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SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM (SNP) EKSON 10 GEN
RESEPTOR HORMON PERTUMBUHAN PADA SAPI PESISIR
SUMATERA BARAT

Trisa Fitriana, dibawah bimbingan
Dr. Ir. Sarbaini Anwar MSc, dan Dr. Ir. Jaswandi MS
Program Studi Peternakan, Fakultas Peternakan
Universitas Andalas Padang, 2015

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keragaman sekuen ekson 10
gen reseptor hormon pertumbuhan (GHR) pada sapi Pesisir menggunakan
metoda single nucleotide polymorphism (SNP). Penelitian ini menggunakan
sampel darah yang berasal dari 50 ekor sapi Pesisir jantan berumur + 1,5 tahun
yang dipelihara di Kabupaten Pesisir Selatan. Sampel darah diambil melalui vena
Jugularis sebanyak +10 ml. DNA dari sampel darah diisolasi menggunakan
protocol Genomik DNA Purification Kit (Promega). DNA total kemudian
diamplifikasi menggunakan pasangan primer Forward 5’-GGT GTG ATG TTG
GGG TTA GC-3’ dan Reverse 5’-AGG TAC CAT CGC ACA TGT CA-3’ yang
menghasilkan fragmen ekson 10 gen GHR sepanjang 529 bp. Sekuensing produk
amplifikasi fragmen ekson 10 gen GHR dikirim ke 1% Base Singapure. Dari 50
sampel yang disekuensing 46 sampel diantaranya memiliki electropherogram
cukup bagus dan 4 sampel diantarnya dengan kualitas jelek. Untuk melihat
keragaman sekuen yang diperoleh, produk sekuensing dibandingkan dengan
sekuen Gordon er al (1983). Sekuen ekson 10 gen GHR ini memiliki tingkat
kesamaan dengan sekuen Gordon er al (1983) antara 96-100%. Hasil
perbandingan menunjukkan 27 sampel yang diuji masih memiliki urutan
nukleotida yang sama dengan frekuensi allel 58,70%, sisanya mengalami mutasi
transisi A—G pada posisi 229 sebanyak 1 sampel dengan frekuensi alel 2,17%,
mutasi tranversi G—C pada posisi 524 sebanyak 9 sampel dengan frekuensi alel
19,56% dan mengalami delesi A pada posisi 226 sebanyak 9 sampel dengan
frekuensi alel 19,56% . Hasil penelitian ini menunjukkan terdapat keragaman
nukleotida ekson 10 gen GHR.

Kata kunci : Sapi Pesisir, ekson 10 gen GHR, SNP
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I. PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Sapi lokal memiliki peran strategis dalam memajukan perekonomian,
membuka lapangan kerja, dan memenuhi kebutuhan protein hewani. Sapi lokal
juga berperan penting dalam sistem usaha tani dan telah dipelihara peternak secara
turun-temurun. Sifat-sifat unggul sapi lokal antara lain mampu beradaptasi dengan
baik terhadap pakan berkualitas rendah dan sistem pemeliharaan ekstensif
tradisional, serta tahan terhadap penyakit dan parasit (Adrial, 201 0).

Sapi Pesisir merupakan salah satu bangsa sapi lokal Indonesia yang
memiliki penampilan dengan bentuk dan ukuran tubuh paling kecil dibandingkan
dengan sapi lokal lainnya. seperti bangsa sapi Bali, sapi Peranakan Ongol (PO),
sapi Madura dan sapi Aceh. Sebagai sapi lokal, sapi Pesisir Sumatera Barat
memiliki beberapa keunggulan yaitu mampu bertahan hidup pada kondisi
lingkungan kurang baik dan memiliki efisiensi reproduksi yang tinggi (Sarbaini,
2004).

Sapi Pesisir sebagai suatu plasma nutfah Indonesia diduga telah
mengalami penurunan genetik yang disebabkan seleksi alami telah berjalan kearah
negatif, dimana ternak yang dipertahankan untuk dipelihara adalah ternak yang
berat tubuhnya lebih kecil, sedangkan ternak yang genetiknya lebih baik (tubuh
lebih besar) dijual untuk mendapat nilai jual yang lebih besar. Hal ini
menyebabkan terkurasnya sumber daya genetik sapi Pesisir dari tahun ke tahun,
sehingga ternak yang tersisa adalah ternak yang pertumbuhan lambat yang
tercermin dengan rendahnya bobot badan. Penelitian Saladin (1983) melaporkan

rata-rata berat badan sapi Pesisir jantan dewasa (umur 4-6 tahun) 294 kg




sedangkan penelitian Sarbaini (2004) melaporkan rata-rata berat badan jantan
dewasa 162 kg, jadi telah terjadi penurunan berat badan yang sangat besar selama
20 tahun terakhir. Untuk meningkatkan performa sapi Pesisir seleksi yang tepat
harus dilakukan, seleksi berdasarkan record ternak sulit dilakukan kerena record
produksi sapi Pesisir sulit diperoleh, dan juga akan membutuhkan waktu yang
lama dalam pelaksanaanya.

Teknologi terakhir telah memungkinkan untuk meningkatkan ketepatan
dan efesiensi seleksi melalui seleksi berbantuan gen (Gen Assisted Selection atau
GAS) atau seleksi berbantuan marka (Marker Assisted Selection atau MAS).
Namun demikian, penerapan dengan ménggunakan pendckatan MAS memerlukan
suatu identifikasi penciri gen kandidat yang dapat diperoleh melalui teknik
PCR-RFLP, PCR-SSCP, DGGE, maupun analisis sekuen (sequencing).

Hormon pertumbuhan (GH) adalah hormon polypeptide dari pituitary
yang memainkan peran sentral pada pertumbuhan hewan dan metabolisme. Untuk
bisa menimbulkan efeknya GH harus terikat pada reseptornya yaitu GHR. Organ
target utama GH adalah hati, dimana GH mengatur ekpresi beberapa gen,. Salah
satu gen yang diketahui sangat berperan dalam pertumbuhan seekor ternak sapi
adalah gen hormon pertumbuhan (growth hormone gene/bGH). Gen GH
dibutuhkan untuk pertumbuhan jaringan, metabolisme ternak, pengaturan
reproduksi, laktasi, pertumbuhan tubuh normal (Beauchemin et al., 2006) dan
sifat pertumbuhan pada sapi pedaging (Hale er al., 2000). Faktor lain yang
mempengaruhi pertumbuhan dari individu adalah gen reseptor hormone

pertumbuhan (growth hormone receptor gene/bGHR). Zhou & Jiang (2005)

menyatakan bahwa pada tingkatan jaringan, aksi biologis dari gen GH dimediasi




oleh gen GHR. Berdasarkan fungsi mediasi yang dimiliki oleh'gen GHR maka
keragaman pertumbuhan ternak sapi dapat juga di identifikasi dari keragamannya.
Gen GHR pada sapi berada pada kromosom 20 terdiri dari 10 ekson dan 9 intron.

Dari uraian di atas maka dilakukan penelitian untuk mengetahui
keragaman gen reseptor hormon pertumbuhan (GHR) dengan judul ”Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) Ekson 10 Gen Reseptor Hormon
Pertumbuhan pada Sapi Pesisir Sumatera Barat”

1.2 Rumusan Masalah

Apakah terdapat keragaman yang tinggi pada urutan nukleotida sekuen
ekson 10 gen GHR.

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui keragaman sekuen ekson
10 gen GHR pada sapi Pesisir berdasarkan single nukleotide polymorphism (SNP)

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai salah satu
informasi dasar dalam upaya perbaikan mutu genetik sapi Pesisir dan juga sebagai
acuan bagi penelitian berikuﬁya.

1.5 Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah terdapat keragaman sekuen ekson 10 gen
GHR pada sapi Pesisir.




Il. TiNJAUAN PUSTAKA
2.1 Tinjauan Umum Sapi pesisir

Sapi Pesisir merupakan sapi asli yang berkembang di kawasan Pesisir
Sumatera Barat. Saladin (1983) menyatakan bahwa sapi Pesisir sebagai sisa sapi
asli yang pada mulanya berkembang di Kabupaten Pesisir Selatan. Sejarah dan
asal usul sapi Pesisir belum diketahui secara pasti. Diduga sapi ini berasal dari
India yang dibawa bangsa Hindu ke Indonesia atau merupakan sapi liar Indonesia
seperti banteng (Bos sondaicus dan Bos Indicus) yang dijinakkan. Sapi ini sama
dengan sapi Jawa dan sapi Sumatera (Adrial, 2010).

Sugeng (1992) menyatakan bahwa banteng merupakan sumber sapi asli
Indonesia. Sapi yang ada sekarang merupakan keturunan banteng (Bo's bibos)
yang dewasa ini dikenal dengan nama sapi Bali, sapi Madura, sapi Jawa, sapi
Sumatera dan sapi local lainnya. Karakteristik sapi Pesisir yang lain adalah
memiliki kepala pendek dan mengarah keluar seperti kambing. Sapi jantan
memiliki kepala pendek, leher pendek dan besar, ponok besar, kemudi pendek dan
membulat. Sapi betina memiliki kepala agak panjang dan tipis, kemudi miring,
pendek dan tipis, tanduk kecil, dan mengarah keluar (Saladin, 1983). Anwar,
(2004) menyatakan bahwa sapi Pesisir memiliki pola warna tunggal. Warna bulu
dikelompokkan menjadi lima warna utama, yaitu merah bata (34,35%), kuning
(25,51%), coklat (19,96%), hitam (10,91%) dan putih (9,26%).

Sapi Pesisir mampu melahirkan anak setiap tahunnya, sehingga
masyarakat Sumatera Barat menyebutnya dengan sebutan local Jawi ratuih atau
Buntiang ratuih yang artinya sapi yang melahirkan banyak anak. Meskipun

berukuran kecil tetapi sapi Pesisir memiliki persentase karkas yang cukup tinggi




(Saladin, 1983), persentase karkas sapi Pesisir adalah 50,60% lebih tinggi dari
persentase karkas sapi Ongole (48,80%), sapi Madura (47,20%), sapi PO (45%)
dan kerbau (39,90%). Pertambahan bobot badan harian sapi Pesisir jantan pada
waktu lahir sampai sapih adalah 0,29 kg/ekor/hari, lepas sapih samapi 2 tahun
0,21/kg/ekor/hari, dan umur 3-4 minggu 0,12 kg/ekor/hari (Saladin, 1983).
Namun penambahan konsentrat pada sapi Pesisir dapat meninggkatkan
pertambahan bobot badan dengan rata-rata 0,68 kg/ekor/hari, dibandingkan
dengan pemeliharaan tradisional yang hanya 0,1 kh\g/ekor/hari (Khasrad, 2006).

