtggctcaggagagaccttaccacaccctacaatta
961 ccttaaaggaggctgtagcaaggtggggatcaggctcttctcccaggtactaagtggtaa
102lgatgaggggaaatggcctcaagttgtgccaggggaggtttaggttggatattagaagaag
l081tttctttactgaaagggttgtgtggcactggaataggctgcccagggaagtggttgagtc
l14lactgtccctggaggtcatcatgaaacatgtagatgtagaagttagtaqtatgttttcatg

Gambar 4. Posisi Pemotongan Gen GH|Mbol/ menghasilkan fragmen 109 bp, 266
bp, 426 bp dan 535 bp.

4.4 Frekuensi Genotip dan Frekuensi Alel

Frekuensi alel yaitu frekuensi relatif dari suatu alel dalam populasi atau
jumlah suatu alel terhadap jumlah total alel dalam suatu populasi (Nei dan Kumar,
2000). Pemotongan produk PCR menggunakan enzim Mboll menghasilkan
fragmen dengan pola potongan yang beragam (polimorfik). Frekuensi genotip dan
frekuensi alel gen GH[Mboll pada Itik Sikumbang Janti dilihat dan dihitung
berdasarkan situs pemotongan enzim Mboll yang divisualisasikan dari hasil
elektroforesis pada gel agarose 2%. Polimorfisme atau keragaman dapat

ditunjukkan dengan adanya dua alel atau lebih dalam satu populasi. Hasil
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frekuensi alel dan genotip pada Itik Sikumbang Janti dapat dilihat pada tabel 1
dibawah ini.

Tabel 1. Hasil frekuensi alel dan genotip pada Itik Sikumbang Janti

Keragaman Frekuesi Genotip Frekuensi Alel X;®
Posisi
Pemotongan
(bp)
+/+ +/- -/- + -
618 0,61 0,37 0,02 0,79 0,21 0,728
727 0,61 0 0,39 0,61 0,39  39,249%*

Keterangan : X,%(0,728) < X,? (0,05) (tidak berbeda nyata) untuk posisi pemotongan
pada 618 bp.
X,%(39,249) > X 2 (0,01) (sangat berbeda nyata) untuk posisi
pemotongan pada 727 bp.

Dari hasil penelitian ini dapat dinyatakan bahwa itik Sikumbang Janti
memiliki dua posisi pemotongan pita DNA yaitu pada 618 bp dan 727 bp.
Keragaman pada posisi 618 mempunyai genotip GH|Mbo/l (+/+) dengan nilai
frekuensi genotip sebesar 0,61, serta genotip GH[Mboll (+/-) dengan nilai
frekuensi genotip sebesar 0,37 dan GHMboll (-/-) dengan nilai frekuensi
genotip sebesar 0,02. Demikian pula yang didapat pada frekuensi alel
GH[Mboll (+) lebih tinggi dengan frekuensi 0,79 dibandingkan dengan
frekuensi alel gen GH|Mboll (-) sebesar 0,21. Sedangkan keragaman untuk posisi
pemotongan 727 bp memiliki genotip GHMboll (+/+) dengan nilai frekuensi
genotip sebesar 0,61, dan genotip GHMbol/ (-/-) dengan nilai frekuensi
genotip sebesar 0,39. Dengan frekuensi alel GH|Mboll (+) lebih tinggi
dengan frekuensi 0,61 dibanding dengan frekuensi alel gen GH[Mboll (-) sebesar
0,39. Dari hasil analisa frekuensi alel dinyatakan bahwa terdapat keragaman yang

tinggi pada gen hormon pertumbuhan pada itik Sikumbang Janti yang direstriksi
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dengan enzim Mbol/ karena terdapat perbedaan panjang fragmen DNA. Sesuai
dengan pendapat Nei dan Kumar (2000) bahwa gen dikatakan polimorfik apabila
salah satu alelnya kurang dari 99 %.
4.5 Keseimbangan Hardy-Weinberg

