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IDENTIFIKASI WARNA RAMBUT KELINCI NEW ZEALAND
(Oryctolagus cuniculus) BERDASARKAN SEQUENCE
GEN MCI1R (Melanocortin 1 reseptor)

DENGAN METODE PCR

ABSTRAK

Kelinci New Zealand (Oryctolagus cuniculus) merupakan salah satu
kelinci populer di Indonesia yang sering diperlombakan karena warna rambutnya
yang memiliki daya tarik tersendiri. Kelinci New Zealand terbagi menjadi empat
berdasarkan warna rambutnya yaitu Kelinci New Zealand Black, Red, Blue, dan
White (Albino). Perbedaan warna rambut yang dimilikinya dipengaruhi oleh
ekspresi gen Melanocortin 1 receptor (MC1R). MC1R merupakan gen pengkode
produksi melanin pada kulit dan rambut. Penelitian ini bertujuan mengetahui
adanya perbedaan sekuen gen MC1R pada Kelinci New Zealand dengan metode
PCR. Sampel yang digunakan berupa DNA yang diisolasi dari masing-masing
satu sampel darah Kelinci New Zealand Black, Red, dan White (Albino).
Amplifikasi DNA dilakukan dengan metode PCR menggunakan sepasang primer
forward (MCIR F) 5°- GTG GAC CGC TAC ATC TCC AT -3’ dan reverse
(MCIR_R) 5’- TCT CAC CAG GAG CAC AAC AG -3’ yang didesain melalui
Primer3Plus menggunakan database NCBI FN658677.1. Analisa sekuen gen
dilakukan sekuensing dengan metode Sanger. Hasil sekuen dianalisa
menggunakan software Bioedit dan BLAST NCBI. Hasil penelitian menunjukkan
sampel Kelinci New Zealand Black terdapat mutasi 2 transisi dan 9 mutasi
transversi yang mempengaruhi susunan asam amino, sehingga disebut mutasi miss
sense. Pada Kelinci New Zealand Red dan White (Albino) terdapat 1 mutasi
transisi pada sekuen ke-369 yang tidak merubah susunan asam amino sehingga
disebut silence mutation.  Kesimpulan dari penelitian ini adalah terdapat
perbedaan urutan basa nukleotida yang mempengaruhi susunan asam amino gen
MCI1R pada Kelinci New Zealand Black. Sedangkan pada Kelinci New Zealand
Red dan White (Albino) perbedaan urutan basa nukleotida tidak mempengaruhi
susunan asam amino gen MC1R.

Kata Kunci: Kelinci New Zealand, MC1R, PCR, warna rambut.



IDENTIFICATION OF NEW ZEALAND RABBIT (Oryctolagus cuniculus)
HAIR COLOR BASED ON MCI1R (Melanocortin 1 receptor)
SEQUENCE USING PCR METHOD

ABSTRACT

New Zealand rabbit (Oryctolagus cuniculus) is one of the most popular
rabbits in Indonesia which is often contested because of the hair color that has its
charm. New Zealand rabbits are divided into four by the color of their hair,
namely New Zealand Black, Red, Blue and White (Albino) Rabbits. The
difference in hair color it possesses is influenced by the expression of the
Melanocortin 1 receptor (MC1R) gene. MCI1R is a gene that codes for melanin
production in the skin and hair. This study aims to determine the differences in the
MCI1R gene sequence in New Zealand rabbits using the PCR method. The
samples used were DNA isolated from each of the New Zealand Black, Red, and
White (Albino) Rabbit blood samples. DNA amplification was carried out by PCR
method using a pair of forward primers (MC1R_F) 5'- GTG GAC CGC TAC
ATC TCC AT-3 'and reverse (MC1R_R) 5'- TCT CAC CAG GAG CAC AAC
AG-3' designed through Primer3Plus using Primer3Plus database NCBI
FN658677.1. Gene sequence analysis is done by Sanger method. Sequence results
were analyzed using Bioedit and BLAST NCBI software. The results showed that
the New Zealand Black Rabbit sample contained 2 transitions and 9 transversion
mutations that affect the formation of amino acids, so called miss sense mutations.
In New Zealand Red and White (Albino) rabbits, there is one transition mutation
in the 369th sequence that does not change the composition of amino acids so it is
called silence mutation. This study concludes that there are differences in the
sequence of nucleotide bases that affect the amino acid composition of the MC1R
gene in New Zealand Black Rabbit. Whereas in New Zealand Red and White
(Albino) Rabbits the difference in nucleotide base sequence does not affect the
amino acid composition of the MC1R gene.