Kajian molekuler terhadap sapi Pesisir telah dilakukan oleh beberapa
peneliti misalnya Sarbaini (2004) dengan menggunakan enam lokus penciri DNA
mikrosatelit memperoleh keragaman y;ing tinggi pada populasi sapi Pesisir di
Kabupaten Pesisir Selatan, sehingga berpeluang untuk dilakukan seleksi.
Kemudian Jakaria (2008) melakukan kajian terhadap keragaman gen GH sapi
Pesisir melalui teknik PCR-RFLP yang memperoleh keragaman tinggi
(polimorfik) pada penciri PCR-Mspl fragmen gen GH Mspl dan rendah
(monomorfik) pada penciri PCR-Alul fragmen gen GH.
2.2 Keragaman Genetik

Keragaman genetik dalam suatu populasi digunakan untuk mengetahui dan
melestarikan bangsa-bangsa dalam populasi terkait dengan penciri suatu sifat
khusus, serta menentukan iuubungan antar subpopulasi yang terfragmentasi dalam
suatu spesies (Hartl dan Clark, 1997). Keragaman genetik antara subpopulasi
dapat diketahui dengan melihat persamaan dan perbedaan frekuensi alel dan

genotipe diantara subpopulasi (Li ef al., 2000).




meningkatkan pertumbuhan jaringan lunak pada kaki dan tangan (Findling and
Tyrrell, 1991), dan mempengaruhi fungsi jantung (Bollano et al., 2000).
Pertumbuhan adalah suatu proses yang komplek, dan membutuhkan
koordiasi dari aksi beberapa hormon. Pengaturan utama dari GH dalam meransang
pertumbuhan tubuh adalah meransang liver dan jaringan lain untuk
mengsekresikan /GF-1. IGF-1 meransang proliperasi dari chondrocytes (cartilage
cells), yang menghasilkan pertumbuhan tulang. Hormone pertumbuhan kelihatan
mempunyai efek lansung pada pertumbuhan tulang dalam meransang diferensiasi
dari chondrocytes. IGF-I juga memegang peran kunci pada pertumbuhan otot,
yang meransang diferensiasi dan proliferasi dari myoblasts. Juga meransang

penyerapan asam amino dan sintesa protein pada otot dan jaringan lain.

2.4 Gen Reseptor Hormon Pertumbuhani.

Salah satu gen yang diduga dan memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan
(bentuk dan ukuran) dari semua bangsa sapi, khususnya pada bangsa sapi Pesisir
adalah gen hormon pertumbuhan (growth hormone gene) pada bovine (bGH). Gen
hormon pertumbuhan pada sapi berperan penting dalam proses biologis seperti
perkembangan kelenjar susu, laktasi, pertumbuhan dan mengatur metabolisme
(Etherton, 1998).

Eleswarapu and Jiang, 2005 menyatakan GH dapat mengatur ekpressi
mRNA HNF-3y dan lima LETFs (liver-enriched transcription factors) lainnya
termasuk HNF-3B8, HNF-6, HNF-4a, C/EBPa, dan DBP pada hati sapi. Semua
LETF ini berpotensi memediasi pengaturan gen lain oleh GH pada hati sedangkan

efek GH baru akan timbul jika GH terikat pada GHR. Sehingga gen GH dan GHR




Estimasi perhitungan keragaman genetik dalam populasi secara kuantitatif
dapat diperoleh melalui dua ukuran keragaman variasi populasi, yaitu proporsi
lokus polimorfisme dalam populasi dan rata-rata proporsi individu heterozigot
dalam setiap lokus (Nei dan Kumar, 2000).

2.3 Reseptor Hormon Pertumbuhan.

Growth hormone (GH) adalah hormone polypeptide dari pituitary yang
memainkan peran sentral pada pertumbuhan hewan dan metabolisme (Harvey et
al.,, 1995). Organ target utama GH adalah hati, dimana GH mengatur ekpresi
beberapa gen, Untuk bisa menimbulkan efeknya GH harus terikat pada
reseptornya  yaitu GHR. Beberapa penelitian mengenai ekpresi gen
memperlihatkan GH mengatur ekpressi insulin-likegrowth factor-1 (IGF-I)
(Mathews et al., 1986), IGF binding protein (IGFBP)-1 (Seneviratne et al., 1990),
IGFBP-3 (Lemmey et al., 1997), acid labile subunit (ALS) dari IGF binding
complex (Ooi et al., 1997), serine protease inhibitor (Spi) 2-1 (Yoon et al., 1990),
suppressors of cytokine signaling (SOCS) gens (T. ollet-Egnell ef al., 1999),
phosphoenol pyruvate kinase C dan glucose transporter GLUT-2 (Valera et al.,
1993).

Seperti diketahui GH secara dramatis mempengaruhi kerangka tubuh,
hormon ini juga mempengaruhi secara luas proses-proses metabolisme. Hormon
ini memperkuat efektifitas sejumlah besar hormon lain, tampaknya pada
jaringan jaringan sasaran bekerja dengan cara menghasilkan jenis lingkungan
yang esensial agar hormon-hormon lain dapat bekeja dengan aktifitas penubh.

Hormon GH diketahui mempengaruhi reproduksi betina dan produksi susu

(Hull and Harvey, 2001), metabolisme sodium dan air (Johannsson et al. 2002),




adalah kandidate gen penting yang dapat d‘igunakan sebagai penanda genetik
untuk sifat pertumbuhan, karkas, dan produksi susu pada ternak (Ge er al., 2003).

Dybus et al, (2002) dengan menggunakan enzyim restriksi Alul
menemukan adanya hubungan antara polimorfisme gen GH dengan produksi susu
sapi black-white polandia dan mendapatkan adanya polimorfisme bGH/Alul-Mspl.
Pada Japanese black cattle bGH memiliki 3 haplotip A, B, C (Tatsuda ef al.,
2008) dan adanya mutasi pada posisi 127 dan 172 exon 5 (leucine;ys,
threonine,7;), (valine;», threonine;7;) and (valine;,s, methionine;7,). Selanjutnya
Tatsuda er al. (2008) melaporkan berat karkas dan pelemakan rendah
berhubungan dengan haplotip A, dan pelemakan daging akan ditingkatkan oleh
haplotip C.

Reis er al. (2001) melaporkan adanya hubungan polimorfisme bGH-Alul
dengan pertumbuhan dan berat badan pada sapi Portugis. Polismorfis bGH intron
III pada Indian Zebu (Bos Indicus) dengan enzim Mspl telah diteliti oleh Sodhi er
al., (2007) yang memperoleh dua alel (Mspl— and Mspl+). Sedangkan Ferraz
(2006) mendapatkan 6 polimorfisme baru pada fragmen gen bGH yaitu satu indel
dan lima SNPs yang bisa digunakan sebagai marker genetik.

Gen hormon pertumbuhan pada sapi pedaging merupakan salah satu gen
kandidat yang berhubungan dengan bobot hidup (Reis er al., 2001), pertambahan
bobot badan (Tambasco er al., 2003) yang mengkode dan menghasilkan hormon
pertumbuhan untuk mengatur pertumbuhan dan perkembangan sel ternak (Pierzchala
et al., 2004). Selain itu gen hormon pertumbuhzn berperan sebagai pengatur utama
pertumbuhan setelah lahir dan proses metabolisme yang dapat mempengaruhi laju

pertumbuhan, komposisi tubuh, kesehatan, produksi susu dan penuaan melalui



penyesuaian dengan gen-gen lain (Ge ef al., 2003). Growth hormone terlibat pada
banyak proses metabolis dan phisiologisis (Etherton et al., 2004). Untuk
mendatangkan efeknya pada jaringan target GH harus terikat reseptornya (Zhu et
al., 2001). Sehinga variasi sekuen dari GH dan Growth Hormone Receptor (GHR)
adalah sangat penting untuk memahami bagaiman genotype mempengaruhi
phenotype seperti pertumbuhan dan komposisi karkas.

Gen GHR pada sapi berada pada chromosome 20 terdiri atas 10 exon dan
9 intron yang mempunyai panjang sekuen 365.186 bp. Terdapat mikrosatelite dan
9 SNP pada daerah promoter gen GHR, 3 SNP diantaranya telah dilaporkan oleh
Hale et al., (2000).

Gen GHR mendasari QTL untuk pmduksir dan komposisi susu dan
persentase lemak tubuh (Georges ef al., 1995; Arranz et al.,1998; Zhang et al.,
1998; Sirja Viitala et. al., 2006). Ge et al., (2003) menyatakan polimorfisme gene
GHR berpotensi digunakan sebagai marker dalam peningkatan konsentrasi serum
IGF1 pada sapi Taurus dan Bos indicus cattle, yang berhubungan dengan less
weaning weight, berat karkas dan pelemakan pada sapi Angus (Hale ez al., 2000).

Feng er al., (1997) mendapatkan adanya hubungan antara gen GHR
dengan komposisi susu sapi Holstein—Friesian, sedangkan Viitala ef. al., (2006)
mendapatkan adanya hubungan polimorfisme gen GHR dengan produksi susu
sapi Finnish Ayrshire.

Beberapa SNP pada gen GHR sapi telah dilaporkan berhubungan dengan
level serum IGF1, berat karkas, lean cuts, prosentase berat karkas segar, dan drip
loss (Ge et al., 2003; Maj et al., 2004, 2006a, Di Stasio et al., 2005). Sedangkan

Ge et. al., (2000) mendapatkan 4 polimorfisme pada exon 10, yaitu C menjadi T



pada posisi 76 bp, A menjadi G pada posisi 200, C menjadi T pada posisi 229,
dan A menjadi G pada posisi. Menurut Ge et. al., (2003) polimorfisme ini dapat
dideteksi dengan mengunakan enzyme Maell (Boehringer Mannheim,
Indianapolis IN), Narl (Promega Co., Madison, WI), Nlalll (Biolabs, Beverly,
MA), Alul (Promega). Selanjutnya Ge et. al., (2003) mendapatkan polimorfisme
pada exon 10 sangat berhubungan dengan konsentrasi IGF1 darah. Sebelumnya
Falaki et al., (1996) mendapatkan polimosfisme yang sangat tinggi pada locus
GHR dengan menggunakan enzyme Tagl dengan mengahasilkan 6 pita.
Sedangkan Hale et al., (2000) mendapatkan sekuen berulang TG pada daerah
promoter gen GHR berhubungan dengan turunnya pertumbuhan anak sapi Angus.

Ge et al. (2003) menyarankan polimorfosme pada gen GHR dapat
dijadikan marker yang potensial untuk peningkatan konsentrasi serum IGF1. Lucy
et al. (1998) menyatakan mikrosatelite GT pada daerah promoter gen GHR pada
sapi Bos indicus panjangnya 11 bp sedangkan Bos taurus csepanjang 16-20-bp..
Allele yang terindentifikasi pada Bos taurus, dan Bos indicus berhubungan
dengan berat badan rendah, berat karkas, skor pelemakan pada sapi Angus (Hale
et al., 2000).

Feng et al., (1997) mendapatkan adanya variasi gen GHR pada exon 8
yang menyebabkan terjadi perobahan T menjadi A yang menghasilkan perobahan
phenylalanine (GHR279F) menjadi ty;osine (GHR279Y) dimana sapi yang
membawa GHR279Y produksinya lebih tinggi dari GHR279F. Selanjutnya Feng
et al., (1997) juga mendapatkan keragaman sekuen ini berpengaruh terhadap berat
ternak dan menyatakan polimorfisme pada GHR berhubungan dengan ukuran

dewasa tubuh ternak. Polimorfisme pada gen GHR dan disekitar gen GHR
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diketahui berhubungan dengan beberapa sifat daging seperti pertumbuhan, serum
IGF1, drip loss (Hale er al, 2000; Ge et al., 2003; Di Stasio er al., 2005).
Beberapa SNP pada gen GHR sapi telah diuji hubungannya dengan sifat
pertumbuhan dan produksi daging tapi terbukti hanya berhubungan dengan level
serum IGF1, berat karkas, lean cuts, percentase berat karkas segar, dan drip loss
(Ge et al., 2003; Di Stasio et al., 2005).