Suatu populasi dinyatakan dalam keseimbangan Hardy-Weinberg, jika
frekuensi genotip (p?, 2pq dan q°) dan frekuensi alel (p dan q) konstan
dari generasi ke generasi, karena akibat penggabungan gamet yang terjadi secara
acak. Hasil Pengujian keseimbangan Hukum Hardy-Weinberg pada populasi
Itik Sikumbang Janti GH|Mbol/ dilakukan dengan menggunakan uji chi-
square untuk mengetahui apakah data pengamatan diperoleh menyimpang
atau tidak menyimpang dari yang diharapkan. Berdasarkan hasil penelitian
menunjukkan bahwa adanya keseimbangan Hukum Hardy Weinberg dimana
Xp? (0,728) < X,2(0,05) untuk posisi pemotongan pada 618 bp dan
Xn® (39,249) > X,2(0,01) untuk posisi pemotongan pada 727 bp menunjukkan
adanya penyimpangan atau dalam ketidakseimbangan Hardy Wienberg, dapat
dilihat pada Tabel 1. Pada posisi pemotongan 727 bp data diperoleh tidak
seimbang diduga karena sudah ada kegiatan seleksi yang dilakukan, tidak adanya
perkawinan secara acak, tidak terkontrolnya sistem perkawinan sehingga ada
peluang terjadinya seleksi,terjadi penyempitan pada populasi (bottleneck effect)

dan sudah terjadi migrasi.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN
S.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Terdapat keragaman gen GH|Mbol/ pada itik Sikumbang Janti dengan
dua posisi pemotongan yaitu 618 bp dan 727 bp.

2. Pada posisi pemotongan 618 bp, frekuensi alel dan frekuensi genotip
yaitu; frekuensi alel (+) sebesar 0,79, frekuensi alel (;) sebesar 0,21
dan genotip GH|Mbo/l (+/+) dengan nilai frekuensi genotip sebesar
0,61, serta genotip GH|Mbo/l (+/-) dengan nilai frekuensi genotip
sebesar 0,37 dan GH|Mboll (-/-) dengan nilai frekuensi genotip sebesar
0,02.

3. Pada posisi pemotongan 727 bp, frekuensi alel dan frekuensi genotip
yaitu; frekuensi alel (+) sebesar 0,61, frekuensi alel (-) sebesar 0,39
dan genotip GH|Mboll (+/+) dengan nilai frekuensi genotip sebesar
0,61, dan genotip GH|Mboll (-/-) dengan nilai frekuensi genotip
sebesar 0,39.

4. Pada posisi pemotongan 618 bp menunjukkan adanya keseimbangan atau
tidak menyimpang dari keseimbangan Hardy Weinberg dan pada posisi
pemotongan 727 bp menunjukan dalam ketidakseimbangan Hardy
Weinberg

5.2 Saran
Disarankan agar penelitian ini dilakukan pada populasi yang besar dan

dapat melanjutkan dengan mengaitkan pada pertambahan bobot badan.
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Lampiran 1.Sekuens Gen Hormon Pertumbuhan (GH) pada Anasplatyrhynchos
yang diakses di GenBank: AB158760.2

LOCUS AB158760 5218 bp DNA linear VRT 18-AUG-2010
DEFINITION Anasplatyrhynchos GH gene for growth hormone, complete
cds.

ACCESSION  AB158760

VERSION AB158760.2 GI:125490316
KEYWORDS 3
SOURCE Anasplatyrhynchos (mallard)

ORGANISM Anasplatyrhynchos
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Archelosauria; Archosauria; Dinosauria; Saurischia; Theropoda;
Coelurosauria; Aves; Neognathae; Galloanserae; Anseriformes;
Anatidae; Anas.
REFERENCE 1

AUTHORS Kansaku,N., Soma,A., Furukawa,S., Hiyama,G.,
Okabayashii,H.,
Guemene,D., Kuhnlein,U. and Zadworny, D.

TITLE Sequence of the domestic duck (Anasplatyrhynchos)
growth
hormone-encoding gene and genetic variation in the promoter region

JOURNAL Anim. Sci. J. 79, 163-170 (2008)
REFERENCE 2

AUTHORS Arai,N. and Iigo,M.

