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IDENTIFIKASI UKURAN SERABUT OTOT SKELETAL DAN SEKUEN
GEN MYOSTATIN (MSTN) PADA KELINCI (Oryctolaguscunniculus)
REX, NEWZEALAND WHITE DAN
AMERICAN FUZZY LOP

ABSTRAK

Kelinci (Oryctolaguscunniculus)RexdanNew Zealand
Whitemerupakankelincipedaging yang  banyakditernakkan di  Indonesia
karenaukurantubuh yang besarsertapertumbuhan yang cukupcepat.
SedangkanjeniskelinciAmerican Fuzzy Loptergolongkelincihias yang
cukupbanyakdipeliharakarenamemilikicirikhasbadankecildantelinga yang
menggantungkebawah. Myostatin (MSTN) termasukkedalam DNA inti yang
merupakan gen  pengontrolpembentukandan  juga  perkembangandaging.
Penelitianinibertujuanuntukmengetahuiadanyaperbedaanukuranserabutototdansek
uen gen MSTN kelinciRex, New Zealand WhitedanAmerican Fuzzy
Lopdenganmetode PCR. Sampel vyang digunakanadalah DNA yang
diperolehdariisolasisampeldarahkelinciRex, New Zealand WhitedanAmerican
Fuzzy  LopmenggunakanQlAamp® DNA  Mini  Kit.  Primer  yang
digunakanpadametode PCR adalahsepasang primer forwarddanreverse. Primer
forward 5’- GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’ danprimer reverse 5’- CAT
CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’. Hasildari proses PCR
dilakukansekuensingmenggunakanmetode Sanger. Sekuen gen danasam amino
tersebutakandianalisamenggunakansoftwareBioedit, NCBI BLAST danlmage
Raster 3.
HasilpenelitianmenunjukkanterdapatperbedaanukuranserabutototkelinciRexsebesa
r 3,91um, New Zealand White 3,45 um, danAmerican Fuzzy Lop 2,59
um.Terdapatperubahansekuen gen Myostatin (MSTN) padakelinciRex, danNew
Zealand Whiteyaitu ¢.351 C>G, ¢.314 G>Adan D>E, R>Q dengandatabase ID:
KX084386.1. Kesimpulanpenelitianiniterdapatmissense
mutationkarenaperubahansalahsatubasa yang menyebabkanperubahanasam amino.

Kata Kunci : Kelinci, MSTN, PCR



IDENTIFICATION SKELETAL MUSCLE FIBER AND MYOSTATIN
(MSTN) GENE SEQUENCE IN RABBIT (Oryctolaguscunniculus)
REX, NEW ZEALAND WHITE AND
AMERICAN FUZZY LOP

ABSTRACT

Rabbits (Oryctolaguscunniculus) Rex and New Zealand White are rabbits
that are widely breed in Indonesia for their meats, because of their large body size
and rapid growth. While American Fuzzy Lop rabbits are usually kept as pets
because they have small body and ear hanging down. Myostatin (MSTN) is one
ofnuclear DNA which is controling the formation and development of
muscle.This study aims to determine the differences in the size of muscle fibers
and sequences of MSTN Rex Rex rabbits, New Zealand White and American
Fuzzy Lop using the PCR method. The sample used was the wholeblood of Rex
rabbit, New Zealand White and American Fuzzy Lop rabbits which DNA is
isolated using the QlAamp® DNA Mini Kit. The primers used in this research are
a pair of forward5'-GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT-3’ and reverse5-GGC
AAG TTG TCT CTC AAG CT-3’. The results of the PCR product will be
sequenced using the Sanger method. The results of these sequences will be
analyzed using Bioedit software, NCBI BLAST, and Image Raster 3. The research
result showed that after histological analysis, there are differences in the skeletal
muscle fibers of Rex rabbit (3,91um), New Zealand White (3,45 pm) and
American Fuzzy Lop (3,45 um). There are also differences in myostatin (MSTN)
gene sequence of Rex Rabbit and New Zealand White (c.351 C>G, ¢.314 G>A
and D>E, R>Q) with database genebank of Oryctolaguscuniculus ID:
KX084386.1. The conclusion of this research is that there is a missense mutation
in myostatin gene of Rex and New Zealand White rabbit, because the change of
one nucleotide base causing changes in amino acids.

Key Words : Rabbit, MSTN, PCR
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 LatarBelakang

Kelincimerupakansalahsatuternak yang
berpotensiuntukdikembangkansebagaipenghasildaging, kulitdanbulu.
Kelincidapatdijadikansebagaiternakalternatifpenyediasumber protein hewani yang
sehatdanberkualitastinggi. Dagingkelincimemilikikadar protein tingoi,
sedangkankandunganlemakdankolesterollebihrendahdibandigkanternak
lain.Keunggulankelincidibandingkanternaklainnyasepertikemampuanpertumbuha
n yang pesatdantingkatreproduksi yang tinggi, pemeliharaan yang lebihmudah,
tidakmembutuhkanlahan yang luas (Nur, 2010).

Terdapatbeberapajeniskelinci yang
khususdipeliharasebagaikelincipedaging.
Kelincipedaginginidicirikanmemilikibobotsekitar 4 hingga 6 kg.

beberapajeniskelinci yang termasukkedalamkelincipedagingantara lain California.

New Zealand, SatindanFlemish Giant.
Selaindimanfaatkansebagaikelincipedagingterdapatbeberapajeniskelinci yang
dapatdimanfaatkansebagaiproduksibulu, kelincijenisiniadalahRexdanAngora.

Beberapakelinci juga digolongkankedalamkelincihiasdiantaranyal.op, Netherland
DwarfdanDutch (Muryantodkk, 2005).

Data DITIENNAK tahun 2012
menyatakanpemenuhandagingkelincipadatahun 2010 sampai 2011 meningkat

71%. Kelinci yang



diproduksisecarakomersialsangatmenguntungkandikarenakandapatmemproduksid
aging yang berkualitasdenganbiayaproduksi yang rendah.
Kecepatanpertumbuhankelincidipengaruhiolehbangsa, umur, jeniskelamin,
bobotsapih, pakandansuhulingkungan.

Identifikasi gen yang terkaitdenganperekonomianpadakelinci sang penting,
karenauntukpeningkatandanpengembangankualitasgenetik. Kemajuanbioteknologi
di bidanggenetikamolekulerdapatdijadikanalternatif ~ yang  sangatefektif,
akuratdanefisienmelaluipencirigenetikberdasarkan gen-gen
fungsionalpengontrolpertumbuhandanproduksidaging. Salah satu gen yang
merupakan gen
utamadanpenentudalampengontrolsifatpertumbuhandanproduksidagingadalah gen
Myostatin. Gen MyostatinatauGrowth Differentiations Factor 8 (GDF8)
merupakansuperfamiliTransforming Growth Factor-p (TGF-B)yang
berfungsisebagai regulator negatifdaripertumbuhanotot skeletal (Ye et al., 2007).

Gen Myostatinsecarakhususdiekspresikanselamaperkembanganembrio,
diekspreksikansecaramenyeluruhpadaotot skeletal
saatdewasadanmengontrolpertumbuhanotot  skeletal.  Analisismolekuler gen
Myostatinpadaspesies yang berbedamenunjukkanbahwa gen tersebutterdiridari 3
eksondan 2 intron,
danmempengaruhijumlahsertakomposisiseratotot.MutasiMyostatindapatmenyebab
kanpeningkatanumlahseratotot (hiperplasia) danpeningkatan volume seratotot

(hipertropi), atausebaliknya. (Jouliaet al., 2003)



Berdasarkanlatarbelakangtersebut,

makapenelitianinidilakukanuntukmengetahuiperbedaanukuranserabut skeletal dan

gen MyostatinpadaKelinci Rex, New Zealand White dan American Fuzzy Lop.

1.2 RumusanMasalah

1.

ApakahterdapatperbedaanukuranserabutototantarakKelinciRex, New
Zealand White dan American Fuzzy Lop ?
Apakahterdapatperbedaansekuen gen Myostatin (MSTN)

padaKelinciRex,New Zealand WhitedanAmerican Fuzzy Lop ?

1.3 BatasanMasalah

Batasanmasalahdaripenelitianiniadalah:

1.

Sampel yang digunakanadalahjaringanototskeletdandarahKelinciRex, New
Zealand White dan American Fuzzy Lop yang
diperolehdaripeternakanKelinci Modern di Kota BatudenganLaikEtik No.
1078-KEP-UB.

Gen DNA MyostatindiisolasidariKelinciRex, New Zealand White dan
American Fuzzy LopmenggunakanQlagenQiaamp DNA Mini Kit.
Amplifikasi gen MyostatinKelinciRex, New Zealand White danAmerican
Fuzzy LopdilakukandenganmetodePolymerase Chain Reaction

(PCR)menggunakansepasang primerForward5’- GGC AAG TTG TCT



CTC AAG CT -3’danReverse5’- CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’
yang di design manual serta di analisadengan IDTDNA Oligoanalyzer. .

4. Metode PCR dilakukandenganmesinSensoQuest Thermocyclerdengan
program: pradenaturasi 94°C selama 2 menit, denaturasi 94°C selama 30
detik, annealing 55,6°C selama 30 detik, extension 72°C selama 1menit,
danpost extension 72°C selama 7menit.

5. Sekuensing DNA dilakukandenganmemilihtigasampelkelinci  yang
terdiridari : 1 KelinciRexjantan, 1 KelinciNew Zealand Whitejantandan 1
KelinciAmerican ~ Fuzzy  Lopjantandenganmetodedideoksi  sanger
berdasarkandye terminator labellingdenganmenggunakansepasang primer
Forward 5’- GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’ danReverse 5’-
CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3'.

6. Pengukuranserabutototskeletdilakukandenganmengambilsampeljaringanot
ot skeletal padabagianpaha,
kemudiandibuatpreparathistologidanpewarnaan Hematoxylin Eosin (HE).

7. Analisa data
dilakukandenganmendeskripsikanperbedaanukuranserabutotot skeletal
dansekuen DNAdanasam amino gen Myostatin (MSTN)KelinciRex, New
Zealand White dan American Fuzzy Lopmenggunakan program Image
Raster 3,BioEdit, danBasic Local Aligment Search Tool (BLAST)dari
NCBI.

1.4 TujuanPenelitian

Tujuandaripenelitianiniadalah :



1. Untukmengetahuiadanyaperbedaanukuranserabutotot
skeletalantaraKelinciRex, New Zealand White dan American Fuzzy Lop.
2. Untukmengetahuiadanyaperbedaansekuen gen  Myostatin ~ (MSTN)

antaraKelinciRex, New Zealand White dan American Fuzzy Lop.

1.5 ManfaatPenelitian
Penelitianinidiharapkanbermanfaatdalammenyediakaninformasigenetiksek

uen gen MyostatinKelincidenganperbedaanukuranserabutotot skeletalKelinciRex,

New Zealand White dan American Fuzzy

Lopdanmeningkatkanproduksidagingkelinci di Indonesia.