Penemuan tersebut akan memberikan hasil dan harapan baru dalam upaya
perbaikan mutu genetik temak (Soller and Beckmann, 1983) termasuk ternak-ternak
lokal kita seperti sapi Pesisir dengan keunikannya yang khas. Apabila penciri-penciri
tersebut (PCR-RFLP bGH) menunjukkan keterkaitan dengan sifat-sifat produksi yang
menguntungkan terutama sifat-sifat yang ekonomis, maka penciri tersebut dapat
digunakan sebagai salah satu kriteria seleksi atau yang lebih populer dikenal dengan
MAS (Marker Assisted Selection) atau GAS (Genotype Assisted Selection)( Chung
et al., 1998).

Melalui MAS dimungkinkannya suatu peningkatan mutu genetik yang lebih
berarti yaitu 15-30% (Kashi e al., 1990) dan bahkan diharapkan sampai 44,7-99,5%
térgantung kepada model vang digunakan. Namun demikian, penerapan dengan
menggunakan pendekatan MAS memerlukan suatu indentifikasi penciri gen kandidat
(candidate gen). Menurut Park (2004), gen kandidat adalah gen-gen yang
sebelumnya telah diidentifikasi dan diketahui fungsi biokimianya dan alur fisiologi
dari sifat yang diinginkan. Menurut Ge et al., (2003) gen GH dan GHR adalah
kandidate gen penting yang dapat digunakan sebagai penanda genetik untuk sifat

pertumbuhan, karkas, dan produksi susu pada temak (Ge et al., 2003).
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2.5 Penanda Molekuler

Program pemuliaan ternak yang menggunakan metoda analisis morfologi
berdasarkan observasi penotip didukung oleh statistika yang rumit dalam
populasi. Selain itu metode ini terkesan sulit karena kerumitan genetik dari
sebagian besar sifat-sifat produksi dan adanya interaksi yang kuat dengna faktor
lingkungan. Karena itu karakterisasi morfologi perlu didukung oleh karakterisasi
yang dilakukan melalui penanda molekuler. Penanda molekuler dapat memberi
gambaran hubungan kekerabatan yang akurat antar spesies maupun kerabat
jauhnya, karena analisis DNA sebagai material genetik tidak dipengaruhi oleh
faktor lingkungan (Lefebre et al., 2001).

Perkembangan ilmu pengetahuan khususnya bioteknologi yang disebut
molecular marker berdasarkan polimorfisme yang terdapat pada protein atau
DNA, telah secara luas memfasilitasi penelitian dalam disiplin ilmu sepexti
ekologi, genetika dan pemuliaan (Weising et al., 1995). Data informasi yang
diperoleh dengan teknik-teknik konvensial tetap dan pasti sangat berguna namun
harus disadari bahwa saat ini informasi dan data molekuler seperti RAPD, RLFP,
SSR (mikrosatelit), pemetaan gen .maupun sidik jari DNA dapat dimanfaatkan
sebagai modal dasar dalam peraktifan kultivar baru (Jamsari, 2008).

Peterson et al, (1991) menyatakan bahwa teknologi molekuler
menjanjikan ketepatan dan akurasi, serta ketelitian motede analisis yang baik,
karena peran marka DNA yang paling mendasar adalah mendeteksi variasi atau
perbedaan antar beberapa individu. Selain jtu analisis DNA juga berguna dalam
pentuan gen yang berpern penting dalam sifat tertentu dan hubungan kekerabatan

(Lefebre et al, 2001) karena analisis DNA sebagai material genetik tidak
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dipengaruhi oleh faktor lin.gkungan. Marka DNA lebih banyak digunakan dalam
menyusun sifat genetik suatu organisme yang berguna untuk menetapkan lokasi
kromosom (lokus) dari gen yang mengatur sifat tertentu, baik sifat sederhana
(kualititif) maupun komplek (kualitatif). Marka DNA lebih banyak tersedia
dibandingkan dengan marka lainnya, sehingga memudahkan untuk menyusun peta
genetik yang lebih sempurna (Nasir 2000).

DNA adalah polimer asam nukleat yang tersusun secara sistematis dan
merupakan pembawa informasi genetik yang diwariskan pada turunannya.
Informasi disusun dalam bentuk kodon berupa tiga pasang basa nukleotida dan
menentukan bentuk, struktur, dan fisiologi suatu makhluk hidup (Yuwono, 2006).

Dalam konteks MAS, marka berbasis DNA dapat lebiﬁ efektif jika
digunakan untuk tiga tujuan dasar yaitu : 1) identifikasi galur-galur tetua untuk
perbaikan suatu karakter untuk tujuan khusus, 2) penelurusan alel-alel dominan
atau resesif pada setiap generasi persilangan, dan 3) identifikasi individu-individu
target sesuai dengan karakter yang diinginkan di antara turunanan yang bersegresi,
berdasarkan komposisi alel persilangan sebagian atau seluruh genom (Azra’i,
2006). Selain untuk mempelajari adanya variasi genetik, keperluan kﬁusus sistem
sebagai alat deteksi kehadiran alel-alel spesifik yang mencirikan karakter-karakter
penting tertentu dari suatu organisme merupakan kontribuksi lainnya yang
ditunjukan oleh penanda molekuler (Jamsari dan Ferita, 2010).

2.6 Polimorfisme Nucletida Tunggal (SNP)

Single nucleotide polymorphism (SNP) pertama kali ditemukan oleh Wang
ei al. (1998). SNP adalah variasi dari sekuen DNA yang terjadi jika suatu
nukleotida tungga A, T, C dan G genom berbeda antar suatu individu dengan
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individu lainya. Sebagai contoh, ada dua sekuan fragmen DNA dari dua individu:
CCTGGA dan CTTGGA, terdapat perbedaan pada satu basa nukletidanya
sehingga terdapat dua alel yaitu C dan T dan biasanya SNP hanya memiliki dua
alel (Sari, 2011).

Menurut Jamsari (2007) kekuatan teknik prinsip SNP sangat tergantung
pada ketersediaan informasi sekuen, dan tidak digantikan dengan informasi lain.
Metoda yang didasarkan SNP sangat mudah diautomasi (7o electrophoresis, easy
allele calling), dan akan menjadi lebih efektif dari segi biaya dibanding
microsatellites (Peralta et al, 2005).

Penelitian gonom skala luas sudah menjadi hal biasa saat ini. Pada
manusia penelitian hubungan genétic didasarkan kepada membandingkan genetic
marker, yang sering dipakai adalah SNP, antara group yang sakit dengan yang
sehat (case-control study). Jika terdapat perbedaan yang nyata secara statistik
antara frekuensi allele SNP antara kedua kelompok pasien, itu berarti gen terlibat
dalam perkembangan penyakit (Coulonges er al, 2006). Dengan banyaknya
ditemukan SNP sepanjang genom dan makin mudahnya proses genotyping
menyebabkan marker ini semakin luas dipakai pada penelitian gen kandidat
(Causin et al, 2006). Pada penelitian struktur populasi, microsatellit lebih
informatif dibanding SNP, akan tetapi jika SNP yang tersedia sangat banyak
penggunaanya sangat menjanjikan ( Liu et al., 2005)

Secara tradisional analisis tautan untuk mengidentifikasi daerah genom
yang berhubungan dengan suatu penotip, biasanya dilakukan denan menggunakan

300-400 microsatellit dan untuk memaksimunkan peluang adanya tautan, adanya

sejumlah informasi famili sangat diperlukan. Hal ini bisa ditingkatkan dengan




menambah famili dan marker yang digunakan. Dengan makin banyaknya
penemuan SNP sepanjang genom dan makin berkembangnya proses genotyping
penggunaan SNP akan menjadi lebih powerful dan lebih murah dibanding marker
microsatellit pada analisa tautan (Kennedy et al., 2003). Pada penelitian semulasi
dan penelitian di lapangan menunjukkan penggunaan SNP densitas tinggi
mempunyai beberapa keuntungan dibanding penggunaan microsatellit densitas
rendah, termasuk meningkatkan power dalam mendeteksi adanya tautan (Evans,
2004; Middleton er al., 2004).

Dibanding dengan microsatellit , SNP lebih berlimpah dan terdistrubusi
secara menyeluruh sepanjang genom dan lebih dipercaya dan hanya
niembutuhkan sejumlah kecil sampel, dan dengan menggunakan SNP analisis
tautan berdasarkan genom secara luas bisa dilakukan dengan biaya rendah (Matise
et al., 2003; Xing et al., 2005). Penggunaan SNP pada analisis tautan adalah suatu
strategi yang relatif baru, dan penggunaannya akan memberikan hasil yang lebih
baik jika dikombinasikan dengan marker yang berdekatan (analisis multi point)
(Ulgen and Li, 2005). Dengan tersedianya peta yang padat dan posisi peta yang
akurat dan genotyping biaya rendah SNP akan segera menjadi sangat berguna
pada analisis tautaun dan studi hubungan (lin and Liu, 2005).

Mutasi DNA terdiri atas mutasi transisi dan mutasi transversi. Mutasi
transisi adalah suatu pergantian basa purin dengan basa purin lain atau pergantian
basa prirmidin dengan basa pirimidin lain; atau disebut juga pergantian suatu
pasangan basa purin-pirimidin dengan pasangan purin-pirimidin lain sedangkan
mutasi tranversi, yaitu suatu pergantian antara purin dengan pirimidin pada posisi

yang sama. Disamping mutasi perobah sekuen DNA ada juga yang disebut insersi,
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yaitu penambahan satu atau lebih pasangan nukleotida pada satu gen dan delasi,

yaitu pengurangan satu atau lebih pasangan nukleotida pasa catu gen. (Schlief,

1993).
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IIl. MATERI DAN METODE PENELITIAN
3.1 Materi Penelitian
Materi penelitian yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari 50 sampel
darah Sapi Pesisir yang berasal dari penelitian Yurnalis (2015) sebelumnya.
Penarikan sampel ternak sapi dilakukan dengan kriteria: bangsa sapi adalah Sapi
Pesisir jantan berumur + 1,5 tahun yang dipelihara di Kabupaten Pesisir Selatan
yaitu di Kecamatan Ranah Pesisir, Kecamatan Kambang dan Kecamatan Linggo
Sari Baganti.
3.1.1 Bahan dan Alat Penelitian
Bahan dan alat penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah
sebagai berikut :
a. Pengambilan Samijel Darah
Bahan yang digunakan : Larutan EDTA dan alkohol. Alat yang digunakan :
Jjarum suntik (ukuran 3 cc), tabung venoject 20 ml, ice box, kapas dan spidol
permanen.
b. Isolasi DNA Total
Bahan-bahan yang digunakan dalam isolasi DNA : sampel darah,
DNA purification kit (cell lysis, nuclei lysis, larutan protein precipitasi,
isopropanol,  ethanol, DNA rehydration). Alat-alat yang digunakan : tabung
microcentrifuse, centrifuge, vortek, micro pipet, blue tip,micro tube, tisu steril.
¢. Amplifikasi Fragmen Ekson 10 Gen GHR
Untuk amplifikasi fragmen ekson 10, bahan yang digunakan : sampel
DNA, water rnuclease-free, master mix (Thermo Scientific), pasangan primer