TITLE Duplicated growth hormone genes in a passerine bird,
the jungle
crow (Corvusmacrorhynchos)
JOURNAL Biochem.Biophys. Res. Commun. 397 (3), 553-558 (2010)

PUBMED 20595054

REFERENCE 3 (bases 1 to 5218)

AUTHORS Kansaku,N., Zadworny,D. and Guemene,D.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (08-JAN-2004) Contact:NorioKansakuBAzabu
University,

Animal Genetcs; Fuchinobe, Sagamihara 229-8501, Japan
COMMENT On Feb 8, 2007 this sequence version replaced
gi:46093578.
join(763..772,2273..2436,3137..3250,3614..3775,4912..5112)
1l cacagttcaatgcttgagctgttgcatgaggaaaaaatacattagacaataaaagcacct
61 gagaacaaatgtaagtaaaataatgcattggctgaaaatttgaatcaaaccgttacctca
121 aggaacagaaattgttatttaaaaaaaatcgacttgttcaaaatatcccttttgaatttt
181 tgaaatttttggtagcatgacagaagttatgtggcagaaatgtggttcacctggcaacat
241 ccacccagctctatccccactaacgataaatgqgaaaccacctcttttgctttatgtcag
301 aggtgtcccaqtctggcttgtcagccctgttaactgtgggccagaccctgcctggagcag
361 gcaggaaaattaggagcactttctatctatgcgqggaaattccaccatgtaaaagcactg
421 atctgatttgggqtggctcttccatgatgataaaaccgttatttgcaataaacagcagaa
481 tatggagaaatcattcagtgctaatttcatccctaggcaaacatcctecccaacctttec

541 atctatgtataaatgactacaattaggtagcaccattgcgaacacgtqtgcatttatgca
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601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

tggaqaagatatagagaggttgttgtgatcatgaacacatatatacattttaaacagacc
ccctactatataaggggtgtctcaacagttgccattaccagcctagatgaaaggaagaaa
cattcactttcaagcaacatctgagcaactctccaggcagaaatggctccaggtactctt
ctttatttcagtttacgagqattgccaatgcggctacaggcagcattqtgtccaaagaag
ggcaataaagctgqtgaagggtctagagaacaagtcttattaggagcagccgtgggcact
ggggttgtttagcttggagaaaaggtggctcaggagagaccttaccacaccctacaatta
ccttaaaggaggctgtagcaaggtggggatcaggctcttctcccagqtactaagtggtaa
gatgaggggaaatggcctcaagttgtgccaggggaggtttaggttggatattagaaqaag
tttctttactgaaagqgttgtgtggcactggaataggctgcccagggaagtggttgagtc
actgtccctggaggtcatcatgaaacatgtagatgtagaagttagtagtatgttttcatg
gtggacttgccagtatcaggttaaaggttggaccagatggtcttagtgqtctcttccaac
ctgaatgattctatgattctgattatgtgctttgggtgatggaatattatgataggatgg
tactgttgcctatatatgctcagtgcctgccccaaattaagatgtggcaacttaacaatc
aatgaaaaagaatggctttcccaacaqcatgacttttaaccatggattgacgcaggtatt
cattatgctaatgcaaatgcaaggggcatttaatgctacaggcaagggqcaaggagagqc
tggagaacaaqaagaaaagacatgcaagccagagcaggaataqttattactaacataaat
agtggcaggqatattaaaactcacattcaaggcttaagacaggqatcaggatgatgtcta
atqcccatatccaagtcctacaggctccagggcattcttccactgaaggqtgcttgtttg
agattaactttgtgtccatctgtacttacagagaccacttgtgtgagttagatgctaggc
gttaataacctttagacttgtcagggatcactqgattctacaqgtgtgtgccagagagca
gaagttctcagttacgacacaggtaatgcaatcgcttttcaccctagtgaaggcagacag
acagtttcatgtcagcagcatgatgtaaaacaaggctacagtgaactattcccagtccct
cccctggtactcaccatcccgtccgctcatgcatcatactccattcatgaagacaagact
gactgaaaaacatgagcgtgttaaggaacaacacaggqatgcactgcagttttcatggag
caacaatcattcttaaggcagaaaagcattqtttgtaacattgqgagcagcacaagcctc
gagggcacatccagcaaaaggggatggggtgtcactggagggctaagatcgtgcatgaac
acaaacaagacattctttagggttagcacaggcagaagaggccaggaagtaatatgcagg
tgccaccctcactgaaggacagttaacaccactcctctccactttgctgcagggtcgtgq
ttttctcctctcttcatcactgtgatcaccctgggattgcagtggccacaagaagctgcc
accttcccaqccatgcccctttccaacctgtttgccaacgctgtgctgagggctcagcac
ctccacctcctggccgcagagacgtacaaagagttcgtaagtqtacagcctccgggcatc
tcctcattaacctgatgttttcaggaccatatcacagcttcccacccagtccagttttct
agaaacagatgcatttcaactactggtgtctcctgtcagatcctgaggaggaaaaaggag
tcttaatgggacagaaccggcctctaccagcctgtctcctcctcacagctctctgcctcc
acccctgatcctcctcaqggccacagctgcccacacccaaacccaccacatacagccagc
tgcctcaaagagaaacccagtcctgagagctgtggggagcggcaggcattttgcaacttt
cctgtgacggtaacctatqgcacttgacttaaaactatccagcttctgctttggccaqga
gctcaaacaaggtgtctgctttggccagagctgttcaaqggagtcatctgcccctcagga
gaatgcaqtccgcgtqgtctgtgttcacctcagcactttggcttagtgaaagcaagacct
gtaggtccagcagctactgtqccaaccaacatgtgatttccagcttcctacctgccagtc
ctgtacagagacacacttcatgtctcacatttctttcttgaaaagagcaacctgtcagga
cagcctgaggaaagagtcagcgctcttctcccaqtacacggccaacaqatctgggtgatt