Keywords: New Zealand Rabbit, MC1R, PCR, hair color.
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kelinci merupakan mamalia dari famili Leporide (pemakan tumbuhan
hijau) yang memiliki daya adaptasi relatif tinggi sehingga dapat ditemukan di
banyak daratan bumi. Kelinci dulunya merupakan hewan liar yang sulit
dijinakkan dan hidup di Afrika hingga daratan Eropa. Sejak 2000 tahun silam,
kelinci mulai dijinakkan dengan tujuan sebagai bahan pangan, hewan percobaan,
maupun peliharaan (Brahmantiyo, 2007). Kelinci pertama kali dibawa ke tanah
Jawa pada tahun 1835 oleh orang-orang Belanda. Pada saat itu, kelinci sudah
dijadikan sebagai ternak hias. Asal kata kelinci berasal dari bahasa Belanda yaitu
“konijntje” yang berarti anak kelinci. Hal tersebut menunjukkan bahwa
masyarakat Indonesia telah mengenal kelinci saat masa kolonial (Irfandi, 2010).

Data Statistik Peternakan dan Kesehatan Hewan Indonesia tahun 2013
hingga 2017 menunjukkan peningkatan semua jenis populasi kelinci di berbagai
Provinsi di Indonesia. Pada tahun 2013, populasi kelinci di Indonesia mencapai
1.137.041 ekor. Populasi terus meningkat berdasarkan data jumlah kelinci pada
tahun 2017 yaitu 1.237.762 ekor (Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan
Hewan, 2017). Berdasarkan data tersebut diketahui bahwa masyarakat Indonesia
cukup tertarik untuk memelihara kelinci. Bentuk kelinci yang lucu dengan telinga

yang panjang, tingkah lakunya yang menggemaskan, dan tidak membutuhkan



banyak ruang untuk pemeliharaannya membuat banyak masyarakat menyukai
kelinci.

Kelinci New Zealand termasuk salah satu jenis kelinci yang populer di
masyarakat Indonesia. Sesuai namanya, kelinci berbadan besar ini berasal dari
New Zealand. Kelinci ini menyebar dan berkembang ke Amerika Serikat dan
Australia. Namun sekarang sudah menyebar ke seluruh dunia termasuk
Indonesia. Kelinci New Zealand di Indonesia sering diperlombakan dalam
berbagai kontes kelinci karena warna rambutnya yang memiliki daya tarik
tersendiri (Irfandi, 2010). Kelinci New Zealand memiliki empat jenis warna
rambut yang telah diakui oleh American Rabbit Breeder Association (ARBA)
diantaranya black (hitam), red (merah), blue (abu-abu), dan white (albino).

Perbedaan warna rambut yang dimiliki Kelinci New Zealand
dipengaruhi oleh ekspresi gen Melanocortin 1 receptor (MC1R). Melanocortin 1
receptor (MC1R) merupakan gen yang mengkode produksi melanin sehingga
memberikan warna pada kulit dan rambut (Rees, 2000). ldentifikasi warna
rambut Kelinci New Zealand berdasarkan sekuen gen MC1R sampai saat ini
belum banyak diteliti. Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui perbedaan sekuen gen Melanocortin-1 receptor

pada Kelinci New Zealand yang dilakukan dengan metode PCR.



1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana perbedaan sekuen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) yang
mempengaruhi warna rambut Kelinci New Zealand Black, Red, dan White

(Albino)?

1.3 Batasan Masalah

1. Penggunaan hewan coba pada penelitian ini sedang dalam tahap pengajuan
sertifikasi Laik Etik Penelitian dari Komisi Etik Penelitian (KEP) Universitas
Brawijaya.

