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IDENTIFIKASI KERAGAMAN GEN INSULIN-LIKE GROWTH
%ACTOR-l PADA SAPI KUANTAN MENGGUNAKAN METODE
PCR-RFLP

Imam Wahyudi (11780115237)
Dibawah bimbingan Hidayati dan Zumarni

INTISARI

llw e}dio e

= Sapi kuantan merupakan sumber daya genetik sapi lokal Provinsi Riau
yang- harus dilestarikan dan ditingkatkan mutu genetiknya melalui program
seleksi. Salah satu upaya yang dapat dilakukan adalah melalui eksplorasi
keragaman genetik gen-gen pertumbuhan, salah satunya adalah gen Insulin Like
Grog/th Factor-1. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui keragaman gen IGF-
1 pada populasi sapi kuantan di Kecamatan Rakit Kulim, Kabupaten Indragiri
Hul® dengan metode PCR- RFLP menggunakan enzim Mbo II, mengetahui
frekdbnsi gen, frekuensi genotipe nilai heterozigositas observasi, serta
kes@imbangan Hardy Weinberg Penelitian ini telah dilakukan Februari-Mei, 2021
di Laboratorium Reproduksi dan Pemuliaan Fakultas Pertanian dan Peternakan
UIN Suska Riau. Penelitian ini menggunakan 25 sampel sapi Kuantan dewasa, 20
betina dan 5 jantan. Primer yang digunakan yaitu primer forward 5°CTG AGG
AGG CTG GAG ATG’3 dan primer reverse 5’CCA GAA GTC TAT GAG
GGT ATG’3 menghasilkan fragmen gen IGF-1 sepanjang 225 bp. Kondisi mesin
PCR terdiri dari 95°C pradenaturasi selama 5 menit, denaturasi 94°C selama 15
detik, annealing 56°C selama 45 detik, ekstensi 72°C selama 1 menit dan ekstensi
akhir 72°C selama 10 menit. Keragaman genetik pada IGF-1 dideteksi
menggunakan enzim retriksi Mboll pada suhu inkubasi 37°C selama 16 jam. Hasil
penelitian menunjukkan gen IGF-1 lokus Mboll pada sapi kuantan bersifat
polimorfik karena ditemukan dua genotipe yaitu AA dan AC dengan frekuensi
AAH0,24) dan AC (0,76). Nilai frekuensi gen pada sapi kuantan gen A (0,62)
Iebiﬁ;tinggi dari alel C (0,38). Nilai heterozigositas observasi (0,76) lebih tinggi
dari;pada nilai heterozigositas harapan (0,48). Frekuensi gen dan frekuensi
genatipe gen IGF-1|Mboll pada populasi sapi kuantan tidak berada dalam
keseéimbangan Hardy-Weinberg dengan nilai chi square 8,825. Kesimpulan
keragaman gen IGF-1/lokus Mboll dapat digunakan sebagai salah satu kandidat
pen@da genetik untuk sifat-sifat pertumbuhan pada sapi kuantan.

KatéKunci: Gen, IGF-1, Keragaman, Mboll, PCR-RFLP, Pertumbuhan, Sapi

Kuantan,
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IDENTIFICATION OF POLYMORPHISMS OF
ﬁ\ISULIN-LIKE GROWTH FACTOR-1 GENE IN KUANTAN CATTLE
USING PCR-RFLP METHOD

Imam Wahyudi (11780115237)
Under Supervision Hidayati and Zumarni

ABSTRACT

N A!iw eydio ye

Kuantan cattle are a genetic resource for local cattle in Riau Province
thatzmust be preserved and their genetic quality improved through a selection
progsam. One of the efforts that can be done is by exploring the genetic diversity
of growth genes, one of which is the Insulin Like Growth Factor-1 gene. This
study- aims to determine the diversity of the IGF-1 gene in the population of
Kuatitan cattle in Rakit Kulim District, Indragiri Hulu Regency using the PCR-
RFLP method using the Mbo 11 enzyme, determine gene frequency, genotype
freqﬁency, observed heterozygosity value, and Hardy Weinberg equilibrium. This
research was done February-May, 2021 at the Reproduction and Breeding
Laboratory, Faculty of Agriculture and Animal Science, UIN Suska Riau. The
material used 25 samples of adult kuantan cattle, 20 females and 5 males. The
primers used were forward primer 5'CTG AGG AGG CTG GAG ATG'3 and
reverse primer 5’CCA GAA GTC TAT GAG GGT ATG'3 produced fragments
along 225 bp of IGF-1 gene. The PCR amplification consisted of predenaturation
95°C for 5 minutes, denaturation 94°C for 15 seconds, annealing 56°C for 45
seconds, 72°C extension for 1 minute and final extension 72°C for 10 minutes.
Genetic polymorphisms in IGF-1 gene was detected using the restriction enzyme
Mboll at 37°C incubation temperature for 16 hours. The results showed that the
IGF-1 gene locus Mboll in Kuantan cattle was polymorphic because two
gendtypes were found, namely AA and AC with frequencies of AA (0.24) and AC
(0.7%). The value of the gene frequency in gene A (0.62) was higher than the C
allelug (0.38). The observed heterozygosity value (0.76) was higher than the
expegted heterozygosity value (0.48). The gene frequency and the genotype
freqBency of the IGF-1|Mboll gene in the kuantan cattle population weren’t in
Hardy-Weinberg equilibrium with a chi square value of 8.825. Conclusion
polymorphims of IGF-1 gene locus Mboll can be used as a candidate marker
assisted selection for growth traits in kuantan cattle.
(¢°]

ﬂ
Key.i‘.’;words: Gene, Growth, IGF-1, Mbo II, Kuantan cattle, PCR-RFLP,
Polymorphisms
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A

QO
1.1 :Latar Belakang

- Indonesia dikenal sebagai salah satu negara yang memiliki
keagékaragaman sumber daya genetik ternak lokal, salah satunya yaitu ternak
sapi—Beberapa bangsa sapi lokal yang telah dikenal di Indonesia antara lain sapi
acel&sapl pesisir, sapi PO, sapi sumba ongole, sapi jabres, sapi sumbawa, sapi
acehzsapi madura dan sapi bali (Ditjenpkh, 2015). Provinsi Riau juga memiliki

sapi‘c’l’okal yang dikenal dengan nama sapi kuantan. Berdasarkan garis keturunan
induk asal usul sapi kuantan adalah dari Bos Indicus, sama halnya seperti sapi
pesi;;jr (Hidayati et al., 2016).

g Sapi kuantan ditetapkan sebagai rumpun sapi lokal Indonesia berdasarkan
SK Menteri Pertanian No 1052/kpts/SR.120/10/2014. Sapi kuantan dibudidayakan
masyarakat sepanjang aliran sungai kuantan secara semi intensif dan ekstensif.
Keberadaan sapi kuantan ini diduga sudah ratusan tahun, dengan demikian sapi
kuantan juga merupakan sumber daya genetik. Seperti halnya sapi lokal lain sapi
kuantan dapat dikembangkan untuk peningkatan populasi sapi lokal Indonesia.
Upaya untuk mempertahankan ternak lokal di suatu daerah perlu dilakukan karena
ternak-ternak tersebut telah beradaptasi dengan keadaan lingkungan setempat
den@n baik, baik terhadap pakan yang bernilai gizi rendah maupun penyakit di
dae@h tropis (Abdullah et al., 2007).