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kelinci
2.1.1 Klasifikasi Kelinci

Menurut Damron (2003), Kklasifikasi kelinci secara ilmiah adalah sebagai

berikut:
Kingdom : Animalia
Phylum : Chordata

Sub phylum : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Logomorpha

Famili . Leporidae

Genus : Oryctolagus

Spesies - Oryctolagus cunniculus

Kelinci mempunyai ukuran, kegunaan, warna dan berat yang berbeda-
beda. Berat kelinci saat dewasa sangat bervariasi mulai dari 1,5 kg sampai 7 kg.
Bangsa kelinci yang dijadikan sebagai penghasil daging diantaranya Californian,
Flemish Giant, Satin dan New Zealand, sedangkan kelinci yang dipelihara untuk
menghasilkan kulit dan bulu adalah Rex dan Angora. Kelinci yang biasanya
dipelihara sebagai kelinci hias atau sebagai binatang kesayangan diantaranya

Lyon, Lop, Dutch, Polish (Putra dan Budiana. 2006).



Hasil berbagai persilangan kelinci ras popular di dunia dibagi dalam empat
kategori berdasarkan bobot kelinci yaitu kelinci kerdil, kelinci kecil, kelinci
sedang dan kelinci besar. Kelinci kerdil (dwarf breeds), kelinci jenis ini memiliki
berat dewasa kurang dari 1,75 kg dan kelinci jenis ini biasa dipelihara sebagai
hewan kesayangan. Beberapa jenis kelinci yang tergolong kelinci kerdil adalah
Netherland Dwarf, Britannia Petite, Hotot, Jersey Wooley dan Polandia. Kelinci
kecil (small-sized breeds) merupakan kelinci yang memiliki berat sekitar 1,25 kg
— 2,5 kg. contoh dari jenis kelinci kecil antara lain American Fuzzy Lop, Dutch,
Himalaya, Holland Lop dan Mini Rex. Kelinci sedang (middle-sized breeds),
kelinci kelompok ini ditandai dengan bobot mulai dari 2,25 kg — 3,5 kg.
Kelompok kelinci ini menghasilkan daging dengan tulang yang kecil, kelinci
ukuran sedang merupakan kelinci yang memiliki variasi jenis paling banyak, baik
sebagai kelinci hias maupun sebagai kelinci produksi. Kelinci jenis ini antara lain
Amerika Sable, English Angora, Harlequin, English Lop, Lilac, Rex, New
Zealand, Chincilla dan Tan. Kelinci besar (giant breeds), kelinci ini dapat
memiliki berat sampai 12,5 kg dan biasa dimanfaatkan untuk produksu daging dan
bulu. Kelompok kelinci besar meliputi Giants Spoted, Giants Chincilla, Flemish
Giant dan French Lop(Hustamin, 2006).

Kelinci merupakan ternak yang cocok dipelihara di negara berkembang
sebagai penghasil daging. Keuntungan ternak kelinci yaitu ukuran tubuh yang
kecil sehingga tidak memerlukan banyak ruang, tidak memerlukan biaya yang
besar dalam investasi ternak dan kandang, umur dewasa yang singkat yaitu sekitar

4-5 bulan, masa penggemukan yang singkat (sekitar 2 bulan sejak disapih),



kemampuan berkembang biak yang tinggi. Kelinci sangat cepat
berkembangbiak, induk kelinci dapat beranak hingga 4 kali dalam setahun dan

menghasilkan anak 4-8 ekor anak kelinci (Hendra, 2010).

2.1.2 Kelinci Rex

Kelinci Rex biasanya memiliki ciri khas yaitu pada bulu, bulu dari kelinci
rex halus serta lembut seperti beludru. Kelinci Rex pertama ditemukan pada tahun
1919 di Prancis dan dari keturunan kelinci liar. Kelinci Rex mulai diperkenalkan
pada tahun 1924 pada Paris International Rabbit Show, dan setelah itu kelinci Rex
mulai banyak diimport ke Amerika Serikat. Selain keutamaan budidaya kelinci
Rex sebagai penghasil bulu, kelinci ini juga dibudidayakan sebagai penghasil
daging. Kelinci Rex memiliki bobot dewasa sekitar 4 — 5,5 kg (Busono dan Dini,

2010).

Gambar 2.1. Kelinci rex (Hoffman dan Smith, 2005)

2.1.3 Kelinci New Zealand White



Kelinci New ZealandWhite merupakan kelinci dengan ukuran badan yang
besar dengan berat ukuran tubuh kelinci dewasa mencapai 4,5 — 6 kg. Kelinci ini
sesuai namanya berasal dari New Zealand, dan berkembang di negara Amerika
Serikat dan Australia. Kelinci ini biasa dibudidayakan untuk dimanfaatkan
sebagai kelinci pedaging, dikarenakan ukuran tubuh yang besar serta pertumbuhan
yang cepat. Kelinci New Zealand dapat menghasilkan anak sekitar 10 - 12 ekor
perkelahiran. Secara umum jenis kelinci New Zealand memilik berbagai macam
warna yaitu White, Red dan Black. Jenis New Zealand White merupakan jenis
paling popular, dikarenakan kelinci ini memiliki bulu yang keseluruhan berwarna

putih dan mata berwarna merah (albino) (Busono dan Dini, 2010).

Gambar 2.2. Kelinci new zealand white (Hoffman dan Smith, 2005)

2.1.4 Kelinci American Fuzzy Lop

Kelinci American Fuzzy Lop termasuk kedalam jenis Kelinci Lop. Ciri
khas kelinci jenis ini adalah bentuk kepala yang lebar serta telinga yang
menggantung ke bawah, berbeda dari kelinci pada umumnya mempunyai telinga

yang tegak. Kelinci Lop biasa digunakan sebagai kelinci hias atau hewan
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peliharaan dikarenakan kelinci ini sangat lucu. Kelinci ini memiliki berat tubuh

saat dewasa sekitar 1,5 — 2 kg (Busono dan Dini, 2010).

Py

Gambar 2.3. Kelinciamerican fuzzy lop (Hoffman dan Smith, 2005)

2.2 Gen Myostatin

Myostatin (MSTN) disebut juga GDF8 (Growth Differentiation Factor 8),
merupakan bagian dari superfamili TGF-B (Transforming Growth Factors-p)
yang bertindak sebagai regulator negatif pertumbuhan otot. Gen myostatin secara
khusus diekspresikan selama perkembangan embrio, terekspresi pada level
tertinggi saat dewasa dan mengontrol pertumbuhan otot. Analisis molekuler dari
gen myostatin pada spesies yang berbeda menunjukkan bahwa gen tersebut terdiri
dari tiga exon dan dua intron, serta diketahui mempengaruhi baik jumlah dan

komposisi serat otot (McPherron, 1997).

1F 1R 2F IR 3F IR
Exonl Intron| Exon |l Intron |l Exon Il Ui
373 bp 364 bp 380 bp

Gambar 2.4. Skematik representasi dari gen myostatin kelinci (McPherron, 1997)
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Myostatin berfungsi dengan mengendalikan proliferasi sel-sel precursor
otot. Mutasi myostatin dapat menyebabkan peningkatan masa otot skeletal
dikarenakan peningkatan jumlah serat otot (hiperplasia) dan ketebalan serat otot
(hipertropi). Pada sapi Belgian Blue dan Piedmontese, yang ditandai dengan
peningkatan masa otot (double muscling) terjadi karena mutasi pada urutan
penyandi gen myostatin. Fungsi myostatin sebagai regulator masa otot sangat
berpengaruh (Thomas et al, 2000).

Seperti anggota superfamili TGF-p yang lain, myostatn disintesis sebagai
protein prekursor yang mengandung signal sekuen, penghambat domain N-
terminal propeptida, dan domain C-terminal yang merupakan ligan aktif/mature.
Prekursor mengalami pembelahan proteolitik, foldingdan dimerisasi untuk
membentuk molekul aktif.Setelah proses proteolitik, propeptida tetap terhubung
dengan area C-terminal melalui ikatan non-kovalen dalam kompleks laten
(Zimmers et al, 2002).

Sinyal myostatin beroperasi melalui kompleks heterodimeric reseptor
transmembran serin/treonin kinase, peptide myostatin mature berikatan dengan
salah satu activin tipe Il reseptor (ActRIIB), memulai fosforilasi dan dengan
demikian akan mengaktifkankan co-reseptor tipe | (ALK-4/ALK-5) menyebarkan
sinyal di sepanjang jalur SMAD. Myostatin beraksi melalui reseptor protein
SMAD2 dan SMAD3. SMAD2 dan SMAD3 terfosforilasi membentuk kompleks
heterodimerik dengan mediator umum SMADA4. Aktifasi protein SMAD berfungsi
sebagai kunci mediator intraseluler untuk sinyal myostatin tertranslokasi ke dalam

nucleus, dan mengaktifkan transkripsi gen target melalui interaksi dengan DNA
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dan faktor inti lainnya. SMAD7 merepresi sinyal oleh SMAD lainnya dan

mengatur transkripsi yang diinduksi myostatin.

Precursor

-] Pro-peptide Mature

58
L

[_. I Pro-peptide i Muture
Protealytic
c’f\ \ processing

D Active myostatin Latent complex

EI DD é I Pro-peptide |I|'l|:1m‘¢ |
T

55

|
Proteolyiic cleavage STia
MYO-029 of the pro-peptide L_Pro-pey HM'“’" |
Pro-peptide

Receptor
binding

Receptor
activation

Plasma membrane |

ActR-1IB receptors
Type 1 and 11

Co-activators
Co-repressors
Transcription factors Activated

SMAD
complex

Gene expression

Nucleus

Gambar 2.5. Proses myostatin, sinyal dan intervensi terapeutik (Zimmers et al,
2002).

Ekspresi gen myostatin diatur oleh perkembangan individu. Awalnya,
ekspresi gen myostatin terdeteksi dalam sel-sel prekursor myogenic pada
kompartemen myotome saat perkembangan somit dan ekspresi gen myostatin

dilanjutkan pada fase setelah kelahiran. Myostatin sangat berperan pada semua
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tahapan myogenesis. Kehilangan fungsional myostatin dapat menyebabkan
terjadinya hyperplasia dan hipertrofi dari otot-otot skeletal, karena peningkatan
serat otot dapat mengakibatkan peningkatan proliferasi myoblast dan penundaan
differensiasi. Diketahui bahwa myostatinberperan dalam mengontrol proliferasi

myoblast dan progresi siklus sel (Thomas, 2000).

2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah teknik sintesis serta amplifikasi
DNA secara in vitro. Pada tahun 1985, Karry Mullis pertama Kali
mengembangkan teknik PCR ini. PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi
segmen DNA dengan jumlah banyak hanya beberapa jam, selain itu teknik PCR
juga dapat digunakan untuk sekuensing DNA. PCR biasa dipakai dalam bidang
diagnosa penyakit genetik, evolusi molecular dan kedokteran forensik (Handoyo
dan Rudiretna, 2001).

Konsep dari teknologi PCR adalah terdapat syarat jika bagian tertentu dari
sekuen DNA yang nantinya dilipat gandakan terlebih dahulu diketahui sebelum
dilakukan proses pelipat gandakan. Sekuen yang diketahui tersebut digunakan
untuk menyediakan primer, yaitu sekuen oligonukleotida pendek yang memiliki
fungsi untuk mengawali sintesis rantai DNA pada reaksi beratai polymerase
(Widowati, 2013).