tgggatgtctccacaggaacgcagctatattccggaggaccagagacacaccaacaagaa
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3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161

ttcccaqgcattctgttactcagaaaccatcccaqctcccacagggaaggatgatgccca
gcagaaatcagtaagttgtctcccctggacaagcacaqaattctttcaaggaacagaggg
tttccatctgtgagcacttcagtgcttgctgaggtatcactcctctctccttttactatt
tacgcctgcatgcaaaagaaaagacacctttgggttagactataaatcatacccccaccc
caaagagagtaactgttgtcagaaaaggatgtatgtctgtctgatgctcctcagtcttta
acatttgctaaaggtgcagaagcagggqcacacccatgggtcacctctgggctgtttcag
aaggagcaagacacacaggtaacattacagaacacctcacctgcacacctttcacccect
tttttaatttcaggatatggagcttcttcggttttcactggttctcatccagtcctggct
gaccccagtgcaatacctaagcaaggtgtttacaaacaacctggtttttggcacctcaga
caqagtgtttgaaaaactaaaggacctagaagaagggatccaagctctgatgagggtaag
ttgcagtaggtagcatgattacggagtaacaatctcctaaacacagggcactgagctctc
agggtcttctacaggatccaaagaccatgagaagtctccccaccttccactccaaaaaac
attqgcatcctttgaactttgcttactttaacatagtcacatcacaacactccactqcac
acaattcatcactgqgagcatgagaaaacttgtaccagatgttaacagcactgccataac
ctgcataqcagcacaggccaggaagatcacaacagtctagactcagtctttacaaaccca
gcaccaaagaatactccattggttaaacttgctgttaaacctgatqtttgccctatctcc
cagaaaacactttaaagtgaagcaaattttgcagagttctgcattcctgacttccaagac
tcaagacattttataaaacaactcatataagtctgtgtactgatggaagcttatactctg
atgtttctctcttatattacatttaaattaacctagcacgcagacaactgacaqctggag
aatgttcttcagaaaqattacttttggctttgttattttaaatgacattacttattgtct
gtcaggatcccatcttagatttgctcagcatcaccacagctagagccccaagacctgtct
ccatgtgatgtcagtctggacgatgattttcatcatctagcacctaaataactacaaaag
tcaggcacagagagtaaacaaaqatcttctgtcctgactgtagtctgtagcatttccagg
ttttgctctccgtttqatataagtttgqgcaatgggaagcagtacacagtaaccaggtaa
tgatcactctttagccttttaacaccctqtttactgaacaaaaacggttccgttgaccga
atcagctggcaagcaaagcagggcaggaggagaggcggcctgcagctccagatgcacatg
gcttgggtctggcttcaagctctggtcactggaaaagcgtgaggaaagagagcgttactg
acccctcgcatgacctcctcctctccagtggctacggccggactctgcttccctgcccca
ctttttagagcccctggtgcgagctcagccccggccctttccctcctgcaggagctggag
gaccggagcccgcggggcccgcagctcctcaagcccacctacgacaagttcgacatccac
ctgcgcaacgaggacgccctgctgaagaactacggcctgctctcatgcttcaagaaggac
ctgcacaaggtggagacctacctgaaggtgatqaagtgccgccgcttcggagagagcaac
tgcaccatctgaggccgggacggccgccctccatcccggcccctcgccgcgggcctgccc