% Chamdi (2005) menyatakan bahwa ukuran tubuh merupakan tolak ukur
untLE@ menilai produksi dan reproduksi ternak. Hasil penelitian Misrianti dkk.
(20@) mengenai morfometrik sapi kuantan jantan dan betina dewasa (umur 18-24
bulgfl) adalah sebagai berikut: ukuran rataan panjang badan jantan (85,67 cm)
betiah (96,28 cm), lingkar dada jantan (108,33 cm) betina (120,71 cm), dalam
dadzjantan (33,00 cm) betina (43,28 cm), dan tinggi pundak jantan (91,67 cm)
betiga (96,57 cm). Soeparno (2005) menyatakan bahwa steroid kelamin terlibat
dalag‘n pengaturan pertumbuhan dan terutama bertanggung jawab atas perbedaan

kon\tgosisi tubuh antara jenis kelamin jantan dan betina.

e

_ Peningkatan kualitas maupun kuantitas genetik terutama pertumbuhan

J

maupun produksi daging akan lebih tepat bila dilakukan melalui seleksi yang

nerny wise



NSNS NIN

NV v

%

‘nery eysng NiN uizi eduey undede ynjuaq wejep Iul sijn} eAley yninjas neje ueibegas yeAueqiadwaw uep ueywnwnbuaw Buele|iq ‘g

It

=

=0

‘nery eysng NiN Jefem Buek uebunuaday ueyibniaw yepn uediynbuad 'q

"yejesew njens uenelun neje iUy uesinuad ‘uesode| ueunsnAuad ‘yeiw| eAiey uesinuad ‘uenijpuad ‘ueyipipuad uebunuaday ynun eAuey uediynbuad ‘e

)

LY

c

£

:Jaquins ueyjngakusw uep ueywnjuesusw edue) jul sin) eAJey yninjes neje ueibeqes diynbusw Buele|iq |

gtida% hanya berdasarkan pada penampakan luar (fenotip), namun juga

gdikonl)nbinasikan dengan seleksi langsung tingkat DNA (genotipe) yang
g‘mer?gkodekan fenotip yang ingin diperbaiki kualitasnya. Apabila seleksi
(@]

o
5 dilakiikan secara konvensional, akan memerlukan waktu lebih lama dengan biaya

1Bunp

tingi karena harus menunggu kelahiran generasi cukup lama. introduksi dengan
teknalogi marker pada seleksi genetik ternak dapat meningkatkan produktivitas

Buepun

tern%. Untuk melakukan seleksi secara genotipe perlu diketahui keragaman

genelik yang terdapat pada ternak yang akan diseleksi.

Buepun

‘C” Variasi genetik (polimorfisme) pada lokus-lokus gen merupakan hal yang
sané%t penting, karena variasi tersebut menentukan produktivitas dari suatu
pop;:ﬁasi yang dapat membantu dalam peningkatan mutu genetik dari populasi
terngk tersebut. Untuk meningkatkan mutu genetik sapi lokal perlu dilakukan
identifikasi keragaman gen-gen pertumbuhan yang berpengaruh terhadap
pertumbuhan ternak. Hidayati dan Saragih (2020), melaporkan bahwa gen GH
lokus Alul pada sapi kuantan bersifat monomorfik sehingga perlu dilakukan
eksplorasi pada gen-gen pertumbuhan lainnya.

Salah satu gen yang diduga kuat terkait dengan pertumbuhan adalah gen
Insulinlike growth factor-1 (IGF-1) (Hartman, 2000). Gen-gen lain yang juga
berpengaruh terhadap pertumbuhan diantaranya yaitu gen Growth Hormone (GH),
Sont&totropin Releasing-Inhibitor Factor (SRIF) (Anderson et al., 2004), dan gen
Pitu%ary Specific Positive Transcription Factor 1 (PIT-1) (Brunsch et al., 2002).

f; Nama Insulin-like growth factors diberikan kepada molekul ini karena
adargla persamaan struktur dengan hormon insulin. IGF-I berperan dalam
bertggai proses metabolisme di dalam tubuh ternak. Insulin-like growth factor-I
(IGE:I) adalah suatu polipeptida yang meningkatkan perkembangbiakan sel
(Sv@)oda dan Van Wyk, 1983) dan pengambilan gula oleh sel (Poggi et al.,
197@. IGF1 adalah mediator berbagai pengaruh biologi, misalnya, meningkatkan
pengrapan glukosa, merangsang myogenesis, menghambat apoptosis,
berpartisipasi dalam aktivasi genetik siklus sel, meningkatkan sintesis lipid,
merEﬁlgsang produksi progesteron dalam sel granular, dan intervensi dalam
sinté}s.is DNA, protein, RNA, dan dalam proliferasi sel (Etherton, 2004)

=
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r 5 Beberapa peneliti telah melaporkan korelasi antara konsentrasi IGF-I
Q
=

odengan berbagai sifat kuantitatif, diantaranya adalah berat sapih, berat pascasapih
E(Da‘ﬁs dan Simmen, 1997), laju pertumbuhan pada babi (Buonomo et al., 1987),
gpert@mbuhan janin pada domba (Gluckman et al., 1983), ukuran tubuh, berat
“g:. janif, total berat placental, dan berat kelenjar susu pada tikus (Kroonsberg et al.,
3 198% dan dengan pertumbuhan pada manusia (Merimee et al., 1982). Gen IGF-1

uepun |

@ sapl’ferletak pada kromosom 5, terdiri dari 6 ekson dan 5 intron (Rotwein, 2017).

— Salah satu metode mengidentifikasi keragaman gen adalah menggunakan

Buepun-

Polﬂherase Chain Reaction Restriction Fragmen Length Polymorphism (PCR-
RFL‘;’P) yang memiliki tingkat polimorfisme yang tinggi dan secara luas telah
diglf@akan untuk mendapatkkan gambaran populasi genetik dan juga
me@.identifikasi gen-gen yang mengkode sifat-sifat yang penting (Montaldo and
Herrera, 1998). Teknik ini semakin intensif digunakan sebagai penciri genetik
karena memiliki beberapa keunggulan diantaranya untuk memperbanyak DNA
secara cepat dengan memakai Polymerase Chain Reaction (PCR) dan
polimorfisme fragmennya dilakukan dengan enzim restriksi, sehingga mampu
mengidentifikasi genotipe secara jelas. Belum adanya informasi mengenai
keragaman gen IGF-1 pada sapi lokal khususnya sapi kuantan menjadi dasar

penelitian ini dilakukan.

jels

1.2 @ Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

TUe[S|

1. Mengetahui keragaman genetik gen Insulin Like Growth Factor-1 pada ternak

fl

sapi kuantan menggunakan metode PCR-RFLP dengan menggunakan enzim
<

festriksi Mboll.

w

2. ‘;N?Iengetahui frekuensi gen, frekuensi genotipe gen IGF-1 lokus Mboll pada

sapi kuantan.
=
3. E’Ienghitung nilai heterozigositas harapan, heterozigositas observasi, serta

@setimbangan Hardy Weinberg dari gen IGF-1 lokusi Mboll pada sapi

kuantan.
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1.3 ©Manfaat Penelitian

T Diharapkan hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai salah satu

QO
infofmasi dasar untuk menemukan Marker Asisted Selection (MAS) sebagai dasar

w

(@]
eleksi ternak sapi kuantan dalam rangka peningkatan kualitas mutu bibit sapi

. uaﬁg’tan dimasa yang akan datang.

=
i

ZHipotesis Penelitian

— Hipotesis dari penelitian ini adalah ditemukannya:

@)
Bitemukannya keragaman genetik gen IGF-1 lokus Mboll pada sapi kuantan.

Buepun-6uepun 1Bunpuijiqg e3dio yeH
=

=

e
2. f%ilai frekuensi gen dan frekuensi genotipe pada gen IGF-1 lokus Mboll pada
gapi kuantan berada pada kesetimbangan Hardy Weinberg.
c

3. Nilai heterozigositas observasi sapi kuantan lebih tinggi daripada nilai

heterozigositas Harapan dan nilai heterozigositas Nei.
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Bue

Il.  TINJAUAN PUSTAKA

2.1

O 4eH @

Bangsa Sapi Potong
- Bangsa (breed) sapi adalah sekumpulan ternak dalam satu spesies yang

}

merﬁgﬁliki karakteristik tertentu yang sama, Sehingga dapat dibedakan satu dengan
lainoya dimana karakteristik yang dimiliki dapat diturunkan ke generasi
beri@tnya (Praptomo dan Dwi, 2010). Sapi potong merupakan salah satu sumber
daya=penghasil bahan pangan berupa daging yang memiliki nilai ekonomi tinggi.
danccﬂasil ikutan lainnya seperti pupuk kandang, kulit dan tulang (Wahyono dan
Har&"anto, 2004).