Beberapa komponen penting yang diperlukan dalam proses PCR adalah
templat DNA, sepasang primer yaitu suatu oligonukleotida pendek yang memiliki

urutan nukleotida berkomplementer dengan urutan nukleotida pada DNA templat,
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dNTPs (Deoxynucleotide triphosphates), buffer PCR, magnesium klorida
(MgCl,) dan enzim polymerase DNA (Handoyo dan Rudiretna, 2001).
Proses PCR memiliki tiga tahapan yang terus berulang dalam 30 — 40
siklus, serta berlangsung secara cepat yaitu denaturasi, annealing, extention.
1. Denaturasi

Tahap pertama yang dilakukan adalah denaturasi awal yang
dilakukan sebelum ditambahkan enzim Taqg Polymerase ke dalam tabung
reaksi. Denaturasi DNA adalah proses pembukaan DNA yang memiliki
untai ganda menjadi DNA untai tunggal. Proses pembukaan ini biasanya
akan berlangsung selama 3 menit. Denaturasi yang tidak sempurna akan
menyebabkan DNA tersebut mengalami renaturasi (membentuk DNA
untai ganda kembali) secara cepat, jika proses denaturasi terlalu lama akan
mengakibatkan pengurangan aktifitas enzim Taq Polymerase dan
mengakibatkan gagalnya proses PCR. Enzim Taq Polymerase memiliki
waktu paruh sekitar 2 jam pada suhu 92,5°C, 40 menit pada suhu 95°C dan
5 menit pada suhu 97,5°C (Yusuf, 2010).

2. Annealing (Penempelan Primer)

Proses annealing dilakukan pada suhu 36°C sampai suhu 72°C,
tetapi pada umumnya digunakan suhu 50°C sampai 60°C. Semakin
panjang ukuran primer maka semakin tinggi temperatur yang digunakan.
Proses annealing biasa dilakukan selama 30 — 45 detik. Kriteria primer
yang baik adalah primer yang berukuran 18 — 25 basa, mengandung 50% —

60% G+C. Kedua primer yang digunakan sebaiknya sama, serta sekuens
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DNA dalam masing-masing primer tersebut tidak saling berkomplemen
yang nantinya menyebabkan terbentuk struktur sekunder pada primer dan
akan mengurangi efisiensi PCR (Yusuf, 2010).Melting temperature (Tm)
yang biasa digunakan sekitar 50°C sampai 65°C, Tm primer akan
menentukan pemilihan suhu pada proses annealing (Handoyo dan
Rudiretna, 2001).

Suhu annealing(Ta) yang tinggi dapat menyulitkan terjadinya
terjadinya ikatan primer sehingga menghasilkan produk PCR yang kurang
efisien. Sebaliknya, jika suhu annealing yang digunakan terlalu rendah
dapat menyebabkan primer pada DNA menempel pada tempat yang tidak
spesifik. Ta dapat dihitung menggunakan rumus: (Eling dkk, 2014).

Ta=0,3+ Tm (primer) + Tm (produk) — 14,9
Extention (Pemanjangan Primer)

Pada tahapan ini enzim Taq polymerase akan memulai aktivitas
memperpanjang DNA primer dari ujung 3’. Proses extensi dilakukan pada
suhu 72°C, karena pada suhu tersebut kecepatan penyusunan nukleotida
oleh enzim mencapai 35 — 100 nukleotida/detik dan dipengaruhi oleh
buffer, pH, konsentrasi garam dan molekul DNA target. Produk PCR yang
memiliki panjang sekitar 2000 pasang basa hanya membutuhkan waktu

sekitar 1 menit untuk proses perpanjangan primer (Yusuf, 2010).
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Gambar 2.6. Siklus PCR (Yusuf, 2010)

2.4 Sekuensing DNA

Sekuensing DNA atau pengurutan DNA merupakan proses atau teknik
penentuan urutan basa nukleotida pada fragmen DNA. Sekuensing DNA dapat
dimanfaatkan untuk menentukan identitas maupun fungsi gen atau fragmen DNA
lainnya dengan cara membandingkan sekuens-nya dengan sekuens DNA lain yang
sudah diketahui (Scheffler, 2008). Sekuensing diawali menggunakan proses cycle
sequencing. Cycle sequencing merupakan proses amplifikasi menggunakan
metode PCR untuk memperoleh DNA untai tunggal yang nantinya digunakan
sebagai cetakan (template) untuk proses sekuensing (Sambrook dan Russel,

2001).
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Metode sekuensing DNA yang saat ini lebih sering digunakan dan jauh
lebih praktis adalah metode dideoksi yang di kembangkan oleh A. Sanger. Proses
awal dari metode ini primer pada tahap PCR digunakan secara terpisah, yaitu
hanya menggunakan satu primer saja dan adanya penambahan Di-dioksi-
nukleotida trifosfat (ddNTP) yang diberi label fluorescent. Penambahan ddNTP
akan menghentikan proses polimerisasi, dan basa yang terdapat pada ujung
molekul DNA adalah basa yang dibawa oleh molekul ddNTP. Pewarna yang ada
pada ddNTP akan dapat terdeteksi oleh sensor pada mesin sequencer, karena
warna fluorescent untuk setiap basa berbeda, maka urutan basa pada DNA yang
tidak diketahui dapat ditentukan. Penggunaan metode Sanger akan
memungkinkan pembacaan urutan DNA menggunakan fluorometri (Rinanda,
2011).

Hasil dari sekuensing yang sudah terlihat susunan dari nukleotidanya,
berikutnya dilakukan proses secara online dan sederhana menggunakan BLAST
(Basic Local Aligment Search Tool). BLAST adalah algoritma yang dapat
digunakan untuk membandingkan informasi urutan biologis primer, seperti
nukleotida urutan DNA materi genetic yang telah ada pada Database. Hasil yang
akan muncul berbentuk grafis, tabel dan data skor jika menggunakan BLAST

NCBI (Fatchiyah, 2015).

2.5 Ekspresi Gen
Ekspresi gen myostatin tampak diatur saat masa perkembangan. Pada
awalnya, ekspresi gen myostatin terdeteksi pada sel prekursor myogenic dari

kompartemen myotome somit, dan ekspresi gen akan dilanjutkan saat dewasa. Gen
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myostatin secara eksklusif terekspresi pada otot skeletal. Meskipun peran
fungsional myostatin dalam mengendalikan masa otot telah diatur dengan baik
oleh genetik, mekanisme dimana myostatin mengontrol jumlah serat otot tidak
diketahui. Karena ekspresi myostatin terdeteksi pada somit selama proses
myogenesis embrionik, dan ekspresi tersebut dilanjutkan pada otot setelah
kelahiran, myostatin berpengaruh pada semua tahapan dari myogenesis. Myostatin
secara normal akan menghambat myogenim sehingga myoblast berdiferensiasi
menjadi myotubes, dan myotubes tidak akan berkembang menjadi serat otot.
Hilangnya fungsi myostatin menyebabkan hiperplasia dan hipertropi dari otot
skeletal. Dikarenakan peningkatan serat otot bisa berakibat dari peningkatan
proliferasi myoblast dan penundaan diferensiasi.Myostatin sangat berperan dalam

mengendalikan proliferasi myoblast dan perkembangan siklus sel (Thomas, 2000).

2.6 Otot Skeletal

Secara umum otot skeletal/rangka terdiri dari tiga komponen dasar yaitu
jaringan ikat, jaringan otot dan sistem membran. Banyak sel berbentuk silindris
dengan panjang hingga 30 cm dan memiliki banyak inti dengan diameter 10-100
um. Inti yang lonjong umumnya terdapat pada tepian sel di bawah membran sel.
Lokasi dari inti sel yang khas ini membantu membedakan otot skeletal dari otot
jantung dan otot polos dengan inti yang berada ditengah. Massa serabut yang
menyusun barbagai jenis otot yang tidak berkelompok secara acak namun
tersusun teratur yang dikelilingi oleh epimisium, merupakan suatu selubung otot
luar jaringan ikat padat yang mengelilingi seluruh otot. Septa tipis jaringan ikat

menyusup ke dalam serta mengelilingi berkas serabut di dalam otot disebut
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perimysium. Endomysium merupakan selapis halus jaringan ikat yang
mengelilingiserabut otot. Tersusun dari lamina basal dan serat-serat retikkulin

(Junqueiras, 2007).

Gambar 2.7 Potongan melintang otot skeletal. Endomisium ditunjukkan dengan
simbol En dan perimisium ditunjukkan dengan simbol P.
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BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 KerangkaKonseptual

Perbedaanukuranserabutotot skeletalpadaKelinciRexjantandewasa (umur 1
tahun) denganKelinciNew Zealand Whitejantandewasa (umur 1 tahun) dan juga
KelinciAmerican Fuzzy Lopjantandewasa (umur 1
tahun)dapatditentukanolehekspresi gen Myostatin (MSTN).Sinyal
MSTNberoperasimelaluikomplekheterodimerikdaritransmembranserine/threonine
kinasereseptor, maturemyostatinpeptidberikatandenganactivingtipe 1l reseptor
(ActRIIB) untukmemulaifosforilasi, dengandemikianakanmengaktifkan co-
reseptortipe I (ALK-4/5) menyebarkansinyal di sepanjangjalur
SMAD.Myostatinberikatandengan protein reseptor SMAD2 dan SMAD3 yang
kemudianterfosforilasimembentukkompleksheterodimerikdengan mediator umum
SMAD4. Aktifasi  protein  SMAD4  berfungsisebagaikunci  mediator
intraseluleruntuksinyalmyostatintertranslokasikedalamnukleus,
danmengaktifkantranskripsi gen target melaluiinteraksidengan DNA danfaktor
intilainnya ~ yang  selanjutnya  gen myostatinterekspresi. SMAD7
menekansinyaloleh SMAD lainnyadanmengaturtranskripsi yang
diinduksimyostatin.Ekspresimyostatinakanmengontrol proses myogenesis,
dimanamyostatinakanmenghambatmyogenimdanmenyebabkanmyoblastberdiferen
siasimenjadimyotubesdaninimengakibatkanmyotubestidakdapatberkembangmenja

diseratotot. Jikamyostatinmengalamimutasi, akanmenyebabkanmyoblast
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berpoliferasimenjadimyotubessehinggamyotubesakanberkembangmenjadiseratotot
haltersebut yang mengakibatkanukuranserabutotot skeletal menjadimembesar.
Ekspresi gen MSTNdapatdiketahuimelaluisampeldarah. Gen
MSTNiniberadadalam DNA inti. Sampel DNA
nantinyadiperolehdariisolasidarahmenggunakanQlAamp® DNA Mini
Kit Amplifikasi DNA  secarain  vitrodenganmenggunakanmetode PCR
membutuhkansepasang primer forwarddanreverse. Primer yang
digunakandiperolehdaridatabaseNCBI GeneBank.