cgtcccctctcacgaaaatcgctctgccctggggagaataaacccgctaccgctgagcac
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Lampiran 2. Tabel Genotip

Genotip

727 bp

618 bp

+/+

No Sampel

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
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44

45

46

< ||

47

48

49

50

Jumlah

'
Qig]|<|<] |¢|<]:

o<

Keterangan

v

= Ada

= Tidak
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Lampiran 3. Analisis Data
* Mboll pada posisi pemotongan 618 bp

1. Frekuensi Genotip

X : S
i= N X1 = genotip yang di amati

1.1 Frekuensi Genotip (+/+)

fr == (0.61)

1.2 Frekuensi Genotip (+/-)

fi =S =1#

1.3 Frekuensi Genotip (-/-)

1
fi == 0,02

2. Frekuensi Alel

XX . .
L= oN L= alel yang di amati

2.1 Frekuensi Alel (+)

_2(+4) |, (+9)
f2= 2N 2N

_2(28) " (17) 56 N 17

T 2(46)  2(46) 92 92

73

92
=0,79
2.2 Frekuensi Alel (-)
ey o {44
f2 2N + 2N

2) (7)) 2 17
= 20406) T2(26) ~9z 92




19

92

=0,21

3. Keseimbangan Hardy-Weinberg

M=zw£“f
Genotip | Jumlah Pengamatan (O) | Jumlah yang diharapakan (E) | O-E
(+/+) 28 28,70 -0,7
(+/-) 17 13,08 3,92
(/=) 1 2,02 -1,02

Jumlah diharapkan (E) (+/+)= (+)* x n

=(0

,79)% x 46

=0,6241 x 46 = 28,70

Jumlah diharapkan (E) (+/-)= (+

X-)x2xn

=((0,79%0,21)x2 x 46

=0,1659 x 92 =15,26

Jumlah diharapkan (E)( -/-) =

(- xn

=(0,21)* x 46

=202

X*

_(28-2870)° | (17-1526)° (1 —2,02)

28,70

15,26 2,02

_(=07)* (1,74 (-1,02)2

28,70 15,

0,49

26 2,02

3,02 1,04

=2870 T 1526 ¥ 202




= 0,017 + 0,197 + 0,514
=0,728
Jadi, nilai X,,%(0,728) <y 2(5,991)
* Mboll untuk posisi pemotongan 727 bp

4. Frekuensi Genotip

x
fi= %—; X, = genotip yang di amati

4.1 Frekuensi Genotip (+/+)

fr =—=—=(0,61)

46

4.2 Frekuensi Genotip (+/-)

0

f1_46_0

4.3 Frekuensi Genotip (-/-)

fi= j: =0,39

5. Frekuensi Alel

X

fo= oN = alel yang di amati

5.1 Frekuensi Alel (+)

_2(+4) , (+0)
f2 2N 2N

_2(28)  (0) 56
T 2(46) " 2(46) 92

56

92
=0,61
5.2 Frekuensi Alel (-)

_2(=0) | (+2)
f2= o T o



218)  (0) 36
2(46) T 2(46) ~ 9z 10

36

92

=0,39

6. Keseimbangan Hardy-Weinberg

X2 = E(OIE—1 Ey)°
Genotip | Jumlah Pengamatan (O) | Jumlah yang diharapakan (E) | O-E
(+/+) 28 28,70 -0,7
(+/-) 0 21,88 -21,88
(-/-) 18 6,99 11,01

Jumlah diharapkan (E) (+/+)=(+)* x n

=(0,61)*x 46

=0,3721 x 46

=1L12

Jumlah diharapkan (E) (+/-)=(+ x-)x2 xn

=(0,61 x 0,39) x 2 x 46
=0,2379 x 92

=21,88

Jumlah diharapkan (E)( -/-) = (-*xn

=(0,39)" x 46

=6,99
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_(28-17,22)* (0-21,88)° (18- 6,99)°