Q;j; Menurut Winaya (2010) secara umum susunan genetik sapi-sapi potong
Ind@esia merupakan campuran genetik dari banteng (Bos javanicus), Bos indicus
dan Bos taurus. Sapi-sapi asli di Malaya, Kalimantan, Sumatera dan Jawa
merupakan keturunan dari persilangan antara tipe Bos taurus dan Bos indicus
(Williamson dan Payne, 1993). Natasasmita dan Mudikdjo (1985) menjelaskan
bahwa sapi potong lokal merupakan bangsa sapi yang sudah beradaptasi baik
dalam kurun waktu yang lama di Indonesia seperti sapi bali, sapi Peranakan
Ongole (PO), sapi Madura, sapi Jawa, dan sapi Aceh.

Bangsa sapi mempunyai klasifikasi taksonomi sebagai berikut: Phylum:
Choni‘;ﬂata, Subphylum: Vertebrata, Class: Mamalia, Sub class: Theria, Infra class:
Eut@ria, Ordo: Artiodactyla, Sub ordo: Ruminantia, Infra ordo: Pecora, Famili:
BovE}ae, Genus: Bos (cattle), Group: Taurinae Spesies: Bos taurus (sapi eropa),
Bos?jndicus (sapi india/sapi zebu), Bos sondaicus (banteng/sapi bali) (Blakely
dkk$1991)

Menurut Sugeng dan Sudarmono (2008), sapi dapat digolongkan menjadi

83

FSIIAT

tigakelompok, yaitu :

=

Bos indicus (Zebu atau sapi berkelompok) inilah yang sekarang
berkembang di India, dan akhirnya sebagian menyebar di berbagai negara.

Terutama di daerah tropis seperti Asia Tenggara, termasuk Indonesia

DS
nery wisey] JureAg uejng jo £}

Bos taurus adalah bangsa sapi yang menurunkan bangsa-bangsa sapi
potong dan perah di Eropa. Golongan ini akhirnya menyebar ke berbagai

penjuru dunia, terutama Amerika, Australia dan Selandia Baru. Keturunan
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Bos taurus diternakkan dan dikembangkan di Indonesia, yaitu sapi
Aberden Angus, Hereford, Shorthorn, Charolais, Simental dan Limousin.

w

NYI1w e}dido yeH o

Bos sondaicus merupakan bangsa asli sapi potong Indonesia. Sapi yang
saat ini merupakan keturunan banteng (Bos bibos/Bos banteng). Saat ini,
keturunanya sapi ini dikenal dengan nama sapi bali, sapi madura, sapi
pesisir dan sapi lokal lainya.

Sapi lokal ini termasuk ke dalam rumpun bangsa Zebu dengan
karalteristik punuk diatas pangkal leher, telinga lebar, kulit kendur, dan berembun
padg’moncongnya (Gunawan, 2013). Menurut Priyanto dkk. (2015), sapi lokal
mer‘fuoakan salah satu andalan untuk memenuhi kebutuhan daging dalam negeri,
mes%pun tingkat produktivitas dan kualitas dagingnya relatif rendah.

QO
=

2.2 Sapi Kuantan

Indonesia terkenal dengan berbagai rumpun dan sumber sapi lokal.
Berdasarkan laporan Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Provinsi Riau
(2011), Provinsi Riau juga mempunyai jenis rumpun sapi lokal yaitu sapi kuantan.
Sapi kuantan terdapat di Kabupaten Indragiri Hulu dan Kabupaten Kuantan
Singingi. Populasi sapi kuantan di Kabupaten Indragiri Hulu sebanyak 5.950 ekor,
sedangkan di Kabupaten Kuantan Singingi berjumlah sekitar 2.386 ekor. Populasi
terb&Sar sapi kuantan di Kabupaten Kuantan Singingi terdapat di Kecamatan
Kua%tan Mudik dengan populasi 523 ekor, disusul Kecamatan Kuantan Hilir
dengan 447 ekor, Kecamatan Inuman 453 ekor, Kecamatan Gunung Toar 253
ekog. Kecamatan Singingi Hilir 247 ekor, Kecamatan Cerenti 185 ekor,
Kecginatan Pangean 160 ekor, Kecamatan Kuantan Tengah 60 ekor, Kecamatan
Bengi 39 ekor, Kecamatan Logas Tanah Darat 10 ekor dan Kecamatan Hulu
Kuaitan 9 ekor (Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Provinsi Riau, 2011).

i Menurut Dedi (2013), sapi kuantan merupakan sumber daya genetik
sepé;;ti halnya sapi lokal lainnya yang dapat dikembangkan untuk perbaikan mutu
gengtik sapi lokal Indonesia. Perlindungan terhadap sapi kuantan adalah langkah
yang?harus diambil untuk mencegah dari ancaman kepunahan, dalam mengambil
Ian@gah tersebut perlu dilakukan peningkatan produktivitas (Kepmentan, 2014).

Penﬁgkatan produktivitas sapi lokal di Indonesia dapat dilakukan melalui
<]
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Iperbéikan aspek manajamen pemeliharaan, pakan dan aspek genetik (Mainidar,

N
o
s
£

e

= Janusandi (2013) menyatakan bahwa sifat kualitatif sapi kuantan betina
'yang'berumur lebih dari 2 tahun di Kecamatan Kuantan Hilir memiliki warna
.ramgut paling dominan berwarna putih kecokelatan, tanduk melengkung ke
depan, warna kaki dominan putih, sedangkan untuk sapi kuantan jantan warna

ramgut yang dominan putih kecokelatan, tanduk melengkung ke atas tanduk

pendek dan kecil, warna kaki dominan berwarna putih.
@)
L

2.3 =Pertumbuhan dan Perkembangan Tubuh Ternak.

Q;; Pertumbuhan adalah adanya perubahan bentuk atau ukuran serta
pena;?hpilan seekor ternak yang dapat dinyatakan dengan panjang, volume ataupun
massa dengan satuan berat maupun satuan panjang (Suwiti et al., 2015). Murti
(2002), menyatakan Pertumbuhan dapat diukur berdasarkan pertambahan bobot
badannya. Perkembangan adalah perubahan bentuk ternak yang timbul dari
perbedaan kecepatan pertumbuhan komponen-komponen tubuh seperti saraf,
tulang, otot, dan lemak (Lawrence, 1980). Perkembangan sangat berhubungan
dengan pertumbuhan dimana perkembangan merupakan kemajuan berangsur-
angsur dari kompleksitas yang lebih rendah menjadi kompleksitas yang lebih
tingdi, atau perubahan bentuk dan konformasi badan, maupun perubahan
kerr%mpuan serta komposisi badan (Soeparno, 2009).

f; Pertumbuhan dimulai dari tingkat sel, organ, jaringan, seekor ternak
ma@un populasi ternak sehingga dapat dinilai sebagai peningkatan tinggi,
panghg, ukuran lingkar dan bobot yang terjadi pada seekor ternak muda yang
sehat serta diberi pakan, minum dan mendapat tempat berlindung yang layak
(Ab;ifle et al., 2001). Lawrence dan Fowler (2002), menyatakan pertumbuhan
mef@pakan suatu proses deposisi, pemindahan substansi sel-sel, serta peningaktan
ukut;a;n dan jumlah pada tingkat dan titik berbeda dalam suatu waktu tertentu.
Perttmbuhan dipengaruhi oleh faktor internal dan eksternal, faktor internal yang
paligg dominan mempengaruhi pertumbuhan adalah genetik dan endoktrin atau
sek@g,i hormon sedangkan faktor eksternal yang paling berperan adalah pakan

(Fir%an, 2011). Performan seekor ternak merupakan hasil dari pengaruh faktor
<]
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ketu&man dan pengaruh kumulatif dari faktor lingkungan yang dialami oleh
ternak bersangkutan (Hardjosubroto, 1994).