3.2 Bagan KerangkaKonseptual

KelinciRex KelinciNew Zealand KelinciAmerican Fuzzy
JantanDewasa WhiteJantanDewasa LopjantanDewasa
(1 Tahun) (1 Tahun) (1 Tahun)
Serabutotot Serabutotot Serabutotot
skeletallebar skeletallebar skeletalkecil
1

—

N /7 A—

- ;e

Mature Myostatin Peptide | ActRIIB

-

SMADpathway

-

Nukleus

-

MSTNterekspresi

L 4

Serabutotot
Myoblast berdifferensiasi » skeletal
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Gambar 3.1. Bagan KerangkaKonseptual

3.3 HipotesisPenelitian
Hipotesispenelitianiniadalah :
1. TerdapatperbedaanukuranserabutototantarakelinciRex, New Zealand White
dan American Fuzzy Lop
2. Terdapatperbedaansekuen gen Myostatin (MSTN) antarakelinciRex, New

Zealand White dan American Fuzzy Lop
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BAB 4 METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Pengambilan sampel darah pada Kelinci Rex, New Zealand White
danAmerican Fuzzy Lopdilakukan di Peternakan Kelinci Modern di Kota Batu.
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya untuk
pemesanan primer, ADD Lab Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya
untuk pelaksanaan metode PCR, Laboratorium Genetika Fakultas Sains dan
Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maliki Ibrahim Malang untuk Uji

kuantitas DNA. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret — April 2019.

4.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu : disposable syringe 1 cc,
standar forceps, sarung tangan, masker, gunting, ice box, kertas label, autoclave -
Bio clave Gnatus 211, micro tube 1,5 mL, micro tube rack 150uL, mikropipet (1-
100uL, 20-200uL, 200-1000uL), labu Erlenmeyer 100mL, timbangan digital,
inkubator, mesin penangas, autoclave Gnatus 12L, mesin vortex, white tip, yellow
tip, blue tip, pipete tube rack, sentrifugator, freezer -20°C, Thermocycler
SensoQuest GmBh, mesin sequencing, komputer, Bio step UV-Transilluminator
DH-40, Implen NanoPhotometer® pearl, Mupid-Exu Electrophoresis dan kamera.

Bahan yang digunakan pada penilitian ini yaitu sampel darahKelinci Rex
jantan dewasa (umur 1 tahun) dengan Kelinci American Fuzzy Lop jantan dewasa

(umur 1 tahun) dan juga Kelinci New Zealand White jantan dewasa (umur 1
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tahun), Qiagen Qiaamp DNA mini Kit, ddH20O, Primer forward dan reverse, PCR

mix (Promega GoTaq® Green Master Mix), DNA Ladder 100 bp dan 1kb, agrosa

1% dan 2%, Promega ble loading dye 6x, etanol 70%, Natrium asetat 3M, Kertas

paraffin, Alumunium foil dan larutan etidium bromide (EtBr).

4.3 Tahapan Penelitian

Penelitian yang dilakukan memiliki beberapa tahapan yaitu:

1.

8.

9.

Pengambilan sampel darah Kelinci Rex jantan dewasa (umur 1
tahun) dengan Kelinci New Zealand Whitejantan dewasa (umur 1
tahun) dan juga Kelinci American Fuzzy Lopjantan dewasa (umur 1
tahun)

Isolasi DNA

Uji Kuantitas dan kualitas DNA

Desain primer

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Uji kuantitas dan kualitas produk PCR

Purifikasi produk PCR

Sekuensing DNA produk PCR

Pembuatan Preparat Hematoxylin Eosin (HE)

10. Pengukuran Serabut Otot Skelet

11. Analisa data
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4.4 Rancangan Penelitian

Penelitian ini  merupakan penelitian  deskriptif, yaitu dengan
mendeskripsikan hasil analisa data. Sebanyak 1 sampel darah Kelinci Rex jantan
dewasa umur 1 tahun, 1 sampel darah Kelinci New Zealand Whitejantan dewasa
umur 1 tahun dan 1 sampel darah Kelinci American Fuzzy Lopjantan dewasa umur
1 tahun sebanyak 1 cc tiap individu. Tahapan selanjutnya dengan pengisolasian
DNA melalui sampel darah tersebut menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit
and Tissue Kit. Hasil isolasi DNA diukur konsentrasinya dengan
nanospektofotometri dan ukuranya dengan elektroforesis gel agarose 1%. Setelah
itu, sampel DNA diamplifikasi dengan PCR menggunakan sepasang primer
Forward (MSTN_F) 5’- GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’ dan
Reverse(MSTN_R) 5°- CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’. Untuk
mengetahui ukuran fragmen dari produk PCR diukur menggunakan elektroforesis
gel agarose 2%. Produk PCR selanjutnya di sekuensing. Hasil dari sekuensing
kemudian dibandingkan menggunakan BLAST pada NCBI, software MEGA versi

7.0 dan software Bioedit.

4.5 Prosedur Kerja
4.5.1 Pemilihan Individu dan Pengambilan Sampel Darah Kelinci

Sampel yang digunakan adalah darah pada kelinci di Peternakan Kelinci
Kota Batu. Terdapat 3 ekor kelinci yang diambil sampel darahnya, yaitu satu ekor
Kelinci Rex jantan dewasa berumur 1 tahun, satu ekor Kelinci New Zealand
Whitejantan dewasa berumur 1 tahun dan satu ekor Kelinci American Fuzzy

Lopjantan dewasa berumur 1 tahun. Sampel darah diambil melalui vena
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auricullaris dengan disposable syringe 3 cc. sampel darah diletakkan ke dalam

tabung venoject EDTA.

4.5.2 Isolasi DNA

Isolasi DNA menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kitdan mengikuti
protocol isolasi DNA dari darah. Isolasi DNA terdapat 3 langkah utama , yaitu
melisiskan dinding sel, pemisahan DNA dari bahan padat (selulosa dan protein),

dan pemurnian (Surycki, 2000).

4.5.3 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA
4.5.3.1 Uji Kuantitas DNA

Uji kuantitas DNA dapat dilakukan dengan metode spektofotometri.
Pengujian dilakukan dengan buffer akhir dari isolasi DNA sebagai blanko. Buffer
ini diteteskan pada pedestal submicroliter cell sebanyak 1ul, kemudian dilakukan
pengukuran absobansi blanko dengan menekan tombol blank setelah lid (penutup)
ditutup. Selanjutnya hasil akan muncul pada monitor (Fatchiyah dkk, 2009).
Pengukuran kemurnian pada uji kuantitas DNA diperoleh dari perbandingan
antara panjang gelombang 260 nm sampai dengan 280 nm sehingga didapatkan
intepretasi hasil. Nilai murni isolasi DNA yaitu apabila absobansi 260/280 yaitu
1,8 — 2,0 jika memiliki nilai yang lebih besar daripada nilai 2,0 akan
menunjukkan adanya kontaminasi RNA, sedangkan jika dibawah 1,8

menunjukkan adanya kontaminaasi protein (Sambrook dan Russel, 2001).
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4.5.3.2 Uji Kualitas DNA

Uji kualitas DNA hasil isolasi menggunakan teknik nanophotometer,
sedangkan uji kualitas DNA total dilakukan dengan elektroforesis gel agarosa 1%.
Elektroforesis sel agarosa 1% dilakukan dengan menggunakan mesin Mupid-Exu
electrophoresis. Dilakukan pembersihan pada cetakan agarosa yang diletakkan
secara horizontal, selanjunya dipanaskan TBE 1x sebanyak 15 mL dan gel agarosa
0,15 g (1%) hingga agarosa larut, selanjutnya ditambah EtBr sebanyak 1pL.
Campuran selanjutnya didinginkan lalu disiapkan sisir untuk pembuatan slot pada
gel.

Campuran Agarosa dan TBE 1x dituang kedalam cetakan dan dipastikan
tidak ada gelembung udara diarea sisir yang digunakan. Gel dibiarkan memadat
selama 20-30 menit pada suhu ruangan. Sisir diambil secara perlahan dan
dipindahkan agarosa yang sudah padat ke dalam chamber. Larutan buffer
elektroforesis dituangkan diatas gel sehingga menutupi seluruh bagian gel (1
mm). Marker (DNA ladder) dan loading dye (dengan perbandingan 1:1)
dimasukkan kedalam sumuran pertama, kemudian larutan loading dye dan DNA
(perbandingan 1:1) dimasukkan pada masing-masing sumur berikutnya (sesuai
pelabelan). Chamber dihubungkan dengan power supply dan dinyalakan selama
15 menit dengan tegangan 100 volt, jika lead terpasang dengan benar gelembung
akan dihasilkan pada anoda dan katoda karena elektrolisis dan dalam beberapa
menit loading dye harus migrasi dari sumur ke gel. Setelah running elektroforesis

selesai, arus listrik diputuskan dan diangkat dari chamber. Gel selanjutnya
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dipindah ke UV-tranasilluminator Gel Doc dan di dokumentasikan dengan

diekspos sehingga memudahkan analisis dengan menggunakan Gel Doc-imaging.

4.5.4 Desain Primer

Amplifikasi DNA menggunakan primer dalam melakukan teknik
Polymerase Chain Reaction (PCR) didesain menggunakan NCBI GeneBank
.primer tersebut didapatkan dari primer3plus dan oligo analyzer. Sepasang primer
yang diperoleh adalah primer Forward (MSTN_F) 5’- GGC AAG TTG TCT CTC
AAG CT -3’ dan primer Reverse(MSTN_R) 5’- CAT CCC TCT GAA CGT CGT

AC -3’

4.5.5 Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)

Hasil isolasi DNA dari sampel darah kelinci di amplifikasi dengan
menggunakan metode PCR. Sepasang primer yang digunakan adalah primer
Forward (MSTN_F) 5’- GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’ dan
Reverse(MSTN_R) 5°- CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’dengan
konsentrasi 10 pmol. Amplifikasi dilakukan dengan mencampurkan 1 pL DNA
template (hasil isolasi), 1 pL primer forward, 1 pL primer reverse, 5 uL PCR mix
dan 2 puLL ddH,0O ke dalam microtube 200 pL dan dimasukkan ke thermocycler.
Proses amplifikasi dilakukan dimulai pada tahapan predenaturasi dengan suhu
94°C 2 menit , selanjutnya yaitu denaturasi dengan suhu 94°C 30 detik, annealing
pada suhu 52,3°C selama 30 detik, selanjutnya ekstensi pada suhu 72°C selama 60
detik dan post ekstensi 72°C selama 7 menit, perlakuan amplifikasi dilakukan

sebanyak 35 siklus (Fatchiyah, 2008).



29

4.5.6 Uji Kualitas PCR

Pengujian dari kualitas produk PCR sama dengan pengujian kualitas isolat
DNA. Visualisasi produk PCR gen MSTN dari darah kelinci dilakukan dengan
runningelektroforesis gel agarosa. Prinsip pengujian kualitas produk PCR dengan
pengujian kualitas isolate DNA pada dasarnya sama. Sebanyak 2 puL produk PCR
ditambahkan 2 pL loading dye dan dihomogenkan di dalam PCR tube. Produk
PCR yang telah dihomogenkan dipipet ke dalam sumur gel agarose 2% dengan
TBE 1x pada voltage 100 V sekitar 30 menit. Setelah itu di dokumentasikan hasil
elektroforesis menggunakan kamera digital pada UV-transilluminator (Fatchiyah,
2008). Hasil uji kualitas produk PCR ini diamati ukuran dari fragmen dengan

mensejajarkan fragmen yang terlihat dengan fragmen DNA ladder.