X2
17,22 21,88 6,99

_(=0,7)? (-21,88)% (11,01)2
17,22 21,88 6,99

049 N 473,73+ 121,22
17,22 ' 21,88 6,99

= 0,028 + 21,88 + 17,341
= 39,249

Jadi, nilai X,,%(39,249) > y 2 (9,210)
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Lampiran 4. Primer3 Output

PRODUCT SIZE: 801, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
301 aggtgtcccagtctggcttgtcagccctgttaactgtgggccagaccctgcctggagcag

361 gcaggaaaattaggagcactttctatctatgcggggaaattccaccatgtaaaagcactg
421 atctgatttggggtggctcttccatgatgataaaaccqttatttgcaataaacagcagaa
481 tatggagaaatcattcagtgctaatttcatccctaggcaaacatcctccccaacctttcc
541 atctatgtataaatgactacaattaggtagcaccattgcgaacacgtgtgcatttatgca
601 tggagggggtatagagaggttgttgtgatcatgaacacatatatacattttaaacagacc
661 ccctactatataaggggtgtctcaacagttgccattaccagcctagatgaaaggggggaa
421 cattcactttcaagcaacatctgagcaactctccaggcagaaatgqctccaggtactctt
781 ctttatttcagtttacgaggattgccaatgcggctacaggcagcattgtgtccaaagaag
841 ggcaataaagctggtgaagggtctagagaacaagtcttattaggagcagccgtgggcact
901 ggggttgtttagcttggagaaaaggtggctcaggagagaccttaccacaccctacaatta

961 ccttaaaggaggctgtagcaaggtggggatcaggctcttctcccaggtactaagtqgtaa

1021 gatgaggggaaatggcctcaagttgtgccaggggaggtttaggttggatattagaagaag

1081 tttctttactgaaagggttgtgtggcactggaataggctgcccagggaagtggttgagtc

1141 actgtccctggaggtcatcatgaaacatgtagatgtagaagttagtagtatgttttcatg

39



Lampiran 5. Tabel Chi-square

VALUES OF CHI-SQUARE (ALPHA) OF THE CHI-SQUARE DISTRIBUTION
(CHI-SQUARE TABLE)