- Pertumbuhan juga dikontrol oleh hormon, salah satu hormon yang penting
alam mengatur proses pertumbuhan adalah hormon pertumbuhan. Hormon

ertE?mbuhan pada sapi (bovine growth hormone) mempunyai peran utama pada

T Q

=
pertnrnbuhan laktasi dan perkembangan kelenjar susu (Hoj et al., 1993). Pada
2 he Wxn yang sedang tumbuh, hormon pertumbuhan dapat meningkatkan efisiensi
prod£k3|, pengurangan deposisi lemak, dan merangsang pertumbuhan otot
(Regfeldt et al.,, 2000). Selain itu, genetik berupa gen Growth Hormone
wn - - o .-
mergpunyai peranan yang sangat penting dalam pertumbuhan suatu individu,
Q
Khusgsnya pengaturan regulasi pertumbuhan dan metabolisme dari tubuh ternak
(Cafgicella et al., 2003).

2.4 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Pertumbuhan
Pertumbuhan tubuh ternak mempunyai arti yang sangat penting dalam

proses produksi (Sampurna dan Suatha, 2010). Pertumbuhan merupakan suatu
proses yang terjadi pada setiap makhluk hidup dan dapat dimanifestasikan sebagai
tambahan berat organ atau jaringan tubuh seperti otot, tulang dan lemak, urutan
pertumbuhan jaringan tubuh dimulai dari jaringan saraf, kemudian tulang, otot
dan 4erakhir lemak (Lawrence, 1980). Tillman dkk. (1991) menyatakan bahwa
pert%mbuhan mempunyai tahap-tahap cepat dan tahap lambat. Tahap cepat terjadi
seb%um dewasa kelamin dan tahap lambat terjadi pada fase awal dan saat dewasa.

E. Faktor yang mempengaruhi laju pertumbuhan hewan antara lain spesies,
jeni%kelamin, umur dan jumlah makanan yang dikonsumsi (Titus, 1955). Davies
(1982) menyatakan bahwa pertumbuhan dipengaruhi oleh zat-zat makanan,
genéik, jenis kelamin dan hormon.

P

m
2.5 @Hormon Pertumbuhan

Lawrence dan Fowler (2002) menyatakan bahwa pertumbuhan merupakan

uejn

suatth proses deposisi, pemindahan substansi sel-sel, serta peningkatan ukuran dan
S
jumgé}h sel pada tingkat dan titik berbeda dalam suatu waktu tertentu.

Perbﬁnbuhan secara efektif dikontrol oleh hormon dan salah satu hormon yang

nerny wise
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Ipen%\g dalam mengatur proses pertumbuhan adalah hormon pertumbuhan

Q
=

o(growth hormone). Chung et al. (2000) menyatakan bahwa hormon pertumbuhan

D

9
"

=

710}
0

%

E(GH’)‘ bersama-sama dengan hormon Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1)
5 beragran sangat penting dalam mengatur pertumbuhan kelenjar susu dan produksi
su su?’ metabolisme, laktasi, dan komposisi tubuh.

i Growth hormone factor-1/pituitary-specific transcription factor Pit-1 gen
mer&oakan salah satu kandidat gen yang telah teruji sebagai sebagai marker

genelik. Pit-1 merupakan suatu faktor transkripsi spesifik-pituitary yang

6uepun Buepun |6unp

bertghggung jawab terhadap pengembangan pituitary dan ekspresi hormon pada
mammalia (Cohen et al., 1997). Hal ini menunjukkan adanya pengontrolan
tranggripsi terhadap hormon pertumbuhan, prolactin (Nelson et al., 1988;
Ma@alam et al.,1989), thyroid- stimulation hormon, - subunit (Simmons et al.,
1990; Steinfelder et al., 1991), GHRH receptor gen (Lin et al., 1992), dan Pit-1
gen itu sendiri (Rhodes et al., 1993).

2.6 PCR-RFLP
Polymerase Chain Reaction-Restricted Fragment Length Polymorphism

‘nery eysng NiN Jefem Buek uebunuaday ueyibniaw yepn uediynbuad 'q
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(PCR-RFLP) adalah suatu reaksi in vitro untuk menggandakan jumlah molekul
DNA pada target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang
berliﬁmplemen dengan molekul DNA target tersebut melalui bantuan enzim dan
oIigEinukIeotida sebagai primer dalam satu thermocycler (Muladno, 2010). Teknik
ini ffprtama kali dikembangkan oleh Karry Mullis pada tahun 1985. Teknik PCR

dapé-digunakan untuk mengamplifikasi segmen DNA dalam jumlah jutaan kali

:Jaquins ueyjngakusw uep ueywnjuesusw eduej jul Sin} eAIEY Yninjes neje ueibeqes dnnﬁuauu ﬁueJeuQ =l

han@ dalam beberapa jam. Diketemukannya teknik PCR di samping juga teknik-
teknik lain seperti sekuensing DNA, telah merevolusi bidang sains dan teknologi
khugysnya di bidang diagnosa penyakit genetik, kedokteran forensik dan evolusi
mo@mlar (Handoyo dan Rudiretna, 2001).

;U,; Menurut Ekandini (2014), PCR merupakan teknik yang sensitif untuk
mergamplifikasi segmen spesifik pada DNA dengan cepat. Teknik ini dapat

‘nery eysng NiN uizi eduey undede ynjuaq wejep Iul sijn} eAley yninjas neje ueibegas yeAueqiadwaw uep ueywnwnbuaw Buele|iq ‘g

megbentuk milyaran salinan fragmen DNA spesifik atau gen untuk mendeteksi
dan Enengidentifikasi sekuens gen melalui tahapan uji selanjutnya. Setiap uji PCR

L oY
membutuhkan DNA template, primer nukleotida, dan DNA polimerase (Muladno,
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201%. Enzim DNA polimerase penting karena menghubungkan nukleotida yang
terp-h menjadi satu kesatuan untuk membentuk produk PCR. Dalam membuat

sebu’ah alat PCR yang spesifik, efektif dan efisien bagi peneliti maupun klinisi,

o))

spé& yang paling penting adalah melakukan desain pada primer (desain primer).
rm%r adalah molekul oligonukleotida untai tunggal yang terdiri atas sekitar 30
asg_-Desam primer yang tepat adalah salah satu faktor yang paling penting dalam
eberhasnan sekuensing DNA (Ekandini, 2014).

— Proses PCR melibatkan beberapa tahap yaitu: 1) Pra-denaturasi; 2)

WO"U
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Denglurasi yaitu perubahan struktur DNA utas ganda menjadi utas tunggal; 3)
Annﬁaling yaitu penempelan primer pada sekuens DNA komplementer yang akan
dipe;banyak; 4) Pemanjangan primer (extension); 5) Pemantapan (post extension).
(Ha@doyo dan Rudiretna, 2001)