fragmen ekson 10 gen GHR ( Forward 5-GGTGTGATGTTGGGGTTAGC-3’
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dan primer Reverse 5’-AGGTACCATCGCACATGTCA-3’) berdasarkan
(Yurnalis, 2014). Alat yang digunakan : satu set pipet mikro, mesin PCR
(eppendorf mastercycle gradiend), micro tip 10 pl, pcr tubes.
d. Elektroforesis
Untuk melihat produk isolasi DNA dan amplifikasi fragmen ekson 10 gen
GHR dilakukan dengan gel elektroforesis, bahan yang digunakan : adalah agarose
1,5% buffer 0,5 x TBE (Tris Borat EDTA), dan ethidium bromide. Alat yang
digunakan : mikro tip, mikro pipet 10 P Gibson, botol glas, gelas ukur, stirrer,
cetakan media agar, power supply electrophoresis, alat foto UV- transiluminator
dan sarung tangan.
3.2 Prosedur Penelitian
3.2.1 Pengambilan Sampel Darah
Sampel darah tersebut diambil melalui vena jugularis menggunakan
tabung venoject vakum tanpa heparin, kemudian diawetkan dalam etanol absolute
dengan perbandingan 1 : 2 dan disimpan pada suhu -20°C.
3.2.2 Isolasi DNA Total
Isolasi DNA dilakukan dari sampel darah menggunakan protocol genomic
DNA purification kit dari Promega. Prosedur pelaksanaan isolasi DNA dengan
prosedur sebagai berikut :
1. Siapkan tabung microcentrifuge 2 ml yang di isi dengan cell lysis
sebanyak 900 pl
2. Kocok tabung sampel darah, kemudian ambil sebanyak 300 pl, dan
masukkan ke tabung yang telah berisi cell lysis, agar tercampur rata bolak-

balik tabung sebanyak 5-6 kali
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Kemudian inkubasi selama 10 menit campuran sampel darah dan cel/ lysis
pada temperature ruang, bolak balik sebanyak 3 kali kemudian centrifuge
pada kecepatan 14000 rpm selama 30 detik

Setelah di centrifuge buang supernatant hati-hati endapan jangan sampai
ikut terbuang

- Selanjutnya tambahkan kembali cell lysis sebanyak 900 ul, centrifuge pada
kecepatan 14000 rpm selama 30 detik. Kemudian buang supernatant dan
endapan yang tinggal di tabung selanjutnya di vortex selama 10-15 detik
sehingga endapan tercampur rata

- Setelah itu tambahkan larutan nuclei lysis sebanyak 500 ul pada tabung
hasil cell lysis di lysis dengan menggunakan pipet larutan untuk memecah
sel darah. Kemudian inkubasi selama 1 jam dalam waterbath pada
temperature 37°C. Jika setelah diinkubasi masih terlihat gumpalan,
tambahkan 100 pl larutan nuclei lysis

- Setelah di inkubasi tambahkan larutan protein preciptasi sebanyak 200 pl
lalu di vortex selama 20 detik, kemudian di centrifuge pada kecepatan
14000 rpm selama 3 menit. Selanjutnya pindahkan supernatant kedalam
tabung eppendorf baru yang berisi 300 ul Isopropanol

. Campur rata larutan isopropanol dengan membolak-balik secara perlahan
tabung sampai terlihat benang-benang DNA, kemudian centrifuge pada
kecepatan 14000 rpm selama 1 menit. Kemudian tabung larutan yang
berisi DNA akan terlihat sebagai pellet putih. Buang cairan dan tambahkan

larutan ethanol 70% sebanyak 300 p:1. Kemudian bolak balik tabung secara
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perlahan untuk mencuci pellet, kemudian di centrifuge (14000 rpm)

selama 1 menit

9. Buang cairan ethanol, balikan tabung diatas kertas tissue steril, diamkan
hingga kering selama + 20 menit,

10. Lalu tambahkan larutan DNA rehydration sebanyak 100 ul ke dalam
tabung, fypping tabung sehingga pellet larut atau di diamkan pada suhu
4°C semalam dan simpan pada temperatur 20°C.

11. Untuk melihat hasil, DNA yang telah di isolasi di elektroforesis pada gel
agarose 1 %.

3.2.3 Amplifikasi Fragmen Ekson Gen GHR
Pereaksi amplifikasi PCR menggunakan Master Mix (Thermo Scientific)
dengan komposisi sebagai berikut:
a. sampel DNA sebanyak 2 pl,
b. master mix sebanyak 15 pl,
¢. campuran primer F dan R sebanyak 3 pl dan
d. water nuclease-free sebanyak 10 pl.

Amplifikasi invitro berlangsung sebanyak 35 siklus dengan kondisi suhu
pradenaturasi 95°C selama 5 menit, denaturasi awal 95°C selama 45 detik,
annealing 59°C selama 45 detik dan extensi 72 °C selama 1 menit, dan extensi
akhir 72 °C selama 5 menit berdasarkan (Yurnalis, 2014).

3.2.4 Elektroforesis

Produk PCR dielektroforesis menggunakan agarose 1,5% buffer 0,5 x

TBE (Tris Borat EDTA) yang diwarnai dengan ethidium bromide, dan dijalankan

menggunakan power supply electrophoresis secara vertikal pada tegangan 200
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Volt. Pada gel akan terlihat pita-pita yang terbentuk pada setiap alur sumur yang
berisi sampel DNA produk PCR. Penentuan ukuran (pb) setiap fragmen yang
terbentuk pada gel agarose dilakukan dengan membandingkan posisi pita yang
terbentuk dengan posisi pita DNA Jadder. DNA yang terekspesi didokumentasi
dengan kamera.

3.2.5 Sekuensing

Produk amplifikasi fragmen ekson 10 gen GHR dikirim ke 1% Base
Singapure digunakan untuk sekuensing nukleotida, menggunakan metode
Sanger er al., (2001). Hasil analisis pada layar monitor akan menunjukan grafik
dengan puncak-puncak (peak) dalam ukuran base pairs (bp) pada masing-masing
sampel. Tampilan grafik yang konsisten membentuk satu ukuran puncak yang
sama menunjukan bahwa sampel teramplifikasi dan memiliki alel yang homozigot.
Sementara sampel yang memiliki dua puncak dengan ukuran yang berbeda
menunjukan dua alel yang heterozigot. Apabila terdapat tampilan grafik yang
tidak beraturan, ini menandakan hasil yang kosong atau tidak bisa dinilai. Apabila
diperoleh tanda sinyal yang lebih dari dua grafik, maka sampel tersebut tercemar
dengan DNA yang lain dan tidak digunakan (Sari, 2011).

Hasil sekuen yang diperoleh dilihat keragamannya dan diuji kesamaannya
antar jenis sapi maupun dengan bangsa sapi lain yang ada di Gen Bank
menggunakan program DNA Star. Dengan menggunakan sekuen Gordon et al.,
(1983) sebagai dasar analisis akan didapatkan kesamaan sekuen, juga akan
teridentifikasi secara pasti posisi ada tidaknya mutasi atau terjadinya indel pada

gen hormon pertumbuhan pada sapi Pesisir.
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3.2.6 Peubah Penelitian
Peubah yang diamati pada sekuensing ekson 10 gen GHR yaitu produk
sekuensing berupa jumlah dan macam dari mutasi nukleotida, delesi nukleotida
dan insersi nukleotida.
3.2.7 Analisis Data
Data keragaman hasil sekuensing dibandingkan dengan sekuen Gordon er

al (1983) yang disajikan dalam bentuk frekuensi alel (%).
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Isolasi DNA Total

Isolasi DNA genomic dari darah sapi dilakukan dengan menggunakan
protocol Genomik DNA Purification Kit dari Promega (Promega-USA). Hasil
isolasi DNA 50 sampel darah sapi menunjukan kualitas dan kuantitas DNA yang
cukup baik. Kualitas DNA hasil isolasi diestimasi dengan dibandingkan dengan
DNA standar menggunakan gel elektroforesis, kemudian divisualisasikan dengan
UV transluminator. Sebagai contoh hasil isolasi DNA dari darah sap1 Pesisir
ditunjukkan pada Gambar 1.

M S1 S2 S3 S4 S5 S6 57 S8 S9

Gambar 1. Elektroforesis DNA total hasil isolasi menggunakan Genomik DNA
Purification Kit dari Promega.
Keterangan : M = marker 25 ng/ul, S1-S9 = no sampel

DNA gonom yang dihasilkan dapat digunakan untuk kegiatan amplifikasi
selanjutnya. Sebelum melakukan amplifikasi langkah yang harus dilakukan adalah
pengenceran untuk memperoleh konsentrasi DNA yang sama.

4.2 Amplifikasi Fragmen Gen GHR

Hasil amplifikasi fragmen ekson 10 gen GHR menggunakan pasangan
primer Forward 5’-GGTGTGATGTTGGGGTTAGC-3° dan Reverse 5°-
AGGTACCATCGCACATGTCA-3" (Yumnalis, 2014) telah berhasil dilakukan
terhadap 50 sampel DNA total, kemudian divualisasi pada gel agarose 1,5%,

sebagai contoh dapat dilihat pada Gambar 2 berikut.
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Gambar 2. Hasil elektroforesis amplifikasi fragmen Gen GHR.
Keterangan : M = marker, S01-S10 = no sampel.

Proses amplikasi dinyatakan berhasil apabila dalam satu slot blok gel
(sumur) pada saat elektroforesis hanya terlihat satu pita DNA atau satu fragmen
yang ukurannya sesuai dengan yang diharapkan saat primer dirancang untuk
mengamplikasikan daerah yang akan diamplikasi. 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 hasil amplifikasi ekson 10 GHR menghasilkan fragmen yang spesifik
dengan panjang sekitar 529 bp. Panjang fragmen hasil amplifikasi dikonfirmasi
melalui marker yang disertakan saat elektroforesis sebagaimana dapat dilihat pada
Gambar 2 di atas.

4.3 Sekuensing

Hasil sekuensing dari 50 sampel sapi Pesisir yang dikirim oleh 1* Base
Singapore, selengkapnya disajikan pada Lampiran 2. Dari 50 sampel yang
disekuensing, 46 sampel diantaranya memiliki electropherogram cukup bagus
(dapat dilihat pada Gambar 3) dan 4 sampel lainnya memiliki kualitas
electropherogram jelek (Gambar 4). Contoh electropherogram hasil sekuensing

kualitas baik dapat dilihat pada Gambar 3 dan kualitas jelek dapat dilihat pada
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Gambar 4. Electropherogram yang bersih memiliki ciri sebagai berikut: 1)
Jarak/spasi antar peak sama, 2) setiap peak hanya terdiri dari satu warna, 3)
ketinggian peak bisa bervariasi hingga berbeda 3 kali lipat antara peak tertinggi
dengan peak yang terendah, 4) mungkin saja terdapat peak-peak yang baseline,
namun jika kualitas tamplete dan primernya bagus ini sangat minim dan tidak

berpengaruh secara signifikan terhadap pembacaan.

FIT-ATAGHTCTTCTTTTTCTGTTTIATAGG AAAATTnGAAGnGGTGAATnCAAIL1TAGCCATTCAI

Gambar 3 : Electropherogram hasil sekuensing gen GHR dengan kualitas baik.