4.5.7 Purifikasi Produk PCR

Tujuan dari purifikasi produk PCR adalah memurnikan DNA dan
menghilangkan sisa dari PCR mix yang meliputi dNTPs, Taq Polymerase dan ion
Mg serta ddH20, dan primer yang berada pada PCR tube. Metode yang dignakan
untuk purifikasi produk PCR adalah metode presipitasi etanol dengan modifikasi
protokol menggunakan natrium asetat 3M dan etanol absolut. Sebanyak 20 pL
produk PCR, 2 pL natrium asetat 3M serta 40 pL etanol absolut dicampurkan ke
dalam microtube 1,5 mL dan selanjutnya di inkubasi dengan suhu -20°C selama
semalam, kemudian dilakukan sentrifugasi selama 60 menit dengan kecepatan
13.500 rpm. Dibuang cairan supernatant sehingga hanya tersisa pellet pada
mikrotube. Pellet disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan yang sama dan

lalu dilakukan pencucian sebanyak 2 kali dengan menambahkan 175 pL etanol
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absolut pada pellet. Pada pencucian terakhir, pellet dibiarkan kering lalu

ditambahkan ddH20 sebanyak 20 pL sebagai pengencer (Suntella, 2006).

4.5.8 Sekuensing DNA

Sekuensing produk PCR dari gen MSTN dilakukan 2 arah dengan
menggunakan primer Forward (MSTN_F) 5’- GGC AAG TTG TCT CTC AAG
CT -3’ dan Reverse(MSTN_R) 5’- CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3
dengan konsentrasi masing-masing 10 pmol untuk melihat sekuen yang
teramplifikasi dengan metode dye terminator. Konsentrasi DNA produk PCR
yang dilakukan untuk sekuensing yaitu 50 ng/uL. Sekuensing berupa grafik yang
menyatakan kandungan adenin, timin, guanin dan sitosin yang terdapat pada

fragmen DNA yang telah diberi label oleh ddNTPs (Abdullah dkk, 2011).

4.5.9 Pembuatan Preparat Histologi Otot Skelet

Kelinci Rex, New Zealand White dan American Fuzzy Lop masing-masing
1 ekor di euthanasi dengan cara memotong 3 saluran (esophagus, trachea dan
arteri jugularis) selanjutnya diambil otot skeletal dari bagian paha belakang yaitu
musculus semitendinosus. Pembuatan preparat diawali dengan melakukan fiksasi
yaitu merendam jaringan otot skeletal pada formalin 10%, selanjutnya diiris
(trimming) agar dapat diletakkan dalam kotak untuk diproses dalam
tissueprocessor. Tahapan berikutnya jaringan dimasukkan ke dalam alkohol 70%,
alkohol 80%, alkohol 90%, alkohol 95% masing-masing selama 5 menit
kemudian dimasukkan ke dalam Xylol | selama 1 jam, Xylol Il dan Xylol Il
masing-masing selama 30 menit. Sampel jaringan dimasukkan ke dalam parafin

cair dengan suhu 56°C selama 2 jam dan dilakukan 2 kali. Sampel jaringan
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diangkat menggunakan pinset, selanjutnya dilakukan pemblokan menggunakan
paraffin blok. Pemotongan dilakukan menggunakan mikrotom dengan ketebalan
pemotongan 5 um, hasil pemotongn direndam pada waterbath dengan suhu 40°C

dan diambil dengan gelas objek serta dikeringkan dalam suhu ruang (Jusuf, 2009).

4.5.10 Pewarnaan Hematoxylin Eosin (HE)

Pewarnaan Hematoxylin Eosin memiliki dua fungsi, yaitu Hematoxylin
untuk memberi warna biru pada inti sel dan Eosin untuk memberi warna merah
muda pada sitoplasma. Preparat pada gelas objek direndam pada Xylol 1, Xylol 11
dan Xylol 11l masing-masing selama 5 menit. Preparat selanjutnya direndam
dalam alkohol 95%, alkohol 90%, alkohol 80% dan alkohol 70% masing-masing
selama 5 menit dan kemudian direndam pada aquades selama 5 menit. Pewarnaan
dilakukan dengan cara merendam preparat dalam Hematoxylin selama 15 menit
dan dicelupkan ke dalam aquades dengan cara mengangkat dan menurunkan.
Preparat kemudian dimasukkan dalam Hydrochloric acid (HCI) 0,6% selama 1
menit dan dicuci menggunakan air mengalir, dimasukkan ke dalam Lithium
carbonat 0,5% selama 3 menit dan dicuci menggunakan air mengalir. Preparat
direndam dalam Eosin selama 3 menit, selanjutnya dimasukkan dalam alkohol
70%, alkohol 80%, alkohol 90% dan alkohol 95% masing-masing selama 5 menit,
Xylol I dan Xylol Il masing-masing 1 menit selanjutnya ditunggu hingga kering.
Preparat dilakukan mounting debngan menggunakan Entela atau Canada balsam

dan ditutup menggunakan cover glass (Ellyawati, 2018).
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4.5.11 Pengukuran Lebar Serabut Otot Skelet

Preparat histologi sebelumnya dipindai dengan pemindai OIyVIA,
kemudian hasil disimpan dalam format JPEG. Pengamatan dilakukan dengan
mengukur lebar serabut otot menggunakan perbesaran 40x. Setelah itu digunakan
software Image Raster 3 untuk mengukur lebar serabut otot, dn ditentukan area
pengukuran. Pengukuran dengan cara menarik garis secara vertikal pada tepi
serabut otot ke tepi yang lain. Kemudian dihitung 20 serabut otot secara acak yang

ada pada area tersebut dan dihitung reratanya (Maria, 2014).

4.5.12 Analisa Data

Pembahasan secara kualitatif dilakukan menggunakan data yang diperoleh
dari hasil penelitian dengan mendeskripsikan ukuran serabut otot skeletal antara
Kelinci Rex, New Zealand White dan American Fuzzy Lop menggunakan software
Image Raster 3. Analisa perbedaan sekuen DNA gen MSTN dan asam
aminomenggunakan software BioEdit, Image Raster 3dan BLAST NCBI.
Tahapan analisis DNA dilakukan dengan penyejajaran sekuen DNA dengan
membandingkan antara sampel Kelinci Rex, New Zealand White dan American
Fuzzy Loppada database NCBI GeneBank, kemudian penyejajaran
menggunakanalgoritma ClustalW multiple aligment pada software BioEdit dan

software Image Raster 3
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BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Isolasi DNA dari Darah Kelinci

Isolasi DNA dilakukan menggunakan Qiagen Qiaamp DNA mini Kit.
Hasil yang didapatkan berupa DNA total yang kemudian akan dilakukan uji
kuantitatif untuk mengetahui konsentrasi serta kemurnian DNA dengan metode
spektrofotometri. DNA total yang diperoleh dari hasil isolasi tersebut kemudian
digunakan sebagai DNA template dalam proses amplifikasi gen MSTN dengan
teknik PCR. Berikut merupakan konsentrasi dan kemurnian DNA darah kelinci

(Tabel 5.1).

Tabel 5.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA Darah Kelinci

Sampel Konsentrasi Kemurnian
(ng/pL) (Absorbansi 260/280)
1 15,77 4,43
2 31 20,98
3 4,70 2,22
Keterangan: 1 : Sampel Kelinci Rex
2 : Sampel Kelinci New Zealand White
3 : Sampel Kelinci American Fuzzy Lop

Tabel tersebut menunjukkan konsenstrasi DNA pada sampel 1 sebanyak
15,77 ng/uL, sampel 2 sebanyak 31 ng/ulL dan sampel 3 sebanyak 4,70 ng/uL
dengan tingkat kemurnian secara berurutan 4,43 nm, 20,98 nm,2,22 nm. Menurut
Fatchiyah (2015), DNA mempunyai tingkat kemurnian yang tinggi jika rasio
absorbansi DNA yang diukur pada A260/A280 menunjukkan nilai 1,8-2,0 nm.

Tingkat kemurnian sampel 1, sampel 2 dan sampel 3memiliki nilai lebih dari 2,0
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nm yaitu 4,43 nm, 20,98 nm dan 2,22 nm karena adanya kontaminasi RNA pada
sampel. Nilai absorbansi pada A260/A280 dengan nilai absorbansi kurang dari 1,8
nm dapat diduga karena mengandung50% kontaminan dan 50% mengandung
asam amino, sedangkan jika nilai absorbansi lebih dari 2,0 nm dapat diduga
karena adanya kontaminasi dari phenol atau mengandung RNA murni.
Kontaminasi dapat disebabkan saat proses ekstraksi kurang optimal atau karena
human error(Santella, 2006).

Hasil isolasi jika menunjukkan konsentrasi DNA pada sampel rendah yang
digunakan sebagai DNA templatetidak akan mempengaruhi amplifikasi. Menurut
Chen dan Janes (2002), amplifikasi DNA dengan metode PCR dapat dilakukan
menggunakan sampel (DNA) yang memiliki konsenstrasi rendah. Hasil isolasi
DNA yang memiliki tingkat kemurnian rendah masih dapat dilakukan amplifikasi,
jika setidaknya memiliki satu untai DNA target ampllifikasi pada sampel tersebut
yang sempurna, kontaminan yang ada di dalam hasil isolasi tidak mampu
menghambat aktivitas enzim polymerase.

Berdasarkan hasil dari elektroforesis menggunakan gel agarose 1%
diperoleh pita DNA total dengan ukuran fragmen >10.000 bp dapat dilihat

padaGambar 5.1.
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Gambar 5.1 Hasil Elektroforesis DNA Total (Agarose 1%)

Keterangan : M: Marker 1 kb, 1: Kelinci Rex, 2: Kelinci New Zealand White, 3: Kelinci
American Fuzzy Lop

5.2 Ampifikasi Gen Myostatin (MSTN) dengan Metode PCR

Primer yang digunakan dalam proses PCR tersebut terdiri dari sepasang
primer Forward (MSTN_F) 5°- GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’ dan
Reverse (MSTN_R) 5’- CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’ yang diperoleh

dari genebank NCBI (Tabel 5.2) dengan target basepair 416 (Gambar 5.2).