Menurut Fatchiyah dkk. (2011) analisis restriction fragment length
polymorphism (RFLP) adalah salah saftu teknik yang secara luas digunakan untuk
mendeteksi variasi pada tingkat sekuens DNA. Deteksi RFLP dilakukan

berdasarkan adanya kemungkinan untuk membandingkan profil pita-pita yang

‘nery eysng NiN Jefem Buek uebunuaday ueyibniaw yepn uediynbuad 'q
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dihasilkan setelah dilakukan pemotongan oleh enzim restriksi terhadap DNA
target atau individu yang berbeda. Teknik RFLP ini mendeteksi adanya hasil
pemotongan yang berbeda ini dengan elektroforesis. RFLP merupakan metode
yangmempunyai akuransi yang tinggi dan RFLP bersifat kodominan sehingga
dapgf mendeteksi adanya heterozigositas dan tidak diperlukan informasi informasi
sek@ns target, RFLP cocok untuk mengidentifikasi perbedaan pada tingkat
popglasi, spesies, atau individu dan teknik RFLP ini juga merupakan teknik yang
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sedé@ana namun akan lebih sensitif bila menggunakan penanda spesifik untuk
mer@énalisis kesamaan maupun viariabilitas gen-gen (Fatchiyah dkk., 2011).
.‘7’:. Menurut Hidayati dkk. (2016), PCR-RFLP pada prinsipnya adalah suatu

metﬁde penentuan mutasi pada sekuen DNA atau gen target menggunakan
-

}

bantélan enzim restriksi tertentu. Enzim restriksi merupakan enzim yang mampu

merﬁ)tong sekuen DNA pada titik tertentu, atau dikenal dengan istilah titik
=

‘nery eysng NiN uizi eduey undede ynjuaq wejep Iul sijn} eAley yninjas neje ueibegas yeAueqiadwaw uep ueywnwnbuaw Buele|iq ‘g

rek&gnisi, dimana keragaman yang muncul ditampilkan melalui pita-pita yang
terb8ntuk hasil elektroforesis (Hidayati dkk., 2016)

10
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2.7 _Keragaman Genetik

©)

I Identifikasi keragaman genetik dalam suatu populasi digunakan untuk
en‘g’etahw dan melestarikan bangsa-bangsa dalam populasi terkait dengan
en@rl suatu sifat khusus, serta menentukan hubungan antar subpopulasi dapat
|ké’chhw dengan melihat persamaan dan perbedaan frekuensi alel dan genotipe

iantara subpopulasi (Li et al., 2000). Informasi keragaman genetik suatu bangsa

L o o T

karg sangat bermanfaat bagi keamanan dan ketersediaan bahan pangan yang
berkgsinambungan (Blott et al., 1998). Nei dan Kumar (2000) menyatakan bahwa
pongasi dinilai beragam jika memiliki dua atau lebih alel dalam satu lokus
dené’an frekuensi yang cukup (biasanya lebih dari 1%). Hukum Hardy-Weinberg
merglﬂtakan bahwa frekuensi genotipe suatu populasi yang cukup besar tidak akan
beruza.ah dari satu generasi ke generasi lainnya jika tidak ada seleksi, migrasi,
mutasi, dan genetic drift. Keadaan populasi yang demikian disebut dalam keadaan
equilibrium (seimbang) (Noor, 2008). Keragaman genetik dapat digunakan
sebagai parameter dalam mempelajari genetika populasi dan genetika evolusi.
Tingkat keragaman dalam populasi dapat digambarkan dari frekuensi alel.
Frekuensi alel merupakan rasio relatif suatu alel terhadap keseluruhan alel yang
ditemukan dalam satu populasi (Nei dan Kumar, 2000).

Derajat heterozigositas, menurut Nei (1987), merupakan rataan persentase
loku$§ heterozigositas tiap individu atau rataan persentase individu heterozigot
dala??l populasi. Suatu alel dikatakan polimorfik jika memiliki frekuensi alel sama
dengan atau kurang dari 0,99. Hartl dan Clark (1997) menyatakan bahwa
poliilorfisme genetik dalam suatu populasi dapat digunakan dalam menentukan
hubghgan antar subpopulasi yang terfragmentasi dalam suatu spesies. Perhitungan
keragaman genetik dalam populasi secara kuantitatif dapat diperoleh melalui dua
uku@.n keragaman variasi populasi yaitu proporsi lokus polimorfisme dalam
pop@asi dan rata-rata proporsi individu heterozigot dalam setiap lokus (Nei dan
Kurgar, 2000). Keragaman genetik antara subpopulasi dapat diketahui dengan

melﬁat persamaan dan perbedaan frekuensi alel di antara subpopulasi (Li et al.,
=
200@.

0,5 €50%) mengindikasikan rendahnya variasi suatu gen dalam populasi dan jika

Javanmard et al. (2005) menyatakan bahwa nilai heterozigositas di bawah

jure
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Enila'bHo (heterozigositas pengamatan)  lebih rendah dari He (heterozigositas

Qharagxan) maka dapat mengindikasikan adanya proses seleksi yang intensif
E(Tarﬁbasco et al., 2003). Semakin tinggi derajat heterozigositas suatu populasi
2 o

Emal(g' daya tahan hidup populasi tersebut akan semakin tinggi. Seiring dengan

c ~—
@ merfirunnya derajat heterozigositas akibat dari silang dalam dan fragmentasi

un

onpgasi, sebagian besar alel resesif yang bersifat lethal semakin meningkat
frekliensinya (Avise, 1994).

n-bue

2.8 (C”Keragaman Gen Insulin Like Growth Factor-1 (IGF-1)

= Insulin-like growth factors adalah protein pengangkut di (dalam) darah.
Nan;)g Insulin-like growth factors diberikan kepada molekul ini karena persamaan
strug’t-ural dengan hormon insulin. Saat ini, IGF-1 merupakan subjek riset dibidang
peternakan dalam kaitan dengan pengaruhnya terhadap berbagai proses
metabolisme di dalam tubuh. Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) adalah suatu
polipeptida yang meningkatkan perkembangbiakan sel (Svoboda dan Van Wyk,
1983) dan pengambilan gula oleh sel (Poggi et al., 1979). Gen IGF-1 sapi terletak

pada kromosom 5, terdiri dari 6 ekson dan 5 intron (Rotwein, 2017).
b ol

f\_\
e CI\/Z C —
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 \\\ Exon 5 5 Exon 6
gt E domains
Class | transcripts |5_7 poly AmRNA

mRNA -
d EA peptide
Ay 3522
protein W‘\ /
signal peptide \\ mrNA - (KR < oY A "RNA

(48 aa) \ o >"<
v .
<16 NoLS EB peptide
a"’— (KKGK) (77 aa)
; i GBPEY135)
Class |l transcripts / KQ?S 3 KISOEN155(E184
5 MoRFs
mRNa [0 2 | \ xR 7oy ARV
mature IGF-1 "
(70 aa) o EC peptide
protein (40 aa)
signal peptide
(32 aa)
> transcription start site | translation initiation site ® glycosylation site
@ ubiquitination site ;é phosphorylation site < cleavage site

Gamgbar 2.1 Rekonstruksi Struktur Gen IGF-1 (Poreba dan Durzynska, 2020).

Menurut Poreba dan Durzynska (2020), Gen IGF-1 memiliki enam ekson

Juaedg uxg_[ng Jo A3JISI9ATU) dTWR[S] d)e]S

(Gamabar 2.1). Urutan promotor dilokalisasi di ekson 1 dan ekson 2, dan karena ini
V]
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gberi% situs awal transkripsi (panah putus), mereka masing-masing memunculkan
=

otranskrip kelas I dan kelas Il. Transkrip kelas I diterjemahkan ke dalam pra-pro-
O~ s
%prot@in yang mengandung peptida sinyal 48 asam amino (aa), sedangkan transkrip
2 o
S'kelas 1l diterjemahkan menjadi peptida sinyal 22 aa (bagian terminal-N). "Pre"

’ﬁberﬁti keberadaan peptida sinyal, sedangkan "pro™ berarti keberadaan peptida-E.
— Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1) adalah peptida kecil dari 70 asam

1Bunp

ami@ dengan massa molekul 7649 Da (Laron, 2001) yang muncul pada tahap

Buepun

sangat awal dalam evolusi vertebrata dari gen insulin-jenis tetuanya (Chan et al.,
199@3. IGF 1 pertama kali diidentifikasi pada tahun 1950 dan bernama sulphation

Buepun

faktar (Salmon dan Daughaday, 1957). IGF 1 juga dikenal sebagai non-insulin-
supé)ﬁessible (Froesch et al., 1963) dan somatomedin C (Daughaday et al., 1972).
Nanié IGF 1 diadopsi pada tahun 1970 karena kesamaan struktur dengan insulin
dan mempromosikan kegiatan pertumbuhan (Rinderknecht dan Humbel 1976).
Sistem IGF mencakup dua reseptor, enam afinitas tinggi IGF binding protein
(IGFBPs) dan protease IGFBP (Hwa et al.,, 1999). IGF-1 mengerahkan
dampaknya pada proliferasi sel, diferensiasi, dan kelangsungan hidup melalui

reseptor sendiri (Benito et al., 1996;. Vincent dan Feldman, 2002).