CTTGATGA”THIT TCACCACTT”TICTACGATG&CGA’TGTTG*GAAGAATTTGTTGAACAAAATGIIGnG

Gambar 4 : Electropherogram hasil sekuensing gen GHR dengan kualitas jelek.
Pada Gambar 3, jarak space antara peak hampir sama, setiap peak
mempunyai satu warna, dan tidak ada noise pada haseline. Jadi bisa disimpulkan
kualitas sekuen cukup baik. Sedangkan Gambar 4, terlihat pada peak bagian
bawahnya ada 1 atau 2 warna, hal ini mengidentifikasikan ada fragmen lain yang

ikut pada proses sekuensing, dengan kata lain fragmen yang teramplifikasi tidak
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spesifik. Pada bagian akhir elecropherogram resolusi peak semakin buruk, ini
merupakan keterbatasan dari temnologi capillary sekuensing vang berbasis
metode dry terminator sekuensing.
4.3 Keragaman Sekuen

Untuk melihat kesamaan sekuen yang diperoleh produk sekuensing
dibandingkan sekuen Gordon e al (1983). Dari hasil perbandingan diperoleh
tingkat kesamaan 96-99% yang membuktikan bahwa sekuen yang teramplifikasi
adalah benar sekuen dari gen GHR.

Hasil selengkapnya dari perbandingan ini disajikan pada Tabel 1 berikut :

Tabel 1 : Hasil perbandingan produk sekuensing dengan sekuen Gordon ef al

No. (lgssg;obahan Posisi Jumlah Sampel| Frekuensi Alel (%)
1 Delesi A 226 9 19,56

2 Mutasi transisi A—G 229 | 2.17

3 Mutasi tranversi G—C 524 9 19,56

4 Normal - 27 58,70

5 Hasil jelek - 4 =

6 Total - 50 -

Berdasarkan pada Tabel 1 di atas dapat dikemukakan bahwa sebagian
besar (frekuensi alel 58,70%) dari sampel yang diuji masih memiliki urutan
nukleotida yang sama dengan sekuen Gordon et,.al (1983). Sisanya mengalami
mutasi transisi A—G pada posisi 229 sebanyak 1 sampel dengan frekuensi alel
2,17%, mutasi tranversi G—C pada posisi 524 sebanyak 9 sampel dengan

frekuensi alel 19,56% dan mengalami delesi A pada posisi 226 sebanyak 9
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sampel dengan frekuensi alel 19,56% Perubahan-perubahan yang terjadi pada
produk sckuensing dibandingkan dengan sekuen Gordon er a/ (1983),
selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 5, 6, dan 7.

Sekuen Gordon er al (1983) AATCAATTIGTIGIGAATTTATIT

Penelitian ini AATCGATTIGTTGTGAATTTATIT

Gambar 5 : Electropherogram yang menunjukan kejadian perobahan mutasi
transisi A—G pada posisi 229.

Sekuen Gordon er al (1983) ATTCTGGAGGCTGATTICCAIG

Penelitian ini ATTCTGGACGCTGATTTCCAIG

Gambar 6 : Electropherogram yang menunjukan kejadian perobahan mutasi
tranversi G—C pada posisi 524.

Sekuen Gordon er a (1983) TTIGITAAATCAATIGTIGT(

Penelitian ini ITTIGIT-AATCAATIGTITGI(

Gambar 7 : Electropherogram yang menunjukan kejadian perobahan delesi A
pada posisi 226.

Pada Gambar 5 di atas dapat dijelaskan bahwa terjadi mutasi transisi
A—G pada posisi 229, juga pernah dilaporkan oleh Ge ef al., (2000) pada ekson
10, bentuk mutasi ini akan merubah sisi pemotongan enzim restriksi 7usl

(JAATT). Kemudian pada Gambar 6 memperlihatkan terjadi mutasi tranversi
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G—C pada posisi 524, dimana mutasi tranversi G—C ini juga pernah dilaporkan
oleh Yurnalis (2014) pada sapi Pesisir, bentuk mutasi ini akan merubah sisi
pemotongan enzim restriksi CviJ1 (GG|CT).

Selanjutnya pada Gambar 7 di atas memperlihatkan bahwa terjadi delesi
A pada posisi 226, yang juga pernah dilaporkan oleh Yurnalis (2014). Delesi ini
akan menyebabkan terjadi perubahan sisi pemotong enzim restriksi Msel

(T{TAA) atau enzim restriksi 7rull (T|TAA).

28



V. KESIMPULAN
5.1 Kesimpulan
Dari penelitian ini dapat dikemukakan kesimpulan sebagai berikut :

1. Telah terjadi Delesi A pada sekuen ekson 10 gen GHR pada posisi 226
sebanyak 9 sampel dengan frekuensi alel 19,56%.

2. Ditemukan mutasi transisi A—G pada posisi 229 sebanyak 1 sampel
dengan frekuensi alel 2,17% dan mutasi tranversi G—C pada posisi 524
sebanyak 9 sampel dengan frekuensi alel 19,56%.

3. Sekuen gen ini memiliki tingkat kesamaan dengan sekuen Gordon er al
(1983) antara 96-100%.

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai hubungan antara delesi
A, mutasi transisi A—G dan mutasi tranversi G—C terhadap penotip pada sapi

Pesisir Sumatera Barat.
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Lampiran 1. Sekuen Gen Reseptor Hormon Perumbuhan pada exon 10.

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based sequence positions

LEFT PRIMER 103 20 58.83 55.00 0.00 0.00 0.00
ggtgtgatgttggggttage
RIGHT PRIMER 631 20 59.10 50.00 15.94 0.00 0.00

aggtaccatcgcacatgtca
SEQUENCE SIZE: 1783
INCLUDED REGION SIZE: 1783

PRODUCT SIZE: 529, PAIR ANY TH COMPL: 16.96, PAIR 3'_TH COMPL:

5.:30

1

6l

121

181

241

301

361

421

481

541

601

taaaatatgatacaaatgaatctatgtacaaaacaaaaacagactcacagacatagagaa

tagactcgtgattgccaagggggagagggttggaggagggatggtgtgatgttggggtta
2333355555 55535>>>

gcagatatatgctattatatatggaatggataaacaaggtccttctgtctagcacagaga
>>

actatgtttagtatcctatgatgaaccataatggaaaataattttaaaaaagaaaagttc
ttcactaatgtatttgttacatggtttgttatatgattttgttactgattagactcaata
ttatttgttaaatcaattgttgtgaatttattttcatagatcttctttttctattttata
ggagaagaggtgaatacaatcttagccattcatgacaactataaacacgaattctacaat
gatgactcttgggttgaatttattgaactagatattgatgaccctqatgaaaagactgaa
gggtcagacacagacagacttctgagcaatgaccatgaaaaatcactcaatatctttggg

gcaaaggatgacgactctgggcgtaccagctgctatgaacctgacattctggaggctgat

ttccatgtcagtgacatgtgcgatggtacctcagaggttgctcagccacaaaggttaaaa
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLKL
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Lampiran 2 : Sekuen oligonukleotida gen GHR exon 10 pada sapi Pesisir.

170 1g0 190 200 21 220

.‘l....l...‘l..l.l,...lj.-.J,...l.,..l,...ll...l....l...ll-..

’ Iransla

CATGETTIGTITATA-T--GATT-TTGTT-MTGATTAGACT -C--ATATTATITGTTAARTC.

Gorden.1—
Pso4.ap1 —
Psas.ap1
Psos.ab1
Psoz.ar1
Pso3.ab1
Pso6.ap1
Pso1.ap1
Pso7.ac1
Psos.an1
Psi0.ab1
Ps3s.ab1
Psi2.ap1
Psi3.ap1
Psis.ab1
Psi15.ab1
Psi6.ab1
Psi7.ab1
Psie.ab1
Psz1.ap1
Psi1.ab1
Psig.ant
Ps24.ab1
Ps25.ab1
Ps2e.ap1
Ps40.ap1
Ps20.ap1
Ps22.ap1
Ps23.ap1
Ps3i.ae1
Ps3z.ar1
Ps36.ap1
Ps41.ap1
Ps42.ap1
Ps43.an1
Ps27.ap1
Ps3s.ap1
Ps3s.ap1
Ps37.ap1
?Szé.abl

Ps29.ab:
Ps30.ap1
Ps3e.abl
Ps39.ar1
Ps4s.ap:
Ps47.ap
Ps44.zb

T I I I e A A A A A A A A A A

24 b1 kdd

cazggtttqtta:a-t-—qatt-ttqtta::qattagact-ca-anattattzgttaaatc

 CRIGETTIGTTATA-T--GATT-TIGITACIGATTAGACT -CA-ATATTATIIGTTARATC.

CRIGGTITGTTATA-T--GATT-TTGTTACTGATTAGACT-CA-ATATTATIIGTTAAATC.
CATGETTIGTTATA-T--GATT-TIGTITACTGATTAGACT-CA-ATATTATTIGTTARATC.
CATGGTTIGTTATA-T--GATT-TIGT TACTGATTAGACT -CA-ATATTATTTGTTARATC.
CAIGETTTGTTATA-T--GATT-TIGT TACTGATTAGACT-CA-ATATTATIIGITARRIC.
CRIGETTTCTTATA-T--GRTT-TIGTTACTGATTAGACT-CA-ATATTATITGTTAAATC.
CATGETTIGITATA-T-~GATT-TIGTTACTGATTAGACT-CA-ATATTATITGTTAAATC.
CRIGEITTCTTATA-T-~GRTT-TIGTTACTGATIAGACT-CA-ATATTATIIGTTARRTC,
CATICTATIICTTA-C--TACA~GCGTCICTARGT-G-CTACACATATTATTTIGTTARATC.
TGN TTAN-ARA-A--GATT-GTCCTTCTGATTAGACT -CA-ATATTATTITGITAARIC.
INGNT-TTGTT-AA-GATT-GTGCT-CTGATTAGACT -C- =RTATTATTIGTITAAATC
INIT-GG-TA-T--GAAT-TTGT-ACTGATTAGACT =C--ATATTATTIGITARAIC.

I RNITGAT--T--TATT-TIGTT-CTGATTAGA ~CA-ATATTATITIGITARATC
ICMMGANTATG-T---ATG-TTGT I-CIGATTAGACT-C--ATATTATTIGTT-AAIC

I CANMMCARAAA-G-~GATG-TGCTIC TIGATIACACT-C--ATATTATTIGTT-AATC.
lmunm ~TA--=~GATT-T-GTT-CTGATTAGACT-C--ATATTATTIGTTARATC.
|GEUNTINGGNA-T--GATT-TTGTT-CTGATTAGACT -CA-ATATTATTIGTITAAAIC
|!TH!—T!Z!HIIMHRI—!I—-GA}-‘.C-—I-Gﬂ—CIGAITRGACT-CR-ATAITAT TIGIT-AAIC.
NMNTGIGATA-T--GATT-TTIGCT-ATGATTAGACT ~C--ATATTATTIGTITAARIC.
I NGEETA-T--GTAT-GTGCT-CIGATTAGACT -C- ~ATATIATTIGITARAIC.
MNEEETTI-T--GATG-T-GCT-CIGATTAGACT ~C--AT ATTATIIGITAAARIC.
INIGNGAAR-T--GATT-T-GTT-CTGATTAGACT-C- -ATATIATTIGTITAAATIC.
NI GAT--TT-GATE-T-GTT-CTGATTAGACT-C =-ATATIATTIGIT-ARIC
IOANNGETT-T--GATG-T-GCT-CTGATTAGACT -C--ATATTATIIGITARAIC.