Tabel 5.2 Urutan Basa Nukleotida Primer Gen MSTN
Primer Urutan Oligo Nukleotida

Forward (MSTN_F) 5-GGC AAG TTG TCT CTC AAG CT -3’
Reverse (MSTN_R) 5'-CAT CCC TCT GAA CGT CGT AC -3’




1
51
101
151
201
251
301
351
401

AAAAGATCCA

AATTTTGCTT
AAGAACAAGE

AATCTATGTT

ATCTAAATGA
TGTAATGCAT
CATAAMGATT
TCAGCAAAGA
GAACTGATTG

CCGETETGGEE

GCCATTACTG
GAAAGGATTG

TATATTTACC
AAACAGTGAG
GCACTTGGAG
CAAATCCTCA
TGCTATAAGA
ATCAGTACGA

AAGTTGTCTC
AAAAGCANAA
TATAGCTTTT
TGTTTATGCT
CAAAAAGAAA
ACAAAACAGT
GTAAACTTCG
CAACTTTTAC
CGETTCAGAGS

TCAAGCTGTT
GAAAGGTAAA
ARAATCATGC
GATCGTGGCT
ATGTGGAAAM
AAATATTCAA
CCTGGEAAACA
CCAAAGCTCG
GATGACAGCA

Gambar 5.2 Origin Oligo Nukleotida Gen MSTN
Keterangan: Warna kuning: Primer forward MSTN, Warna biru: Primer reverse MSTN,
Warna abu-abu: Region of Interest
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CATGCATTAC
AGGAAGACAT
ARAAACTGCA
GGCCCAGTGGE
AGACGGGCTG
GAATAGAAGC
GCTCCTAACA
GCTCCTAACA
GTGATGGCTC

Produk PCR selanjutnya dilakukan uji kualitatif dengan elektroforesis

menggunakan gel agarose 1,8 % serta DNA ladder 100kb dan diperoleh pita DNA

dengan ukuran 416 bp. Hal ini menunjukkan gen MSTN pada ketiga sampel

kelinci telah berhasil diamplifikasi dan sesuai dengan jumlah yang basa DNA

yang ditargetkan (Gambar 5.3).

+416 bp

Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Produk PCR (Agarose 1,8%)
Keterangan : Al: Kelinci Rex, A2: Kelinci New Zealand White, A3: Kelinci American

Fuzzy Lop
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5.3 Sekuensing Gen Myostatin (MSTN)

Hasil sekuensing DNA berupa file dengan format FASTA (urutan basa
nukleotida hasil sekuensing) serta grafik elektroforegram (grafik yang terekam
pada hasil sekuensing). Sampel yang digunakan saat proses PCR berjumlah 3
sampel terdiri dari A1 (Kelinci Rex), A2 (Kelinci New Zealand White dan A3
(Kelinci American Fuzzy Lop). Metode yang digunakan untuk sekuensing adalah
metode dideoksi Sanger menggunakan Automatic DNA sequencer Yyang
berdasarkan pada metode dye terminator labelling. Persentasi query coverage
merupakan persentasi dari panjang untaian DNA yang sejajar dengan database,
sedangkan persentasi identity merupakan persentasi identitas satu segmen DNA

yang disejajarkan dengan urutan subjek yang sama (NCBI News, 2006).

Tabel 5.3 Query Coverage dan Identity Percentage Gen MSTN Sampel Kelinci

Sampel Query Coverage (%) Identity (%)
Al 99 100
A2 100 99,72
A3 100 99,72
Keterangan: Al : Sampel Kelinci Rex

A2 : Sampel Kelinci New Zealand White
A3 : Sampel Kelinci American Fuzzy Lop

Hasil dari penyejajaran menggunakan program BLAST NCBI, sampel Al
yaitu kelinci Rex dengan sekuen pada genebankdatabase ID: AM931155.1 yang
merupakan sekuen gen MSTN dari kelinci pedaging (Lampiran 7) menunjukkan
hasil jika query coverage mencapai 99%, yang mana dari 350 total basa
nukleotida hasil dari sekuensing, terdapat 347 segmen basa yang sejajar dengan

sekuen dari referensi, pada titik basa ke 1 — 350 terhadap sekuen referensi di titik
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basa ke 86 — 435. Selanjutnya sebanyak 350 basa nukelotida dari 350 segmen basa
tersebut sama (daerah conserved)sehingga untuk persentasi identity mencapai
100%.

Hasil dari penyejajaran menggunakan program BLAST NCBI, sampel A2
yaitu kelinci New Zealand White dengan sekuen pada genebankdatabase ID:
AM931155.1 vyang merupakan sekuen gen MSTN dari kelinci
pedaging(Lampiran 7) menunjukkan query coverage mencapai 100%
ditunjukkan dengan 351 total basa nukleotida dari hasil sekuensing,
keseluruhannya sejajar dengan sekuen referensi, pada titik basa ke 1 — 351
terhadap sekuen referensi di titik basa ke 86 — 436. Kemudian sebanyak 350 basa
nukleotida dari 351 segmen basa tersebut sama (daerah conserved) sehingga
persentasi identity mencapai 99,72%.

Kemudian hasil dari penyejajaran menggunakan program BLAST NCBI,
sampel A3 vyaitu kelinci American Fuzzy Lop dengan sekuen pada
genebankdatabase ID: GU244547.1 yang merupakan sekuen gen MSTN dari
kelinci Soviet Chincilla yang masih tergolong kelinci ras kecil(Lampiran 7)
menunjukkan query cover mencapai 100% sehingga 351 total basa nukleotida dari
hasil sekuensing keseluruhannya sejajar dengan sekuen referensi, pada titik basa
ke 1 — 351 terhadap sekuen referensi di titik basa ke 86 — 436. Selanjutnya
sebanyak 350 basa nukleotida dari 351 segmen basa tersebut sama (daerah

conserved) sehingga persentasi identity mencapai 99,72%.
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Hasil analisa tersebut menunjukkan bahwa sekuen DNA sampel Al, A2
dan A3 memiliki kemiripan dengan DNA target yaitu kelinci (Oryctolagus

cuniculus).

5.4 Analisa Histologi Otot

Analisa histologi serabut otot dilakukan dengan mengambil sampel otot
bagian paha kemudian dilakukan pewarnaan secara HE (Hematoxylin Eosin) dan
pemotongan secara melintang. Selanjutnya preparat histologi serabut otot tersebut
dilakukan scanning menggunakan software OlyVIA untuk diamati bagian serabut
otot skeletal dengan perbesaranobjective 40x. Kalibrasi untuk mengetahui lebar

serabut otot menggunakan software Image Raster 3.

[
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Gambar 5.4 Gambaran Histologi Serabut Otot Skeletal (Potongan Melintang)
Sampel Al (Kelinci Rex)
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Gambar 5.5 Gambaran Histologi Otot Skeletal (Potongan Melintang) Sampel A2
(Kelinci New Zealand White)

Gambar 5.6 Gambaran Histologi Otot Skeletal (Potongan Membujur) Sampel A3
Kelinci American Fuzzy Lop)

Tabel 5.4 Lebar Serabut Otot Skeletal Sampel Kelinci

Sampel Mean+SD(um)
Al 3,91+1,11
A2 3,45+0,56
A3 2,5940,60

Hasil kalibrasi gambaran histologi otot skeletal menggunakan software
Image Raster 3untuk mengukur lebarotot skeletal, pada (Gambar 5.4) sampel Al
yaitu kelinci Rex dengan rata-rata lebar serabut otot 3,91 pum. Sampel A2

(Gambar 5.5) yaitu kelinci New Zealand White dengan rata-rata lebar serabut otot
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3,45 um. Sampel A3 (Gambar 5.6) yaitu kelinci American Fuzzy Lop dengan
rata-rata lebar serabut otot 2,59 um.

Pada penelitian ini diketahui jika sampel Al yang merupakan kelinci Rex
terjadi mutasi sekuen DNA dan juga asam amino, mutasi ini mngakibatkan kelinci
Rex mengalami peningkatan masa otot. Hal ini ditunjukkan dengan rata-rata lebar
serabut otot 3,91 um. Sampel A2 kelinci New Zealand White juga terjadi mutasi
sekuen DNA dan asam amino, dimana mutasi ini mengakibatkan kelinci New
Zealand White juga mengalami peningkatan masa otot. Ditunjukkan dengan rata-
rata dari lebar serabut otot sampel A2 sebesar 3,45 um. Sedangkan sampel A3
kelinci American Fuzzy Lop yang tidak ada mutasi pada sekuen DNA dan asam
amino, memiliki lebar serabut otot 2,59 um. Menurut Thomas (2000), mutasi dari
gen myostatin dapat mengakibatkan peningkatan masa dari otot skeletal karena

peningkatan jumlah serat otot (hiperplasia) dan ketebalan serat otot (hipertropi).

5.5Analisa Sekuen DNA dan Asam Amino Gen Myostatin (MSTN)

Hasil sekuensing setelah disejajarkan menggunakan BLAST NCBI guna
mengetahui persentasi kemiripan urutan sekuen antara sampel dengan sekuen
target pada NCBI, kemudian dilakukan analisa sekuen serta analisa asam amino.
Software yang digunakan untuk penyejajaran hasil sekuensing selain BLAST
NCBI juga menggunakan BioEdit. Sekuen gen dari ketiga sampel kelinci tersebut
disejajarkan dengan referensi gen MSTN, yaitu Oryctolagus cunniculus database
ID: KX084386.1. jJumlah basepair yang dapat disejajarkan sebanyak 351 bp.

Hasil sekuen sampel Al, A2, dan A3 ketika disejajarkan dengan sekuen

referensi gen MSTN Oryctolagus cunniculusras Fujian White database ID:
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KX084386.1 menggunakan algoritma ClustalW multiple alignment pada software
BioEdit (Gambar 5.7). Pada sampel Al yaitu kelinci Rex pada sekuen ke 351
terdapat perbedaan dengan sekuen referensi yaitu pergantian basa sitosin (C)
menjadi basaguanin (G). Sedangkan pada sampel A2 yaitu kelinci New Zealand
White juga terdapat perbedaan dengan sekuen referensi pada sekuen ke 314 yaitu
pergantian basa guanin (G) menjadi basa adenin (A). Pada sampel A3 yaitu
kelinci American Fuzzy Lop tidak ada perbedaan atau sama dengan sekuen

referensi.

R EY 7). S E NI o /A BRI N O F e B
10 0 30 40 0
as aniiey MOKLQI ‘Ihl L MLI‘I!’! YDLNE SEOKE\I\.-'EI(D LC CTWRANSKYS

EXOS&SSB ............................

e € R S
i0 80
amifio SRIE IKIQILSKLRLETAPN ISKDA IRQLLPKAPPLRE
EXOS&SSMO ..........................................

e -

Gambar 5.7 Penyejajaran Asam Amino Sampel Al, A2, dan A3 Terhadap
Referensi GenMSTN
Keterangan: Al : Sampel Kelinci Rex
A2 : Sampel Kelinci New Zealand White
A3 : Sampel Kelinci American Fuzzy Lop

Hasil dari penyejajaran asam amino sampel Al, A2, dan A3 dengan
referensi gen MSTN Oryctolagus cunniculusras Fujian White database ID:
KX084386.1 menggunakan algoritma ClustalW multiple alignment pada software
BioEdit (Gambar 5.8).Sampel Al yaitu kelinci Rex terjadi mutasi susunan basa
yang menyebabkan asam amino urutan sekuen ke-100 dimana pada referensi asam

amino sekuen ke-100 adalah D (Aspartic acid/Asp) berubah menjadi E (Glutamic
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acid/Glu). Sedangkan pada sampel A2 kelinci New Zealand White juga terjadi
perubahan asam amino pada sekuen ke-88, yaitu perubahan dari R (Arginine/Arg)
menjadi Q (Glutamine/GlIn). Pada sampel A3 yaitu kelinci American Fuzzy Lop
tidak ditemukan adanyamutasi asam amino pada keseluruhan sekuen. Daftar kode
asam amino dapat dilihat pada Lampiran 9.