Pada vertebrata, insulin-like growth factor-1 (IGF-1) atau gen
somgiomedin memainkan peran kunci dalam berbagai proses fisiologis dan
met@olisme, di mana IGF1 dan hormon pertumbuhan atau somatotropin terlibat
dala&ﬁﬂ poros somatotropik. IGF1 adalah mediator berbagai pengaruh biologi,
misanya, meningkatkan penyerapan glukosa, merangsang myogenesis,
mer@hambat apoptosis, berpartisipasi dalam aktivasi genetik siklus sel,
meningkatkan sintesis lipid, merangsang produksi progesteron dalam sel granular,
danintervensi dalam sintesis DNA, protein, RNA, dan dalam proliferasi sel
(Etherton, 2004).

;U,; IGF-1 terutama diproduksi oleh hati sebagai hormon endokrin, serta dalam
jarifan target parakrin / otokrin. Produksi IGF-1 dirangsang oleh hormon
pertEmbuhan (GH) dan dapat dihambat oleh kekurangan gizi, ketidakpekaan
honﬁpn pertumbuhan, kurangnya reseptor hormon pertumbuhan, atau kegagalan
jalugsinyal pasca reseptor GH hilir, termasuk SHP2 dan STAT5B. Sekitar 98%

13
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dariéGF-l selalu terikat ke salah satu dari 6 protein mengikat (IGF-BP). IGFBP-

e pmteln yang paling berlimpah, menyumbang 80% dari semua yang mengikat

IGF’ﬂGF 1 mengikat ke IGFBP-3 dalam molar rasio 1:1 (Anonim, 2012)

U Menurut Wood (2007), Setelah pengikatan dan aktivasi reseptor hormon
pertE?mbuhan (GH), GH memediasi efeknya dengan mengaktifkan kaskade sinyal
intraseluler yang pada akhirnya mengarah pada sintesis pertumbuhan seperti
|nsu1c in. faktor (IGF)-1, hormon efektor utama pertumbuhan. GH tidak hanya
mergagsang produksi IGF-1 yang bersirkulasi (terutama berasal dari stimulasi
resegior GH) tetapi juga bekerja langsung pada reseptor GH pada jaringan lokal,
sepé@ti: otot dan kondrosit, untuk menginduksi sintesis IGF-1 lokal. Jadi, seperti
aslir;ya disarankan dalam ‘hipotesis somatomedin’, IGF-1 dapat bertindak baik

sebégai klasik hormon endokrin dan secara autokrin/parakrin [1] (Gambar 2.1).

GH memiliki efek yang tidak tergantung pada IGF-1 (efek GH 'langsung’).
Kontribusi relatif dari IGF-1 yang bersirkulasi, IGF-1 lokal, dan Efek GH
‘langsung' pada pertumbuhan longitudinal tetap menjadi bahan perdebatan. Seperti
dibahas di bawah, cacat genetik di beberapa titik di sumbu GH-IGF sekarang telah
diidentifikasi pada subjek dengan ketidakpekaan GH biokimia, memungkinkan
wawasan tentang tindakan GH dan IGF-1 yang kompleks dan saling terkait
(Wood, 2007).

GH

Liver: ‘endocrine’ v
Local effects
il P Ny
;

/

GH 7 K GH 7
_r" Negative
GH receptor §  feedback
\

Intracellular .,"
signaling pathway ’.'

IGFBP-3
Local

Direct eﬁects
' IGF 1
—_—

Clrculatlng
IGF-1

Circulating LINEAR
ternary GROWTH
complex

IGF-1 receptor

Skema diagram GH-IGF-1 axis (Wood, 2007)

.Gambar 2.2. Diagram Mekanisme Gen Insulin Like Growth Factor-1.
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o Diagram skema sumbu GH-IGF-1, dari sekresi GH hingga inisiasi

~—

milik UIN Suska Riau State Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

QO
ke &H ketidakpekaan telah diidentifikasi dalam gen reseptor GH, gen yang

(@)
mengkodekan sinyal molekul STAT5, gen IGF-1 dan gen ALS. IGFBP-3 IGF-

pertumbuhan melalui pengikatan IGF-1 ke reseptor IGF-1. Cacat yang mengarah

merfgikat protein-3; subunit labil asam ALS.

U\/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang

..u. ;J 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
JU... .n.. a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
l/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

unsuscaria 2+ Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



‘nery eysng NiN uizi eduey undede ynjuaq wejep Iul sijn} eAley yninjas neje ueibegas yeAueqiadwaw uep ueywnwnbuaw Buele|iq ‘g

NV VISNS NIN
o0}

‘nery eysng NiN Jefem Buek uebunuaday ueyibniaw yepn uediynbuad 'q

"yejesew njens uenelun neje iUy uesinuad ‘uesode| ueunsnAuad ‘yeiw| eAiey uesinuad ‘uenijpuad ‘ueyipipuad uebunuaday ynun eAuey uediynbuad ‘e

It

b )

Sl

)

:Jaquins ueyjngakusw uep ueywnjuesusw edue) jul sin) eAJey yninjes neje ueibeqes diynbusw Buele|iq |

Buepun-Buepun |6unpu!|!cj eydio yeH

1. MATERI DAN METODE

3.1

19 ¥eH ©

Waktu dan Tempat
o Uji kualitatif DNA, PCR dan identifikasi keragaman menggunakan metode

2}

esﬂ’lcted Fragment Length Polymorphisme (RFLP) menggunakan Enzim Mbo II

|Iak3anakan di Laboratorium Reproduksi dan Pemuliaan Fakultas Pertanian dan

U 2 U

etegakan UIN Suska Riau pada bulan Februari sampai dengan Mei 2021.
Sekgensing dilakukan di First Base Laboratory Malaysia melalui pengiriman
samgél PCR product melalui Genetika Sci.

-~

Q
3.2 mMaterl Penelitian

°’ Materi penelitian ini berupa 25 sampel DNA sapi kuantan yang berasal
dari Kabupaten Indragiri Hulu, terdiri dari 20 sampel DNA betina dan 5 sampel

DNA jantan.

3.3 Bahan dan Alat
Bahan utama yang dibutuhkan yaitu DNA sapi kuantan yang telah melalui

proses isolasi di Laboratorium Pemuliaan dan Genetika Ternak, Fakultas
Peternakan Institut Pertanian Bogor. Selain itu, bahan-bahan lain yang digunakan
untt&? uji kualitatif DNA menggunakan elektroforesis adalah agarose, loading
dye,iadder 50 bp, 1 x TAE (1 M Tris, 0.9 M Asam Borat, 0,01 M EDTA pH 8.0),
pro&lk PCR, dan ethidium bromide. Peralatan yang digunakan untuk
elelénroforesis antara lain gelas ukur, gelas kimia, stirrer, mikro pipet 10 pl dengan
tip @a dan power supply electroforesis dan alat foto UV transiluminator.

= Reaksi PCR dilakukan pada mesin thermocycler menggunakan dream taq
greé}} master mix, primer gen IGF-1 yang digunakan menurut Gui et al. (2018)
yaitE primer forward 5’CTG AGG AGG CTG GAG ATG’3 dan primer reverse
5 ’C§A GAA GTC TAT GAG GGT ATG’3, serta destilated water.

&~ Bahan-bahan yang digunakan untuk Polymerase Chain Reaction-
Reséction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) adalah produk PCR

fragﬁjen gen IGF-1, destilated water, enzim pemotong Mboll serta buffer B.