R GHNNGTA-TGA-ATT-TTGTT-CIGATTAGACT =CA-ATATTATTIGITAARIC.
NINAATA-TTAGATT-GTGCT-CTGATTAGACT =C--ATATTATTIGITAARARIC.
GHNNTINTA-T--GATT-T-GT-~-ATGATTAGACT-C--ATATTATTTGIT-ARIC,
NNNMGNGTA-T--GATT-TIGTTACT GATTAGACT-C--ATATTIATTIGITAAARTC.
IMOMTIGTA-T--GATT -TTGTIACTGATIAGACT-CA-ATATTATTITGTTARATC,

| ANGCARAR-NTAGATG-T-GCTICTGATTAGACT-C- -ATATTATITGITAARIC
ITCARAARAR-TTAGATG-T-GCT-CTGATTAGACT-C- =ATATTATTIGITAAATC.
1GEE6TT-TECCCCGCAT-GTG TTCTGATTAGACT ~CA-ATATTATTIGTITAARIC.
NGIMTN-TT-GATG-T-GTT-CTGATTAGACT -CA-ATATTATITGITARAIC

D MGAGTAAG--GATTGT TG T-ATGATTAGACT-C- -ATATIATTIGITARAIC
IGNENGGEA-AATGATT-TIGIT-CTGATTAGACT-C- -ATATTATTIGITAAATC
NGTIMNTT-2A--GATG-GTGTT-CTGATTAGACT- CA-ATATTATTIGIT-AARIC.
DNNMRANC-ARCE G-T-GCTI-CIGATIAZACT-C--ATATTATTIIGTTARATIC.

N ININTT-TTAGATT-GIGCT-ATGATTAGACT-C- -RTATTATTIGITAAATC

G- NN TGTAT-GIGCT-CTGATTAGACT-C --ATATTATTIGIT-AAIC
1CGEEETT-2--GATG-T-GCTTCTGATTAGACT-C- -ATATTATIIGITARRIC

N GETN-MGGATT-TIGT T-CTGATIAGACT-C --ATATTATTIGITAAARIC

N TNGTCAGTAT-GTGCTTCTGATTAGACT -C--ATATTAT ITGTTAARIC
NGETTGAATGATT-TTIGTT-CTGATTAGACT-C- -ATATTATTIGITAARIC
|3GECEEA-T---ATTGTIG T CATGAT-AGACAA -~ -ATATTATTIGIT-ARIC

D NGASTAAGATG-T-GT--ATGATTAGACT-C --RTATTATTIGIT-ARIC
IMIGEECAGATTIGT-GCT-CTGATTACACT-C C--TATTATTIGITARAIC
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ftazatcaattgtigtgaattrattttcatagatcticttittctatiitataggaagga
rIAAAICAAIIGIIGIGAAIIIAIIIICAIAGAICTICITITICTSIIITAIAGSAASSA
AR TCARTTGTIGIGARTTTATITTCATAGATCTICTITTICT ST TITATAGGAAGSA
AT AT IGTIGTGAATTTATITTCATAGATCTICTTTTICTGT I TTATAGGAAGSEA
AR TCAATIGTIGTGARTTTATITTCATAGATCTICTITITCTAT I TTATAGSAAGGA
rInAAICAAIIGITGIGAAIIIAITTIC&IAGAICTTCTTIIICTGIIIIAIAGGAAGG&
[T ARATCARTTIGTIGTGAATTTATITTCATAGATCTICTIITTICT ST T ITATAGGAAGSA
T AR TCARTTGTIGTGAATTTAT I TTCATAGATCTICTTITICTSITTTATAGGAAGSS
ITAAATCAAITGIIGTGAAIIIAITIICAIAGAICTIL11111L1c111151AGGAAGGA
AT AR T TG TG GAAT T TAT T T TCATAGATCTICT TTTICT ST TITATAGGAAGGA
AR AT AR TTGTIGTGAAT I TAT I I TCATAGATCTICTTTTICTAT T TTATAGGAAGSA
T RRRTCAATTGTIGIGAATTTATITICATAGATCTIICITITICTICTITTATAGGAAGGE
[TAAAICARTTGTTGIGAAIITATITICRIAGAJL1lL11lllLIcllllﬁIﬁGGARGGA
IIAAAICAAIIGTIGIGAAIIIAIIITCAIAGAICTICIIIIICIAITIIAIAGGAAGGA
T-AATCAATIGTIGIGAAT I TATITTCATAGATCTICTITTICTAT I TTATAGGAAGGA
tI-AAICAAIIGTIGIGAAIITAIIIICAIAGAICITCIIIIICTGITIIAIAGGAAGGA
T AARTCARTTGTIGIGARTITAT I TTCATAGATCTICTITITCTAT T ITATAGGAAGSA
AR TCARTIGTICTGAAT TTAT I TICATAGATCTICTTITICTATITTATAGGARGGE
rI~AAICAAIIGIIGIGAAIIIAITTICAIAGA;L11L11111L1b1111&IAGGAAGGA
AR TCARTIGTICTGAAT T TAT I TICATAGATCTICTITTICTAT I TTATAGGAAGGA
TARATCAATIGTITGIGARTTTATITTCATAGATCTICTTITICTAT I TTATAGGAAGGA
IIAAAICAAIIGIIGIGAAIIIAIIIICAIAGAICIICITIIICTGITITAIAGGAAGGA
IIAAAICAAIIGTIGIGAAIITAIIIICAIABAICTTCIIIITCTGITTIAIAGGAAGGA
T-AAICARTTIGTTGIGAATTTAT I TTICATAGATCTICTITITICIGIIITATAGGAAGGA
rIAAAICAAIIGIIGIGAAIITAIIIICAIAG&ICITCIIIITCTATTIIAIAGGAAGGA
[TARATCAATIGTTGTGART TTATTTTCATAGATCTICTITTICTATITTATAGGAAGGA
IIAAAICAAIIGIIGTGAAIIIAIIIICBIAGAJL11L11111L1u111151AEGAAGGA
II-AAICAAIIGIIGIGAAITTAIITICAIAGAICTICIITTICTGTTIIAIAGGAAGGA
ITAAAICAAIIGIIGIGAAIIIAIIITCAIAGAICIICTITIICTKITTIAIAGGAAGGA
AT AR TIGTIGIGAAT T TAT I TTCATAGATCTICTITTTCTATIITATAGGAAGGA
TR TCAATIGTIGIGAATTTAT I TTCATAGATCTICTTITICTATITTATAGGAAGGA
AT AR TIGTIGIGAATTTAT I TTCATAGATCTICTIITICTAT ITTATAGGAAGGA
ITARRTCAATIGTIGIGARTTIAT I ITCATAGATCTICTTTTTCTAT I TTATAGGAAGGA
ITAARTCAATTIGTIGIGAATTTAT I TICATAGATCTICTITITCI ST ITTATAGGAAGGA
T ARRTCARTIGITGIGAAT T TAT T TTCATAGATCTICTTTTTCTAT I TTATAGGAAGSA
FIAAAICAAIIGITGIGAAIIIAIIITCAIAGAICIICIITITCIAIIIIAIAGGAAGGA
[T-ARTCARTIGIIGIGARTTTATTITCATAGATCTICTIITICTATITTATAGGARGGA
rTAAAICAAIIGITGIGAAIIIRITTICAIAGAICTTCIITTTCIETIIIhlhﬁGAAEGA
[TARRTCAATTGTIGTGART TTATTITCATAGATCTICTITIICIGITITATAGGARGEA
II-AAICAAIIGIIGIGAAIIIAIIIICAIAGAICIICIIIIICIGIIIIAIA&GAAGGA
IIAAAICAAIIGTIGIGAAIITAIIIICAIAGAICIICIITTICTGITIIAIAGGAASGA
IIAAAICAAIIGITGTGAATIIAIIITCATAGAICTIL11*11L13111131AGGAAGG