Pada sampel kelinci Rex setelah dilakukan penyejajaran sekuen DNA,
sampel tersebut mengalami mutasi transversi. Sedangkan pada sampel kelinci
New Zealand White terjadi mutasi transisi. Menurut Lemey (2009), mutasi transisi
dapat terjadi jika basa purin digantikan oleh basa purin yang lain atau basa
pirimidin digantikan oleh basa pirimidin yang lain. Sedangkan mutasi transversi
terjadi jika basa purin digantikan oleh basa pirimidin atau sebaliknya. Sampel
kelinci Rex terjadi pergantian basa pirimidin yaitu sitosin (C) menjadi basa purin
yaitu guanin (G). Kemudian pada sampel kelinci New Zealand White terjadi juga
pergantian basa purin yaitu guanin (G) menjadi basa purin yang lainnya yaitu
adenin (A).

Mutasi pada sampel kelinci Rex dan kelinci New Zealand White diketahui
mempengaruhi perubahan susunan asam amino, sehingga mutasi ini berjenis
missense mutation.Mutasi ini terjadi ketika perubahan salah satu basa
menyebabkan perubahan asam aminodan perubahan tersebut akan mengubah

fungsi dari asam amino juga (Fitriani, 2009).



BAB 6PENUTUP

6.1 Kesimpulan
1. Ukuranserabutotot skeletal berbedaantarjeniskelinciRex, New Zealand
White dan American Fuzzy Lop. Ukuranserabutotot skeletal
terkeciladalahpadakelinciAmerican Fuzzy Lop.
2. Terdapatperbedaansusunannukleotida gen MSTN antarkelinciRex, New
Zealand White dan American Fuzzy Lopberturut-turutyaitu ¢.351 C>G,
c.314 G>Adibandingkandengandatabasepada NCBI ID: KX084386.1.
terdapatperbedaansusunanasam amino antarkelinciRex, New Zealand
White dan American Fuzzy Lopberturut-turutyaitu D>E, R>Q. KelinciRex
dan New Zealand Whitemengalamimissense mutation.
6.2 Saran
Perkembanganotot ~ skeletal tidakhanyadipengaruhiolehsatu gen
sajayaitumyostatintetapidapat di pengaruhiolehmultiple gen,
olehkarenaitudiperlukanpenelitianlebihlanjutmengenaifaktorgenetiklainnya yang

mempengaruhidariperkembanganotot skeletal.
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Lampiran 1: Laik Etik

FENELITIAN BERJUDUL

PENELITI
UMIT/. EMBAGATEMPAT

DINYATAKAN

Lampiran 2: Kerangka Operasional

: IDENTIFIKASI

49

KOMISI ETIK PENELITIAN
UNIVERSITAS BRAWILJAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
“ETHICAL CLEARENCE"

MNe: 1078-KEP-LIB

HOMIS| ETIK PENELITIAN (ANIMAL CARE AND USE COMMITIEE)
UNIVERSITAS ERAWIJAYA 5
TELAH MEMPELAJARI SECARA SEHSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG
DILVSULKAN, MAKA DEXNGAM INI MENYATAKAN BAHWA:

UEURAN FAREAS KELINCE
(Oryclolegus cumiciiust rex, AMERICAN FUZZY LOF
DAM "MHEYW ZEALAND WHITE BERDASARKAN
SEQUENCE GEN MYOJSTATIN (MSTH} DEMGAN
METODE FPOLYMERASE CHAIN REACTION (PCR

© AMDI KURMIAW AN

LUNIVERSITAS GRAWLIAYA
LAIK ETIK

Balang, 17 Felruan H1a

: Hvaijlya
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Lampiran 3: Protokol Isolasi DNA

—— Dimasukkan sampel darah ke dalam microsentrifuge tube 1,5 mL
100 pL

— Ditambahkan Qiagen protease sebanyak 20 uL

—— Ditambahkan PBS 300 pL

—— Ditambahkan AL sebanyak 200 pL, kemudian di vortex selama 15

detik dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 56°C




o1

—— Ditambahkan etanol (96-100%) sebanyak 200 pL, kemudian
divortex 15 detik

—— Dituangkan ke spin collumn yang terpasang pada collection tube,
kemudian divortex selama 15 detik

—— Disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm, kemudian
pindahkan ke collection tube baru dengan suhu 20°C

—— Ditambahkan 500 pL AW1, kemudian disentrifus selama 1 menit
dengan kecepatan 8000 rpm dan dipindahkan ke collection tube
yang baru

—— Ditambahkan 500 pL AW2, kemudian disentrifus selama 6 menit
kecepatan 13.500 rpm dan dituangkan ke dalam collection tube
baru

— Ditambahkan 100 pL AE dan ditunggu selama 1 menit pada suhu
ruang

— Disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 8000 rpm

Lampiran 4: Desain Primer

a. Dibuka Halaman (http://asia.ensembl.org/index.html) sehingga muncul
tampilan seperti berikut :
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Variant Effect Predictor >

BLASTIBLAT »

Ensembl Releass 95 [January 2015}

Search

Al species vl

# . BRCAZ o rat 562797383 S36ZTEED of 639 o coronary heast disoase

AN goncmes Faveurite genomes Other news from our blog

- Select 8 speces — - m Human
Mouse
B

Dipilih spesies “Rabbit” kemudian pada kolom dibawahnya diisikan kata
kunci “Myostatin” dan di klik Go. Dipilih “MSTN (Rabbit Gene)”.

T prTr—— <’

[ ——

Tools BioMart > BLASTRBLAT » Variant Effect Predictor >

< VIF oporied species
Ensemisl Release 55 (January 2019)
.

Search
Fusbibit for

. alx
myosatn m
o BRCAZ o rat 567797383 37663 o P9 o coronay. L

AN goncmes Faveure genomes Other news from cur blog

B, z i‘ Human
h Mouse
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nia el ovy/oryeselegua, cunicubus T Summiey s ENSOCU GO ZMI At oo

®c ald | e B

Kemudian dipilih urutan basa yang akan digunakan dan selanjutnya di
copy.

1 ENSOCUEOOOOWTTE 134313 | 10aTiei 24

tron 1.2 T 1.7
2 ENSOCUEQIO0OMZABE  IRLATLA0S  imaliim (] I

Intron 2:3 15401, [Fe. 2000
ENSOCUEIO0OWTAS] 1457 1407043

Dibuka  website Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Urutan basa yang telah copy
selanjutnya dipaste di lokasi paste souce sequence below seperti tampilan
berikut dan diklik ikon Pick Primer.Desain primer dilakukan sendiri
hingga ditemukan primer forward dan reverse.
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D s ey ————- @ | |8 s 6 4+ 0O =
rrimersrius — e
pick pramens from a DNA sequence Hutp Abbst
< Back

B Pasr 1: Prmer

Left Primer ] | GCTGGCOCAGTORATCTAA
Start 52 Length: Wbp T $97C GC 550% ff‘z‘- Ed 00 TB.60 HP334 FSub 19 Penalty 0256
Right Primer |- TTGITTCOGTOGTAGCETGA =

St 352 Lengh 20bp Tm 600C GC 300% Amc00 End 00 TE.70 HPOD 3 Sub 43 Penaln 0.031
P Bsbsec ity pavon Eas 00 T8 120 S
Send to PrimeriMansger | Reset Form

i TGTTTATATT TACCTGTITA

51 COCTGGECOCA  GTGGATCTAR ATGAARACAG TGAGCARAAR GRAAATGTGS
101

151 T0! GATTCAARTC

20 ARCAGCTCCT  AACATCAGCA AAGATGCTAT ARGACAACTT TTACCCAAAG
251 AT ACGACGTTCA

301 GETCTITGSA

351 AATCRATTACT  ATGOCTACCS  AGT

[ Select all Prisners

L Paar 2: Prwmee_t

Dibuka website (https://sg.idtdna.com/calc/analyzer) untuk melihat apakah
primer sudah sesuai dengan persyaratan primer yang baik berdasarkan
panjang primer, Tm, %GC, dan lain sebagainya sesuai kebutuhan.

& || 0 trarh v 0 4 & O =

DGETHELP &  ANDIKURNIMWNAN -

@ B 0SSN0

OligoAnalyzer

Instructions | Definitions | Feedback

Sequence

02
T

@ Na® Cone so. [EEmbd, MMISMATCH

——— o
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f. Dimasukkan calon primer ke dalam sequence kemudian di klik “Analyze”
dan akan muncul tampilan sebagai berikut. Hal ini dilakukan hingga
menemukan primer forward dan reverse yang sesuai.

SEQUENCE 5 GGCAAG TTGTCT CTCAAGCT -3

COMPLEMENT 5~ AGC TTG AGA GAC AC TIGCC-T

LENGTH 20

e "

e

T — F—-

R S
TM MISMATCH

= = T

g 00 288

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE oNA
OUGOCONC 0.25uM

Ma* CONC 50 mM morcvakent alt
Mg CONC DmMdivabert 18t

ANTPs CONC DmM nuciectide triphesphate

Lampiran 5: Hasil Nanodrop Sampel Kelinci

No Analisa :GA2103,/03 Terima dari + Andi
Sampel : DNA Instansi Asal : Universitas Brawijava (UB)

Janis Analisa: Spektrofotometer NANO Drop

NO. 260230 Type Abs230 Abs260 Abs280 260/280 Coning/ul)

1 0.81 Dsdna -0.25 -0.21  -0.35 058 -10.27
2 1.13 Dsdna -0.33 -0.37 056 0.66 ~18.

E 1.48 Dsdna -0.15 -0.23 -0.38 061 -11.48
4 1.37 Dsdna -0.21 -0.28 -046 0.6l -14.07
s -195 Dsdna 0.02 003  -0.10 030 -1.51
6 1.66 Dsdna -0.22 -0.37 056 066 -18.37
7 1.27 Dsdna -0.21 -0.26  -0.53 048 -13.04
g 266 Dsdna 024 0.64 -0.02 -40.46 31.94
9 8.82 Dsdna 0.02 0.15 -0.27 -0.54 7.33
10 1510 Dsdna 0.01 0.11 -0.06 -1.79 5.72
11 126 Dsdna -0.13 -0.23 -0.42 033 -11.