16
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Peraé)jatan yang digunakan dalam analisis PCR-RFLP antara lain microtube PCR,
mikropipet 10 P, 100 P, dan 200 P beserta tip nya, dan waterbath.
QO

2

3.4 Prosedur Penelitian

Tahapan penelitian dijelaskan pada skema penelitian pada Gambar 3.1.

Uji kualitatif DNA menggunakan elektroforesis
gel agarose

l

Amplifikasi Gen IGF-1 menggunakan metode
PCR

l

Identifikasi Keragaman Gen IGF-1
menggunakan metode PCR-RFLP

l

Sekuensing

l

Analisis Data

Buepun-Buepun 1Bunpuijiq e3di) ey

nely e)Xsng NN Alj1w e

:Jaquins ueyjngakusw uep ueywnjuesusw edue) jul sin) eAJey yninjes neje ueibeqes diynbusw Buele|iq |

Gambar 3.1. Tahapan Penelitian

3.4.T Uji Kualitatif DNA Menggunakan Elektroforesis Gel Agarose

JOHAJISIdATU) DTWIB]S] d)e}S

«» DNA hasil isolasi diuji secara kualitatif dengan cara elektroforesis pada
gel §garose 1,5% selama 30 menit dengan tegangan 100 volt dan visualisasi
den@gn ethidium bromida (EtBr) selama 30 menit. Pengamatan pita yang
terbEntuk dilakukan dibawah sinar UV. Prosedur kerjanya adalah sebagai berikut.

I
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=

é\garose sebanyak 0,53 gram dilarutkan dalam 35 mL larutan buffer 1 x TAE
Tlipanaskan pada suhu 200°C sampai didapatkan larutan bening.

o

% puL Ethidium bromida ditambahkan pada larutan bening, diaduk sampai
gercampur sempurna.

ELrarutan didinginkan sampai 60°C, selanjutnya dituang kedalam pencetak gel.
?S:isir ditempatkan pada tepian gel dan gel dibiarkan mengeras.

o > w

gpabila gel telah mengeras, sisir dicabut sehingga akan terbentuk sumur-

sumur yang digunakan untuk penempatan DNA.

e»

?el ditempatkan di dalam tangki elektroforesis yang mengandung larutan

Buffer 1 x TAE.

7. Q;i;uL loading dye dicampurkan dengan 5uL DNA hasil isolasi, selanjutnya
giisikan kedalam masing-masing sumur, dimulai dari sumur ke 2, 3, 4, ... dan
seterusnya.

8. Pada sumur ke 1 ditempatkan DNA ladder 250 bp.

9. Tangki elektroforesis ditutup dan dialiri arus listrik pada tegangan 100 volt
selama 30 menit.

10. Selanjutnya gel diangkat dan diamati pada gel doc.

11. Keberhasilan isolasi DNA ditandai dengan terbentuknya pita tunggal dan

terletak diatas marker.

%
V)
3.4.2:Amplifikasi Gen IGF-1 Menggunakan Metode PCR
:T Amplifikasi ruas gen IGF-1 dilakukan dengan metode PCR (Polymerase

Cha?;n Reaction). Pereaksi yang digunakan untuk amplifikasi gen IGF-1
mergpakan campuran yang terdiri atas sampel DNA, destilated water, primer
(for\ﬁérd 5°CTG AGG AGG CTG GAG ATG’3 dan reverse 5’CCA GAA GTC
TA‘E;GAG GGT ATG’3). Campuran tersebut kemudian diinkubasi dalam mesin
the@ocycler dengan kondisi suhu pradenaturasi 95°C selama 5 menit, denaturasi
94 “g selama 15 detik, annealing 56°C selama 45 detik, ekstensi 72 °C selama 1
merﬁ}, dan ekstensi akhir 72°C selama 10 menit. Siklus PCR yang digunakan
seb@yak 35 siklus.

18
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3. 4%@Identifikasi Keragaman Gen IGF-1 Menggunakan Metode PCR-RFLP
I Enzim pemotong yang digunakan untuk ruas gen target adalah Mbo II.
Prod’Uk PCR dipindahkan ke tabung 0,5 ml, ditambahkan destilated water 9ul,
‘en zugn Mbo 1l 1ul (0,25 U) serta buffer 10x, dan diinkubasi pada suhu 37°C
elaﬁ‘la 16 jam. setelah itu, suhu dinaikkan ke 65°C selama 20 menit. Visualisasi
a5|trestr|k5| pada gel agarose 2% dengan 1 x TAE pada 100 v selama 30 menit,

Q =

el glwarnal dengan menambahkan 3 pl ethidium bromida sebagai fluorence

menggunakan GelDoc.
)

Buepun-6uepun |6unpu1||c| eydin jeH
w

3.4.4 Analisis Data

;Jj Dengan melihat munculnya pita pada gel agarose serta menghitung
frekéénsi gen, frekuensi genetik, kesetimbangan Hardy Weinberg, heterozigositas
observasi dan heterozigositas harapan. Rumus masing-masing dapat dilihat
berikut ini.
Frequensi Gen (Nei dan Kumar, 2000)

{2n;; 48 )
Keterangan:
o5 = frekuensi gen i

7)) . .
x; § = frekuensi gen j

() . . . ..
Nji = = jumlah sampel dari genotipe ii
Ni; 5 = jumlah sampel dari genotipe ij
N é = jumlah sampel

=

<

()

Freqgiensi Genotipe (Nei dan Kumar, 2000)

1431

Nii
Xii =] ? x 10004

Xjj= E x 100%
N
.. Ny
KI_} = ? x 1']']%
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Ket%angan:
X,, T =frekuensi dari genotipe ii
QO
X, : = frekuensi dari genotipe jj
Xij% = frekuensi dari genotipe ij
=
Kes ;61; mbangan Hardy Weinberg (Nei dan Kumar, 2000)
, S (0-E)
X- —
=z E
o =1
=
1))
—
Ketérangan:
, M .
X= 5 =chisquare test
o ° = jumlahfrekuensi observasi
E = jumlahfrekuensi harapan

Heterozigositas observasi (H,) dan Heterozigositas harapan (He) (Yeh et al.,

1999):

k- q 4 q
Ho=ZWkZXk:‘j He=1—ZWkZkai
k ixj k i

Keté?angan:

o
H, ® = heterozigositas observasi
—

IS

H_ = = heterozigositas observasi

g

W, ukuran populasi relative

X! frekuensi genotipe AiAj, k- populasi

A

JISIdATU ) dTW
I

Analisis frekuensi gen, frekuensi genotipe, nilai heterozigositas dan nilai

0A

kesefcl;)imbangan Hardy Weinberg dihitung menggunakan software popgene (versi
1.32;.}. Hasil sekuensing dianalisis menggunakan program Bioedit (versi 7.2) dan
Meg;é X (versi 10.1).
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0

V. PENUTUP

5.1.dKesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian identifikasi keragaman genetik gen

Fd108H O

Insultn Like Growth Factor - 1 Receptor (IGF-1|Mboll) pada populasi sapi

&8 e

kuamtan, maka dapat diambil beberapa kesimpulan sebagai berikut:

1. '|perolehnya 2 macam genotipe pada sapi kuantan yaitu genotipe AC dengan

ng !l

Eakuensi genotipe sebesar 0,76 dan genotipe homozigot AA dengan frekuensi

Buepun-Buepun 1Bunpuijiq e3did ey

genotipe sebesar 0,24, dan tidak ditemukannya genotipe CC.
w

2. Nilai frekuensi gen pada sapi kuantan gen A sebesar 0,62 lebih tinggi dari alel
@ sebesar 0,38.

O]

3. ﬁeragaman gen IGF-1|Mboll pada populasi sapi kuantan bersifat polimorfik
(beragam) karna nilai heterozigositas observasi (Ho) lebih tinggi dari pada
nilai heterozigositas harapan (He), yaitu (Ho) 0,76 dan (He) 0,48.

4. Frekuensi gen dan frekuensi genotipe gen IGF-1|Mboll pada populasi sapi

kuantan tidak berada dalam keseimbangan Hardy-Weinberg dengan nilai chi

square 8,825.