ITAAAICAAIIGTIGIGAATITAITITCAIAGAICTICIIIIICTAITTTAIAGGAAGGA
T AARTCARTIGTIGIGAATTTATTITCATAGATCTICTITTITCTAT T TTATAGGAAGEA
II-AAICAAIIGITGTGAAIIIAIITTCAIAGAICTTCIIITTCTGTTTTAIAGGAAGGA
IT-AATCARTTGTTGIGAATTTATI ITCATAGATCTICTTITTICTAT TITATAGGAAGGA
IIAAAICGAIIGTIEIGAAIITATITICAIAEAICTICIIIITCTGTIITAIAEGAAGGA
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PsSo4.abl — | GEAARATTAGAAGAGGTGAATACAATCTTAGCCATICATSACAACTATARACAC GAARTICI
PsS0S.abl — | GGAAAATTAGAAGAGGTGAATACAATCTTAGCCATT CATGACAACTATAAACACGAATICT
Psoz.ap1 — GGAAAAT TAGAAGAGETGAATACAATCT TAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATTCT
Psoz.ar1 — GG AR T TAGAAGAGETGARTACART CTTAGCCATTCATGACAACTATARACACGAATTCT
PsS03.abl — | GGAAARTTAGAAGAGGTGAATACAATCTTAGCCATT CATGACAACTATAARCACGARTICT
PS06.abl — | GGAAAATTAGAAGAGGIGAATACAATCITAGCCATT CATGACAACTATARACACGAATICT
Psol.abl — | GGARAATTAGAAGAGGTGAATACAATCTTAGCCATICAT GACARCTATARACACGAATICT
Pso7.abl — GeARAATTAGAAGAGETGAATACAATCTTAGCCAT ICATGACAACTATAAACACGRATICT
PsS09.abl — | GGAAAATTAGAAGAGGTGAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps10.abl — | GGAAAATTAGAAGAGGTGAATACAATCTT AGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps33.apl — GeAAART TAGAAGAGETGAATACARTCTTAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATTCT
Psi2.abl — | GGARAATTAGAAGAGGIGAATACAATCT TAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
Psiz.ab1i — GGARAATTAGARGAGGTGAATACAATCTTAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
PS14.abl — | GGAARATTAGAAGAGGTGRATACAAT CITAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATTCT
PS1S.abl — | GGAAAATTAGAAGAGGTGAATACAATCTT. AGCCATTCATGACAACTATARACACGAATICT
Psi6.apl — GGAAART TAGAAGAGETGARTACARTCTTAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
Psi17.ap1 — GGARRAT TAGAAGAGGT GAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATARACACGAATICT
Psie.abl — GGAAART TAGAAGAGGTGAATACAATCTTAGCCAT TCATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps21.ab1 — GGARAATTAGARGAGETGAATACAATCT TAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
Psii.ab1 — GGARART TAGAAGAGGTGAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
Psig.ap1 — GGARAATTAGAAGAGETGAATACARTCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps24.ap1 — GGARART TAGARGAGETGAATACAATCTTAGCCAT TCATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps25.ab1 —; | GGAARATTAGAAGAGST GAATACAATCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps2e.ab1 — GGARAR T TAGARGAGETGAATACARTCT TAGCCAT ICATGACAACTATARACACGAATICT
Ps40.ap1 — GGARRAT TAGAAGAGGTGAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps20.ap1 — GGAARATTAGARGAGET G AATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps22.ap1 — GGAARRT TAGARGAGETGAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATTCT
Ps23.ap1 — GGARRATTAGAAGAGETGAATACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATTCT
Ps31.ab1l — | GGAARATTAGAAGAGGT GARTACAATCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATTICT
Ps32.ab1l — | GGAARATTAGARGAGGT GAATACARTCTTAGCCATICATGACARCTATARACACGAATTICT
Ps36.ap1 — | GGRARATTAGAAGAGETGAATACAATCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATTCT
Ps41.ap1 — GGARART TAGAAGAGETGARTACAATCT TAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATICT
PSiz.abl — | GGAARATTAGAAGAGST GAATACARTCTIAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
PsS4s.abl — | GGARAATTAGAAGAGSIGAA ACARTCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGAATICT
PsS27.ab1 —5 | GGARAATTAGAAGAGS GAATACAATCTTAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATTCT
PS34.ac1 — | GGAAAATTAGAAGAGS GAATACARTCTTAGCCATTICATGACAACTATAAACACGAATICT
Ps35.ab1 | GGAARATTAGARGAGGIGAA ACARTCTTAGCCATICATGACARCTATAAACACGAATICT
PS37.ab1 . | GGARAATTAGAAGAGGTGAA ACARTCTTAGCCATICATGACAACTATARACACGAATICT
Ps26.2b1 — | GGARAATTAGAAGAGS GARTACAATCTTAGCCATTCATGACAACTATARACACGARTICT
Ps29.ap1 — | GGAAAAT TAGAAGAGETGAATACAATCTTAGCCATICATGACAACTATARACACGAATICT
PS30.ab1 — | GGAAAATTAGAAGAGGT GAATACARTCTTAGCCATTICATGACAACTATAAACACGAATTICT
Ps3z.ab1 — GGARAATTAGAAGAGGTGAATACARTCT TAGCCAT TCATGACAACTATARACACGAATICT
PS39.ab1 — | GGAAAATTAGAAGAGS GAATACAATCTTAGCCATICATGACAACTATAAACACGARTICT
Psis.ac1l — | GGAAAATIAGAAGAGST GAATACAATCTIAGCCATICATGACARCTATAAACACGAATICT
Psa7.abl — | GGARAAT TRGAAGAGETGARTACARTCTTAGCCATTCATGACAACTATARACACGAATICT
Psdas.ab1 — | GGARAATIAG GAGGIGAATACARTCTTAGCCATTCATGACAACTATAAACACGAATTCT
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1II”TACAA GRIG ”T“TISSG EAAIITATI”“"TACAIAIT GACCCIGATGAA?
auuctacaatgatgactcttgggttgaatttcttqaactagatattgatgaccctgatgaec
nII"T‘"“Ian cn"T"TIGGCII"‘TTInITanA’TAchIAITGAISA::h GATGAAA
ATICTACAA GACTICTIGGGETT SAAIIIATISAA’TACATnIISATCACCCIaAT”“’
nTT’IAHAAI IaA’T”TIGSGIIC AATTTATIGAACTAGATATTGATGACCCTIGATGAAL
ATTCTACAAT AT GACT CTIGEGTIGAATTTAT I GAACTAGATAT I GATCACCCTGATGAAR
ATTCTACAATGATGACTCTTGGGTTGART T TAT TGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAR
ATTCTACRATGATGACT CTIGGGTIGAATTTATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAR
AT T TACARTGATGACTCTIGGGTTGAATTTATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARR
AITCTACAAIGAIGACTCTTGGGTIGAAITTAIIGAACIAGAIAIIGATGA’ CIGATGARA
AT TCTACAR T GATGACTCTIGGGTTGAAT I TATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARR
AT T T ACARTGATGACTCTIGGG T IGAAT ITAT IGAACTAGATATIGATGACCCTIGATGARA
AT TCTACARTGATGACTCITGEGTTGAATTTATTGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAA
RTTCTACAATGATGACTCIIGEGTIGARTTTAT TGAACTAGATATIGATGACCCTSATGARA
ATTCTACAATGATGACTCTIGGETIGAATTTATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARR
ATTCTACAATGATGACTCTIGGGTIGAATTTATTGARCTAGATATIGATCACCCTGATGARD
ATTCTACRATGATGACTCTIGEGTTGAAT TTATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARA
RITCTACARTGATGACTCIIGGETTGARTTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
AT T T ACARTGATGACT CIIGGGETIGART ITATIGAACTAGATATIGATGACCCTIGATGARR
RITCTACRRTGATGACTCTIGGGTIGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
RTTCTACARTGATGACTCTIGGGTIGAATTTATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARR
RTICTACARTGATGACTCTIIGGGTIGAATTTAT TGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARR
ATTCTACAATGATGACTCTIGGGTITGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAR
AT TCTACARTGATGACTCTIGGGTTGARTTTATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAR
ATTCTACARTGATGACTCTIGGGTTGAATTTATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAR
AT TCTACARTGATGACTCTIGGETTGAATTTATTGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAR
AT TCTACAATGATGACT CTIGGGT TGAATTTATTGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAA
RITCTACAATGATGACTCTIGEGTIGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTCATGARR
RTTCTACARIGATGACTICTIGGGTTIGAAT I TATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARA
RTTCTACARTGATGACTCTIGGGTTGAATTTATTGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAD
ARTICTACAATGATGACICTIIGSE ZGITGARTTIATIGARCTAGATATIGATGACCCTGATGAAR
AT TCTACAATGATGACTCTIGEETIGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTCATGANS
ATTCTACARTGATGACTCTIGEGTIGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARR
ATICI&CZAI’ATGACT’TTCC:TTGAAITTaTTGAACTAGATATTGAT~ACC'T’AIGAAA

ATTCTACARTGATGACTCTIGGSTTGART TTATIGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAR
nTICTACAAI“‘IuACT’IIu;; GAATTTATIGAACTAGATATIGA SACC. GATGRAA
ATTCTACARTGATGACTCTIGEGTIGARTTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA

ATICTA"‘IGATEACICTTSGSIIGAAIIIAITGAACTACAIATICAICACCH GATGRAA
AT TR AR T GATGACT CTIGEETIGART TTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
AT TCTACARTGATGACT CTTGEGTIGAAT T TAT IGAACTAGATATIGATGACCCTGATGAAR
AT TCTACAATGATGACTCTIGGGTIGAAT T TATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
ATTCTACARTGATGACTCTIGEGTTGAAT TTATIGAACTAGATATTIGATGACCCTGATGAAR
ATTCTACAATGATGACTCTIGGGTTGAAT T TATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAR
ATTCTACARTGATGACTCTTGGGTIGAATTTATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGARR
ATICTACAAICAICnCICTIGv”IIGAATTTnTTCAACTAeATAITGAICA’C"TSATGAAA
Al TCTACART AT GACTCT TGS TTGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
AITCTACARTGATGACTCTIGGGTIGAAT I TATTGAACTAGATATTGATGACCCTGATGAAA
ATTCTACAATGATGACTCTTGGGTIGAATTTATIGAACTAGATATIGATGACCCTGATGARA
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TCATGARAAGACT GAAGGEETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAATGAYCATGARARATC
tgatgaaaagactgaagggtcagacacagacagacttctgagcaatga-catgaaaaatc:
TeAT AR RGAC T GARGGETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATSAAAAATC:
TGAT G ARARGACTCAAGGETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGARRAA or]
IR T GARARGACT GARGEETCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAA TGATCATCAAAAATC:
TGATGAANAGACT GAAGGETCAGACACAGACASACTICTGAS A GACCAIGAAAARTC:
IGATGARARGACT GAAGGGTCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAR TGATCATGARARATC:
TGATGAAAAGACTGARGGGTCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAR TGATCATGAAAAATC:
TGATGARAAGRCT GARGGETCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAA TGATCATGAARAATC:
IGATGAAARGACT GAAGGETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAR TGATCATGARAARTC:
TR T CARRAGACTGARGECTCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAA TGACCATCAAAAATC
TG AT GARAAGACT GARGEGTCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAA TGATCATGARAAATC:
IGATGARAAGACT GAAGEETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAR TGACCATGARARATC:
IGATGAARAGACTGAAGGCT CAGACACAGACAGACTICTGAGCAR TGATCATGARAAATC:
IGATGARRAGACTGARGGGT CAGACACAGACAGACT TCTGAGCAR TGACCATGARRARTC:
I AT GARRAGACT GAAGEET CAGACACAGACAGACT TCTGAGCAA TEATCATCARARATC:
IGATGARRAGACT GAAGGGETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGAARARTC:
IGRTGARRAGACTGAAGG T CAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TEATCATCARAARTC,
IGATGARRAGACT GAAGEET CAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TGATCATGARARRTC:
IGATGARAAGACTGAAGGCETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAR TGATCATGARRAATC:
IGATGARRAGACTGARGGETCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAR TGATCATGARRARTC:
IGATGARAAGACT GAAGGGTCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAN TGACCATGARARATC:
IGATGARAAGACTGAAGGGETCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAA TGACCATGARARATC:
IGATGARRAGACTGARGGGTCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAR TGATCATGARANATC:
IGRTGARAAGACT GAAGEGTCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAA TGATCATGARAARTC:
IGATGAA AR GACT GAAGGETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGAAAARATC:
IGATGAR A RGACTGARGGGETCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TGATCATGARARATC:
IGATGAAAAGACT GARGGGTCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAA TGACCATGARAAATC:
IGATGARRAGACTGAAGGGTCAGACACAGACAGACTICIGAGCAA TGATCATGAARRATC:
IGATGARARGACTGAAGGGTCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TGACCATGARARATC:
IGATCAAAAGACT GAAGEGTCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAR TGACCATGRAARAATC:
IGATGAARAGACTGANGEETCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TGATCATGARANATC:
TGATGAARAGACTGAAGEGTCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGAANRATC:
IGATGAARAGACTGAAGECTCAGACACAGACAGACTICTGAGCAR TGACCATGAAAAATC:
TGATGARRAGACTGAAGEET CAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGAAAAATC:
IGATGAA A GACTGAAGEETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGARARATC:
IGATGAAAAGACT GARGEGTCAGACACAGACAGACTTCTGAGCAA TGATCATGAAAAATS:
IGRTGARARGACT GARGEETCAGACACAGACAGACT ICTCAGCAA TGATCATGARARATC:
TCATGARRAGACTGAAGEET CAGACRCAGACAGACT ICTGAGCAA TGATCATGARAAAIC,
IGRIGAARAGACTGAARGEETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATGARARATS:
IGATGAAARGACT GAAGEETCAGACACAGACAGACTICIGAGCAA TGATCATGAAARATC:
IGATGARRAGACTGARGGETCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAR TGACCATGAAARATC:
IGATGARARGACTGAAGEETCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGASCATCARARATC:
TGATGARAAGACTGAAGGETCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAA TGATCATGAARAATC;
IGATGARARGACT GAAGEETCAGACACAGACAGACT TCTGAGCAA TGATCATGARAALTC,
IGAT AR RGACT GAAGECTCAGACACAGACAGACTICTGAGCAA TGATCATCANARATC:
IGATGARAAGACT GAAGEGTCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAATGA T CATGARAAATC:
IGATGARARGACT GAAGGCTCAGACACAGACAGACT ICTGAGCAA TGATCATCAAAAATC:
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ATCACTCAATATCT ITGGGGCARAGCATGAYGACT CTGGGCGTACCAGCTGCTATSAACCT:

" Gorden.1— I

Psod.abl
Psos.ap1
Psos.ap1
Psoz.ar1
Ps03.ab1
Psos.ap1
Pso1.ab1
Pso7.ab1
Ps09.ab1
Psi0.ap1
Ps3s.eb1
Psiz.ap1
Psi3.ab1
Psis.abp1
Psis.ap1
Psi6.an1
Psi7.am
Psie.an1
Ps21i.ab1
Psii.ap1
Psis.ab1
Ps24.2p1
Ps2s.ab1
Ps2e.ap1
Ps40.ap1
Ps20.ab1
Psz2.ap1
Ps23.an1
Ps3i.ap1
Ps3z.an1
Ps36.ap1
Ps41.ap1
Pssz.an1
Psa3.ap1
Ps27.ap1
Ps34.201
Ps3s.arl
Ps3i.ae1
Ps26.a01
Ps29.ap:
P s30.ap1
»s32.ab1
Ps39.ab1
Ps4s.ap1
Ps47.ab1
Psdid.ap:
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atcactcaatatctttgqagcaaaggatga:gactctgggcgtaccaqctgcnatgaacct:
ATCACTCARTATCTTITGGEGECARAGGAT AT GACT CTGGECGTACCAGCTCCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCTTTGGGGCAARGGAT GATGACT CTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT TTGEGGCARAGGAT GATGACTCTGGGCGTACCAGCT GCTATGAACCT!
ATCRCT CAA T AT CT TTGEGECAAAGEATGACGACTCIGGGCETACCAGCT GCTATGARCCT:
ATCACTCARTATCT TTGGGGCARAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGARCCT!
AICACTCARTATCT TTGGEECARRGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGGCARAGGATGATGACT CTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCARTATCTTIGGEGCARAGGATGACGACTCTGGECGTACCAGCTECTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT TTGEGECAAAGGATGAT GACT CTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT TTGGEECAAAGGATGATGACTCTIGGGCGTACCAGCTECTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTTGGEGCAAAGGATGATGACTCTGGECETACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGECARAGGATGATGACT CTGGGCGTACCAGCT GCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT T IGGGGCARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGGCAAAGEATGAT GACTCTGGGCETACCAGCTGCTATGAACCT!
AT ACTCAATATCT TTGGGGCAAAGEATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGARCCT!
ATCACTCARTATCT TIGGGECARAGGATGACGACT CTGEGCGTACTAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCTTIGGEECAARGGAT GACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCARTATCT TTGGGECARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
AT AT AR T AT T T TGEGECAAAGGATGATGACTCIGGGCGTACCAGCTGCTATGARCCT!
ATCACTCARTATCT TIGGGGCARRGGATGACGACTCTGEGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGGCARAGGATGATGACTCTGGGCETACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCRCTCRAATATCTTIGGGGCAAAGGATGATGACTCTGGGCETACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCTTTGGGGCARAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCRCTCRATATCTTIGGGGCARAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGGCAAAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCTS
ATCACTCAATATCTTIIGEGECAAAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTIGGGECAAAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTTTGGGGCARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCT TTGEEECARAGGATGACGACTCTGGECGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCTTTGEEGCAANGGATGACGACTCTGGGCETACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCI TTGGEECARAGGATGACGACTCTGGGCCTACCAGCTGCTATGAACCT!
RTCACTCAATATCTTIGGGECAAAGGATGACGACTCTGGECETACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCRCTCAATATCT TIGGEECARAGGATGATGACTCIGGGCETACCAGCTGCTATGARCCT!
ATCACTCARTATCTTTGGEECAAAGEATGACGACTCTGEGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT T I GEGGCARAGGATGATGACTCTGEECGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAAT AT T TIGEEECARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCARTATCT T IGGGECARAGERATGAT GACTCTIGGGCETACCAGCTGCTATGARCCT!
ATCACTCAATATCTTIGGES GGATGACGACTCTIGGECCTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCRCTCRATATCTTIGEEGCARAGEATGATGACTCIGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT!
ATCACTCAATATCTITGEEECARAGGATGACGACTCTGGGCETACCAGCTGCTATEAACCT.
ATCACTCARTATCTTTGGGECARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCARTATCT TTGGGECARAGGATGATGACT CTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCAATATCTTIGGGECAAAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT
ATCACTCARTATCTTTGGEEECARAGGAT GATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCARTATCTTIGGGGCARAGGATGACGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
ATCACTCAATATCTTIGGEGCARAGGATGATGACTCTGGGCGTACCAGCTGCTATGAACCT:
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TG AACCTGACATICTGGAGECTGAT T ICCATGICAGT GACATGTGCGATGG--TAC:

v Gcrdch.t——-‘r[

Psos.ae1
Ps05.ab1
Psoe.ab1
Psoz.ap1
Pso3.ap1
P s06.a01
Pso1.ab1
Pso7.ab1
Psos.ap1
Psi0.ap1
Ps3s.ae1
Psi2.ap1
Psi3.ap1
Psi4.ap1
Psis.ap1
Psi6.ar1
Psi7.ab1
Psie.ab1
Ps21.ap1
Psii.apt
Psi9.ap1
Ps24.an1
Ps2s.ab1
Ps2e.ap1
Ps40.ap1
Ps20.ap1
Ps22.a01
Ps23.an1
Ps3i.ab1
Ps32.ap1
Ps36.ap1
Psa1.ap1
Pssz.ap1
Ps43.ar:
Ps27.a61
Ps34.ap:
Ps3s.ap1
Ps37.ar1
Ps26.ap1
Ps29.ab1
Ps30.ab1
Ps3s.ab)
P s39.ab1
Ps45.ar1
PSa7.ab:
Ps44.ab:
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-atgaaccrgacattcrggaggcetgatttccatgtcagtgacatgtgcgatgg--tac
AIGARCCTGACATICTGRACES GATTICCATGICAGTGACATGIGCANTSG-TAC
ARIGAACCTGACATICTGEACGCTIGATTICCAT GICAGTIGACATGTIGCAATGSES-TAL
AIGAACCTGACATICTGGAGSCIGAITIC CATGICAGTIGACAIGIGCGATIGE--TAC
ATGAACCTGACATICTGGACGCIGATITICCATGTCRAGT GACRIGIGCAATGEE-TAC
ATGAACCTGACATICTGGAGECTGATTICCATGTCAGTGACATGT GCRATGGE-TAC
RIGARCCTIGACATICTIGGAGGCTGATTICCATGICAGTGACAT GIGCAATGEE-TAC
ATGAACCTGACATICIGGACGCTIGATITICCAIGT CAGTGACATGIGCAATGEINTIAC
AIGAACCTGACATICIGGAGGCIGATTTCCATGICAGT GACATIGIG-GMNIGEITUC
AIGARCCTIGACATICIGGAGGCIGATTICCATGT CAGTGACATGTGCGATEE--TAC
AIGAACCIGACATICIGGAGGCIGATTTCCATGTCAGT GACATGIGCGATGSE--TAC
RIGAACCTGACATICTIGGACGCIGATTTCCATGTCAGT GACARTIGIGCGATGE--TAC
ATGAARCCIGACATICIGGAGGCTGATTICCATGT CAGTGACATIGIGCGATGE--TAC
‘ARIGAACCIGACAIT CIGGACGCTIGATTICCATGICAGTGACATGIGCGATGG--TAC
AIGAACCTGACATICTGGAGECTGATTTCCATGTICAGTGACAT GIGCGATIGE--TAC
AIGAACCTGACATICTGGAGECTGATTICCATGICAGT GACATGIGCGAIGE--TAC
AIGAACCTGACATICTIGGAGGCTGATIICCATGTCAGTGACAT GIGCGAIGG--TAC
ATGARCCTIGACATICTIGEAGGECIGATTICCATET CAGIGACATGIGCEATIGE--TAC
ATGRAACCTIGACATICIGGAGGCTIGATTICCAT GICAGIGACATGIGCGATGG--TAC
AIGAACCTGACATICTIGGAGGCTGATTICCATGTCAGT GACATIGIGCGAIGE--TAC
ATGRACCTGACATICTGGAGGCIGATITCCATGICAGT GACATGIGCGATGG--TAC
‘ATGAACCT GACAHCIGGACGCIGAIITCCAIGICRGTGACAIGTGCGAIGG--IAC'
ATGAACCTGACATICTGGAGGCTIGATITCCATGTCAGT. GACATGIGCGATGG--TAC
ATGAACCIGACATICIGGAGGCTIGATTITCCATGICAGT GACATGIGCGATGG--TAC
ATGAACCTGACATICTGGAGECTGATITICCATGT CAGTIGACATGIGCGATGG--TAC
ATGARCCTIGACATICIGGACGCTGATTICCATGICAGT GACATGIGCGATIGG--TAC
ATGRACCTIGACATICTIGGAGGCTGATTTCCATIGT CAGTIGACATGTGCGATGG--TAC
ATGARCCIGACATICIGGAGGCIGATTTICCAT GICAGTGACATGIGCGATGG--TAC
ATGARCCTGACATICIGGACGCTIGATITCCATGICAGTGACATET GCGATGG--TAC
ATGAACCTIGACATICIGGAGGCTGATITCCATGTCAGTGACAT GIZCGATGG--TAC
ATGAACCTGACATICTIGGAGGCTGATTTCCATGT CAGTGACAIGIGCGATGG--TAC
ATGAACCTGACATTICTGGAGGCTIGATTTCCATSTCAGT GACATGTGCGATGG--TAC
ATGAACCTGACATICIGGAGGCTGATTICCATCICAGT! GACATGIGCGAIGG--TAC
AIGAACCIGACATICIGGAGGCTIGATITCCATIGTCAGT GACATGIGCGATGG--TAC
ATGRACCTIGACATTICTGEAGECTGATTTCCATGICAGT GACATGIGCGATGE--TAC
ATGARCCTGACATICTIGEAGGCIGATITCCATSTCAGT GACAIGIGCGATGG--TAC
AIGAACCTGACATICIGEAGGCT GRITICCAIGTICAGTGACATGIGCGATIGE--TAC
‘RIGAACCIGACATICIGRAGSCT GARITICCAIGICAGIGACAIGIGCGAIGE--TAC
ATGARCCTGACATICIGGAGECTGATIICCATGTCACT GACAIGIGCGATGG--TAC
AIGARCCTGACATICTI GEAGECTIGATITCCATGTICAGTGACAT GIGCGAIGG--TAC
ATGAACCTGACATICIGGAGGCIGATIIIC CAIGTCAGIGACATGIGCGATGG--TACC
ATGARCCTIGACATICTIGGAGSECIGATTTICCATST CAGIGACATIGTIGCGATGE--TACS
ATGAACCTGACATICIGGAGECT GATTICCATGICAGIGACATGIGCGATGG--TACE
ATGAACCTGACATICTGRAGECTIGATTTCCATGT CAGIGACATGIGCGATGG--TACC
ATGAACCTGACATICTGGAGGCTIGATITCCAT GICAGIGACATGTGCGATGG--TACC
ARIGRACCTGACATICIGGAGECIGATITCCATGTCAGT GACATIGIGCGATGG--TACL
ATGARCCTGACATTCTIGGAGECIGATITICCATGT CAGTGACATGTIGCGATGE--TACC
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Lampiran 3 : Hasil Isolasi DNA
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Lampiran 4 : Hasil amplifikasi
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