12 031 Dsdna -0.07 -0.02 -0.30 0.08 -1.14

13 357 Dsdna 009 0.32 -0.07 443 15.77
14 217 Dsdna 0.29 0.63 003 2098 31.
15 110 Dsdna 0.09 0.09 -0.04 222 4.70

Keterangan : ng = Nano gram, ul= microlit Malang. Z1Maret 2019



Lampiran 6: Grafik Elektroforegram Hasil Produk PCROryctolagus
cuniculus
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Oryctolagus cuniculus partial MSTN gene for myostatin, exon 1
Sequence ID: AM931155.1 Length: 499 Number of Matches: 1

Range 1: 37 to 386 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
647 bits(350) 0.0 350/350(100%) 0/350(0%) Plus/Plus
Query 1 GTRAARGGRAGACATAAGRRCALGGEARAGEGATTGTATAGCTTTTARALATCATGCLARID 60

‘L 81 o] L T o 0 B ) L 8 e
Sbjct 37 GTRAARAGGRAGACATAAGRACRAGGGARAGGATTGTATAGCTTTTARAATCATGCAARRA 96

Query 61 CTGCARATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA 120

RN N R RN R R N RN R RN R R RN R R RRA RN RRRN R
Sbjct 97  CTGCAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA 156

Query 121 RRATGRARACAGTGAGCAARRACARRATCTGGAARARGACGGGCTGTGTRAATGCATGCACT 180

RN R N N N N NN NN RN NN RN ERREY
Sbjct 157 AATGRAARACAGTGAGCARARAGAARATGTGGAARAAGACGGGCTGTGTRAATGCATGCACT 216

Query 181 TGGRAGACARAACAGTAARTATTCARGAATAGRAGCCATARAGATTCRAATCCTCAGTRARA 240

R R N R N N N S S N N RN RN
Sbjct 217 TGGAGACARAACRAGTARATATTCARGAATAGAAGCCATARAGATTCARATCCTCAGTRRA 276

Query 241 CTTCGCCTGGAARCAGCTCCTAACATCAGCRARAGATECTATAAGACRACTTTTACCCRARA 300

P R RN N SRR R R RN SO N R RN RN
Sbjct 277 CTTCGCCTGGRARCAGCTCCTAACATCAGCRRAGATGCTATAAGACRACTTTTACCCRAA 336

Query 301 CCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGRA 350

IIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIII
sbjct 337 GCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGE 386

b. Sampel A2 (Kelinci New Zealand White)

Max Total Cuwery E Per

Dasenption el ntd | i [l Accussion
Qeyetolpgus cuniculys myostatin (matn) mENA_complete oo BAT B4 40% 00 10000% KKOE43EE1
Qevelolyous cumculys isolate 11 beeed Sovet chmchills rmygstabion (MSTH] gene gxon 1 gnd padigl ods 647 BT 9% 00 10000% GU2445491
Qnpcrolagy: lyz igolate 2 breed dess myps 1 and pottipl cddy 647 BT 3I% 00 100.00% CLIZAASET T
BT BT EB 00 100.00% AMBIIEST
ASTM) gene exon 1 g pardial ooy BT B 99% 46180 FONN GLIEMASEI Y
IH) gens axon & and pacial cds BT B41 F9% 48180 99.T1%  CLIZA4550 1

BT B 99% Jde-180 FIT% CLIZAANAT Y

e, oxan 120 conial ods B1 B W% o180 WTI%

Oryctolagus cunitulus. my nRHA 553 553 BS%  Ze-153 100.00% Db

EBEDICTED: Ochobona pring S0 G40 90%  Zetdd G4 0%

LN B <N N N B
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Oryctolagus cuniculus partial MSTN gene for myostatin, exon 1
Sequence ID: AM931155.1 Length: 499 Number of Matches: 1

Range 1: 37 to 387 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
643 bits(348) 1le-180 350/351(99%) 0/351(0%) Plus/Plus
Query 1 GTARRAAGGRAGACATAAGRRCARGGGRARAGGATTGTATAGCTTTTARRATCATGCAARDR &0

Sbjct 37 GTARAAGGRAAGACATAAGARCRAGGGARAGGATTGTATAGCTTTTARARTCATGCARRRR 96

Query 61 CTGCAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGEGCTGGCCCAGTGGATCTA 120

RN RN N N NN RN R NN N RN RN RN
Sbjct 97  CTGCRAAATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA 156

Query 121 ARATGRARARACAGTGAGCARRRAGARARATCTGGRAARRGACGGGCTGTGTAATGCATGCACT 180

L O 0 I PR U 0 L 1 A 0 L O B
Sbjct 157 RATGRRRACAGTGAGCARRARGAARATGTGGARARAGACGGGCTGTGTAATGCATGCACT 216

Query 181 TGGAGACARAACAGTARATATTCAAGRAATAGRAGCCATAARGATTCRARATCCTCAGTRARR 240

FLERRE LRI LT TR DD DR TSRS e i il
Sbjct 217 TGGAGACAARACAGTAAATATTCAAGAATAGAAGCCATAAAGATTCARATCCTCAGTARA 276

Query 241 CTTCGCCTGGARRACAGCTCCTAACATCAGCRARAGATGCTATRAAGACRACTTTTACCCRERA 300

R R e N R R N R N RN R RRE AN
Sbjct 277 CTTCGCCTGGRARRCAGCTCCTAACATCAGCRARRGATGCTATAAGACAACTTTTACCCRRA 336

Query 301 GCTCCTCCACTCCAGGARCTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGAC 351
FIEDIIERLIN®T THETIR NI n i il t 111N
Sbjct 337 GCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGAC 387

c. Sampel A3 (Kelinci American Fuzzy Lop)

Ma Total Query E  Par
Scote Scam Cower valie  Mdent

Deseription

Qygtolages coniculus myps mENA, complets cds 618 G643 100% 00 10000% R

[ o (METH) geno_eoon 1 and pedial ods 649 B4 W00% 00 100.00%
Orvcealaous nans. guon 1 and partipl eds 510 B4 100% 00 10000% G
Oryetolagus cuniculus padial MSTH gane far myastatio. exon 4 B0 B4 100% D0 100.00% AMD

Drvciglagus ¢

o T R ot i 643 B4 008 1e180 S8 7X%

Qeyctolagus o xan 1 gnd parial cdy B3 B3 100% 1e-180 SATI%
DOryctolagus funiculus isclate 7 breed Sovet chinchilla myastatin: ik (MSTH) geoe. paial sequsnce B43 B3 T00% Te-130 SOT2%

Syntligs . o ptiol gy B4 B3 100% o180 S972%

MSTH) gane o

L55  BES  BS% G154 10000% il

e pBoOORO

E47  B42 0% SedS50 S4B0% XM

_Oryctolagus cuniculus isolate 7 breed Soviet chinchilla myostatin-like (MSTN) gene, partial sequence
Sequence ID: GU244547.1 Length: 497 Number of Matches: 1

Range 1: 35 to 385 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
643 bits(348) le-180 350/351(99%) 0/351(0%) Plus/Plus
Query 1 GTARRAGGARGACATRAGAACAAGGGARAAGGATTGTATAGCTTTTARAATCATGCARRRR &0

R RN R R R N N R R RN
Sbjct 35 GTARRAGGAAGACATRAAGAACRAGGGAAAGGATTGTATAGCTTTTARRATCGTGCRARAAR 94

Query 61 CTGCARATCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA 120

RN RN N NN N RN RR RN
Sbjct S5 CTGCAARRTCTATGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATCGTGGCTGGCCCAGTGGATCTA 154

Query 121 RATGRAARACAGTGAGCAARARGAARATGTGGRAAARAGACGGGCTGTGTRATGCATGCACT 180

BN R N N R R N R N RN RN
Sbjct 155 RATGRAARACAGTGAGCARARRGAARRATGTGGRARARGACGGGCTGTGTAATGCATGCACT 214

Query 181 TGGRAGACARRACAGTARATATTCARGAATAGRAGCCATARAGATTCARATCCTCAGTRAR 240

AR R R R AR R R RN RN R R R RN RR R R RN
Sbjct 215 TGGAGACARRACAGTRAARTATTCAAGAATAGRAGCCATRAAAGATTCARATCCTCAGTRRR 274

Query 241 CTTCGCCTGGAARRCAGCTCCTAACATCAGCARAGATGCTATAAGACAACTTTTACCCARR 300

AR R N N O R RN RN RN RN
Sbjct 275 CTTCGCCTGGARACAGCTCCTRACATCAGCARAGATGCTATAAGACRACTTTTACCCRRR 334

Query 301 GCTCCTCCACTCCGGGRAACTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGAC 351

J50 0 e T e O 0 L U O
Sbjct 335 GCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGRCGTTCAGAGGGATGAC 385



Lampiran 8: Penyejajaran Antara Sekuen DNA Sampel A1, A2 dan A3

Terhadap Referensi Gen MSTN

AL AF
A2 AF
A3 AF

AL AF
A2 AF

10

0 a0
o ey

40

KH084386.1 Oryctolagus cunicul GTAAAAGGAAGACATAAGAACAAGGGAAAGGATTGTATAGCTTTTAAAATCATGCAARAACTGCARATCTATGTTTATATT

61

B0

KH084386.1 Oryctolagus cunicul TGGCTGGCCCAGTGGATCTAAATGAAAACAGTGAGCARARRGAARATGTGEAARAAGACGGECTGTGTAATGCATGCACTT

A 00000 Alih TN el A Lol S S

D T R T p O o i, o, (et R [ e
EX084386.1 Oryctolagus cunicul TTCAAGAATAGAAGCCATAAAGATTCAAATCCTCAGTARACTTCRCCTGEAAACAGCTCCTARCATCAGCARAGATGCTAT
A~ e O W W 5 D D ORI, N
I~ A S (o <G EIN. © ¢ (17 UL, . i
MBI Y g a e NN i s

] PRt . ea ¥\ oy - '} S50 (R SO e
KX084386.1 Oryctolagus cunicul GCTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTACGACGTTCAGAGGGATGAC
amar || K NRPASEOTIENY ). G
pa |l ) A0 A AT ., S
A3 AF S G 0 TRl S S

Lampiran 9: Daftar Kode Genetik Asam Amino

Amino Acid single letter code | 3-letter code || DNA codons

Isoleucine I Ile ATT, ATC, ATA

Leucine L Leu CTT, CTC, CTA, CTG, TTA, TTG
Valine v Val GTT, GTC, GTA, GTG
Phenylalanine F Phe TTT, TTC

Methionine M Met (start) || ATG

Cysteine C Cys TGT, TGC

Alanine A Ala GCT, GCC, GCA, GCG

Glycine G Gly GGT, GGC, GGA, GGG

Proline P Pro CCT, CCC, CCA, CCG

Threonine T Thr ACT, ACC, ACA, ACG

Serine ) Ser TCT, TCC, TCA, TCG, AGT, AGC
Tyrosine Y Tyr TAT, TAC

Tryptophan W Trp TGG

Glutainine Q Gln CAA S CAG

Asparagine N Asn AAT, AAC

Histidine H His CAT, CAC

Glutamic acid E Glu GAA GAG

Aspartic acid D Asp GAT, GAC

Lysine K Lys AAA AAG

Arginine R Arg CGT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG
Stop codons Stop termination || TAA, TAG, TGA




Lampiran 10: Perbedaan Morfologi Kelinci

62

GAMBAR

BERAT BADAN

MORFOLOGI

’

W -
l‘

Kelinci Fujian

+2 kg

Ukuran tubuh kecil

Telinga pendek dan
kecil.

Panjang rambut
pendek

(Xie, dkk. 2016)

Kelinci Rex

4,7 kg

Rambut halus seperti
beludru

Ukuran tubuh besar

Telinga tegak keatas

Kelinci New Zealand White

4,3 kg

Rambut berwarna
putih

Mata berwarna
merah

Ukuran tubuh besar

Telinga tegak keatas
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Kelinci American Fuzzy Lop

1,8 kg

Ukuran tubuh kecil
Rambut panjang

Telinga jatuh ke
bawah
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