% Keragaman gen IGF/lokus Mboll dapat digunakan sebagai salah satu

kan@_:’dat penanda genetik pada sapi kuantan.
(¢

5.2.§aran
V)

?_ Berdasarkan kesimpulan yang didapat, maka disarankan untuk
(@]
mergnsosiasikan keragaman genetik pada lokus Mboll dengan sifat-sifat khusus
untLgi mendapatkan Marker Assisted Selection (MAS).
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U\II Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
u_:;mf 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
m.. hm a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
: _ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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Lan&Bi ran 2.

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
1. Dilarang mengutip sebagian atau s

a. Pengutipan hanya untuk kepentitrger—ioor

T

Kode Sampel

PCR
Product,

225 bp

n
Lg

19 20 21 22

18

17

btalte [slamic University of Sultar

s ini tanpa mencantumkan dar
h, penelitian, penulisan karya il

250 bp

150 bp

50 bp

b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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Kode Sampel

PCR
Product,
225 bp

I
>

16

b

24

'
LLLLNARIE

M 23

250 bp
150 bp
50 bp

im Riau

sumber:
nan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
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hasil PCR-RFLP gen IGF-1 pada sapi kuantan
03 04 05 06 07 08 09 10

02

01

158 bp

67 bp

Kode Sampel

menggunakan enzim Mboll. Pada gel agarose 2%, tegangan 100

volt selama 30 menit (kode sampel 01 sampai 25).

1HRIAR

iran 3. Visualisasi

Hak cipta milik UIN]SYyskg Riau
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158 bp

67 bp

Lan&B

Hak Cipta Dilindungi Undang-Un
1. Dilarang mengutip sebagian
a. Pengutipan hanya untuk kg

250 bp

150 bp

50 bp

= IR

rya tulis ini tanpa mencantumkan

didikan, penelitian, penulisan kar

250 bp
150 bp

50 bp

Kode Sampel

.
>

16

AC AC AC AC AC AC AC AA AA AC AC AA AC

Stafe Islamic University of Sulta

kan sumber:

b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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158 bp

67bp

250 bp

150 bp

hsim Riau

50 bp [¢—

usunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
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Lanm¥giran 4.  Analisis Data Penelitian Menggunakan Popgene.

B o o R R R R R S R R R S R R R R S e e

POPULATION GENETIC ANALYSIS

*hkkkhkhhkhkhkkkhkhhkhkhhkhhhkhkhkkhkhhhkhkhkhhhkhhkhhrhihhhkhkhihihikhkhiiiikk

e1d1o yeHD

ate3 2021/10/15 Time : 10:6:25
ataDescription : IGF Sapi Kuantan
-~

(W)

(=

***%*******************************************************************

Single-Population Descriptive Statistics

Fhkdkkhkhhhhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhiik

w
—
QD
poputation ID : 1 population name :none
* Po@ulation : 1 @ Locus : Mboll *
Genotypes Obs. (O) Exp. (E) (O-E)?/E 2*0*Ln(O/E)
(A, A) 6 9.4898 1.2833 -5.5015
(A, B) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(B, B) 0 0.0000 0.0000 0.0000
(A, Q) 19 12.0204 4.0527 17.3977
V)
(B, @3 0 0.0000 0.0000 0.0000
@
C, € 0 3.4898 3.4898 0.0000
z
(=
B
Chi-§quare test for Hardy-Weinberg equilibrium :
Chigquare : 8.825806
Degfee of freedom : 1
Prohability ; 0.002970
Lo 2
w

a
Liketthood ratio test for Hardy-Weinberg equilibrium :
V)

=

G-square : 11.896166
Deg}fﬁae of freedom : 1
Probability :  0.000562

nery wisey
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©
Allele Frequency of population 1 :
©

>

:AIIe_%\ Locus Mboll

1IBunpuijq eydio yeH

Allefé A 0.6200
AlleR® B
Allefe C 0.3800

Buepun-6uepun

BXSNS NIN

Sum%wary Statistics of population 1 :

***ah_jc.*******************************************************************
c
** Summary of Heterozygosity Statistics for All Loci  **

*khkkkkhhhkhkhkhkkhkhhkhkhkkhkhhikhkhkhkkhhrirhkhhhhhkhkhkhhhihhhhhhihhhrihhhhkhihhkhkkhhrihhhhiiiixk

Locus Sample Size Obs_Het Exp_Het*  Nei** Ave Het
Mboll 50 0.7600 0.4808 0.4712 0.4712
Mean 50 0.7600 0.4808 0.4712 0.4712
St. Dev 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
w
Y

—t—— > = == = =——=== = =_—====

53 l\gi's (1973) expected heterozygosity

I

un d

— R e e e e e e e e e e e e —

AIIé@ \ Locus Mboll
Allefe A -0.6129
Alleg B falaiaied
Allele C -0.6129
TOtQZ’ -0.6129
=_—==8 = —==—=====
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UIN SUSKA RIAU

Hasil Sequensing Genotipe AC dan AA.

Lar’%lran 5
Gergtipe AC

40 50

30

GCCAAG TCGG CCGCTCAGTCCGTGC CCCAG CG CCACACCG ACAT

i

2o

G CCCAAGGCTCAG AAGGT AAGCCTGCCAGGGGTGGCGGTG

o)

)

y

)

JIN S

Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang

1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

i

70

110 120 130

100

AGGGTCGGCCAT CTTCG AG AGATCGG AGTTATG AGGCTG A

tate Is

150 160 170

140
AGCCTGTAGCAACTTAGCAGCAGC CAGCATCCG AAG A AGTAAT

y of St

190

180
TCATACCCTCATAGACTTCTGGAG

44

a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.

b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



40
80
120
45

160

30
70

110

20
CCTTCTGAGG AGGCTGG AG ATGTACTGCGCGCCTCTCAAGC
60
150
190

100

140
180

50
CGCCAAGTCGGCCCGCTCAGTCCGTGCCCAGCGCCACACC

GACATGCCCAAGGCTCAGA AGGTAAGCCTGCCAGGGGTGG CG

130

AGGGT CGGCCATCTT CG AGAG AT CGG AGTT ATGAGGCTC

170
GAGC CTGTAGC AACTTAGCAGCAGCA

mL,u.m.. il

lik U =—f Kasim Riau

o
Py
V]
G
)
-
»
i 0
sy
S

c

Gengtipe AA

GT

U.\/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang

..u. :ﬂf 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

JD... .n.. a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
/\h_ b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

unsuscaria 2+ Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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ﬂ\/l Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
u__._;l 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
Mr \m a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
lh_\_n b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

IR E LR 2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



\id Temp: 295°C
Block Temp: s8.9°C
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emain Time: 01h 33m
Step Time: 05m 00s
Proses PCR

me: 10:41 AM R
Pencetakan Gel

Step: 1

ieart Ti

Kegiatan memipet
Proses Pembuatan Gel

© Hak

P\ \ rersity of Sultan Syarif Kasim Riau
— Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
o0y

1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:

Bya

a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.
UIN SUSKA RIAU

2. Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.
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Proses Elektroforesis
Proses memvisualisasikan
Hasil Elektroforesis

Proses RFLP

Proses Persiapan Elektroforesisi

» Islamic University of Sultan Syarif Kasim Riau

U\_._/I Hak Cipta Dilindungi Undang-Undang
{

A A= 1. Dilarang mengutip sebagian atau seluruh karya tulis ini tanpa mencantumkan dan menyebutkan sumber:
Mr \m a. Pengutipan hanya untuk kepentingan pendidikan, penelitian, penulisan karya ilmiah, penyusunan laporan, penulisan kritik atau tinjauan suatu masalah.
l/:\.n b. Pengutipan tidak merugikan kepentingan yang wajar UIN Suska Riau.

unsuscaray 2+ Dilarang mengumumkan dan memperbanyak sebagian atau seluruh karya tulis ini dalam bentuk apapun tanpa izin UIN Suska Riau.