ol oo sy femrmcrc -
0 X2
OF | x2(.995) x2(.99) x2(.975) x2(.95) x2(.05) x2(.025) x2(.01) x2(.005)
..... g g S g S A
1] 0.000 0. 000 0.001 0.004 3.841 5.024 6.635 7.879
v | 0.010 0.020 0.051 0.103 5.991 7.378 9.210 10.597
3 0.072 0.115 0.216 0.352 7.815 9.348 11.345 12.838
4 0. 207 0.297 0.484 0.711 9.488 11.143 13.277 14.860
S 0.412 0.554 0.831 1.145 11.07 12.833 15.086 16.750
6 | 0.676 0.872 1.237 1.635 12.592 14.449 16.812 18.548
7 0.989 1.239 1.690 2.167 14.067 16.013 18.475  20.278
8 1.344 1.646 2.180 2.733  15.507 17.535 20.090  21.955
9 1.735 2.088 2.700 3.325 16.919 19.023 21.666  23.589
10 } 2.156 2.558 3.247 3.940 18.307 20.483 23.209 25.188
2 2.603 3.053 3.816 4.575 19.675 21.920 24.725 26.757
12 3.074 3.571 4.404 5.226 21.026  23.337 26.217 28. 300
13 3.565 4.107 5.009 5.892 22.362 24.736 27.688 29.819
14 4.075 4.660 5.629 6.571 23.685 26.119 29.141 31.319
15 4.601 5.229 6.262 7.261 24.996 27.488 30.57 32.801
16 5.142 5.812 6.908 7.962 26.296  28.845 32.000 34.267
7 5.697 6.408 7.564 8.672 27.587 30.191 33.409  35.718
18 6.265 7.015 8.231 9. 390 28. 869 31.526 24,805 37.156
19 6.844 7.633 8.907 10.117  30.144 32.852 36.191  38.582
20 7.434 8. 260 9.591 10.851 31.410 34.170 37.566 39.997
21 8.034 8.897 10.283 11.591 32.671  35.479  38.932 41.401
22 8.643 9.542 10.982 12.338 33.924 36.781 40.289 42.796
23 9.260 10.196 11.689 13.091 35.172 38.076 41.638 44.181
24 9.886 10.856 12.401 13.848 36.415 39.364  42.980 45.559
25 10.520 11.524 13.120 14.611 37.652 40.646  44.314  46.928
2 11.160 12.198 13.844  15.379 38.885 41.923 45.642  48.290
7 11.808 12.879 14.573 16.151 40.113 43.195 46.963 49.645
28 12.461 13.565 15.308 16.928  41.337 44.461 48.278 50.993
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29 { 13.121 14.256 16.047 17.708 42.557 45.722 49.588  52.336
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30 13.787 14.953 16.791 18.493 43.773 46.979 50. 892 53.672
31 14.458 15.655 17.539 19.281 44.985 48.232 52.191 55.003
32 15.134 16.362 18.291 20.072 46.194 49.480 53.486  56.328
33 15.815 17.074 19.047 20.867 47.400 50.725 54.776 57.648
34 16.501 17.789 19.806 21.664 48.602 51.966  56.061 58.964
35 17.192 18.509 20.569 22.465 49.802 53.203 57.342  60.275
40 20.707 22.164 24.433  26.509 55.758  59.342 63.691 66.766
50 27.991 29.707 32.357 34.764 67.505 71.420 76.154 79.490
60 35.534 37.485 40.482 43.188 79.082 83.298 88.379 91.952
70 43.275 45.442 48.758 51.739 90.531  95.023 100.425 104.215
80 51.172 53.540 57.153 60.391 101.879 106.629 112.329 116.321
90 59.196 61.754 65.647 69.126 113.145 118.136 124.116 128.299
100 67.328 70.065 74.222 77.929 124.342 129.561 135.807 140.169
110 75.550 78.458 82.867 86.792 135.480 140.917 147.414 151.948
120 83.852 86.923 91.573 95.705 146.567 152.211 158.950 163.648
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Lampiran 6. Hasil Isolasi DNA

M1 35

Sampel = 1-35

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
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Lampiran 7. Hasil Amplifikasi Produk PCR Gen Hormon Pertumbuhan

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp

1000 bp
750 bp
500 bp
—— 250 bp

801 bp

13 14 15 16 17 M 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 M 31 32

30 33 34




Lampiran 8.

a. Hasil Restriksi Fragmen Gen GH menggunakan Enzim Mbol/ pada 618

bp.

1 2 3 456 7 M 8 9 1011121314 15

801 bp
426 bp
266 bp
109 bp

+4+ +/+ /4 A+ -/~ H+ +H+ HAHAA+ A+

17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 M

1000 bp
801 bp 750 bp
535 bp 500 bp
109 bp

+/- +/- -+ -+ A A A

M 28 29 30 31 32 34 35 36 37 38

801 bp
1000 bp 535 bp
=0 oy 426 bp
500 bp 266 bp

+/- +/+ +/- +++H/+ +/- H+ -+ A+




39 40 41 42 43 44 M 4546 47 48 49 50

801 bp
535 bp
426 bp
266 bp
109 bp

+- - +- +- ++ et A A 4 -

b. Hasil Restriksi Fragmen Gen GH menggunakan Enzim Mboll pada 727

bp.

1 2 3 456 7 M 8 9 10111213 14 15

801 bp
426 bp
266 bp
109bp —
HH A+ A A - A A A A
16 17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 M
1000 bp
801 bp 750 bp
535 bp 500 bp
266 bp 250 bp
109 bp

-/~ -/- -[= H+ -l H+ A+ A+ A
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M 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

1000 bp 801 bp
750 bp 535 bp
500 bp 426 bp
250 bp 266 bp
109 bp
-~ +/M+ -/- +H++H+ -/~ +H+ [~ A+ H+
39 40 41 42 43 44 M 4546 47 48 49 50

801 bp

535 bp

426 bp

266 bp

109 bp

o[- - -/- /- +/+ ofe - [+ <fe f- /-
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