2. Sampel yang digunakan adalah darah dari 1 ekor Kelinci New Zealand
Normal Black berumur > 1 tahun, 1 ekor Kelinci New Zealand Normal Red
berumur > 1 tahun, dan 1 ekor Kelinci New Zealand White (Albino) berumur
> 1 tahun. Semua kelinci yang diambil sampelnya berjenis kelamin jantan
yang diperoleh dari Peternakan Kelinci Modern Kota Batu, Jawa Timur.

3. Isolasi gen DNA MC1R menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit.

4. DNA gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) Kelinci New Zealand
diamplikasi dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan
sepasang primer dari database NCBI Genebank: Forward (MC1R_F) 5°- GTG
GAC CGC TAC ATC TCC AT -3’ dan Reverse (MC1R R) 5°- TCT CAC
CAG GAG CAC AAC AG -3’. Primer didesain melalui Primer3Plus

menggunakan database NCBI FN658677.1.



5. Metode PCR dilakukan menggunakan alat SensoQuest Thermocycler dengan
program: pradenaturasi 94°C selama empat menit, denaturasi 94°C selama 30
detik, annealing 55°C selama 30 detik, extension 72°C selama satu menit, dan
post extension 72°C selama tujuh menit.

6. Sekuensing DNA dilakukan dengan mengambil 1 sampel Kelinci New
Zealand Black, 1 sampel Kelinci New Zealand Red, 1 sampel Kelinci New
Zealand White (Albino) dengan metode dideoksi sanger berdasarkan dye
terminator labelling dengan menggunakan sepasang primer Forward
(MC1R F) 5°- GTG GAC CGC TAC ATC TCC AT -3’ dan Reverse
(MC1R _R) 5’- TCT CAC CAG GAG CAC AAC AG -3".

7. Analisa data dilakukan untuk mendeskripsikan perbedaan sekuen DNA pada
Kelinci New Zealand Black, Red, dan White (Albino) menggunakan program

BioEdit dan Basic Local Aligment Search Tool (BLAST).

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui perbedaan urutan basa
nukleotida gen Melanocortin-1 Receptor (MCL1R) yang mempengaruhi warna

rambut pada Kelinci New Zealand Black, Red, dan White (Albino).



1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam penyediaan
informasi genetik tentang warna rambut Kelinci New Zealand Black, Red, dan

White (Albino) yang disandi oleh gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R).



BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kelinci New Zealand

Kelinci merupakan salah satu kelompok hewan yang sangat populer dan
digemari masyarakat. Kelinci secara umum memiliki potensi biologis dan
ekonomi yang tinggi sebagai penghasil daging, kulit dan rambut, juga untuk
hewan kesayangan atau kelinci hias. Bentuk kelinci yang lucu dengan telinga
yang panjang, tingkah lakunya yang menggemaskan, dan tidak membutuhkan
banyak ruang untuk pemeliharaannya membuat banyak masyarakat menyukai
kelinci. Selain itu, warna rambut yang dimiliki oleh kelinci juga menjadi daya
tarik tersendiri (Irfandi, 2010).

Salah satu jenis kelinci yang sangat populer di Indonesia adalah Kelinci
New Zealand. Kelinci ini berasal dari New Zealand yang kemudian menyebar
dan berkembang ke Amerika Serikat dan Australia. Kelinci New Zealand pada
awalnya dikembangkan untuk memenuhi permintaan perdagangan daging dan
bulu. Kelinci New Zealand mulai dijadikan peliharaan sejak keberadaannya
meluas ke daerah tropis. Kelinci New Zealand memiliki kemampuan adaptasi
yang tinggi terhadap iklim yang hangat dan lembab sehingga keberadaannya
dapat meluas ke daerah tropis seperti Indonesia (Hardy et al., 2013). Meskipun
ukuran tubuhnya yang besar, Kelinci New Zealand memiliki sifat yang tenang

dan tidak agresif sehingga sangat mudah untuk dipelihara. Kelinci New Zealand
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memiliki empat jenis warna rambut yang telah diakui oleh American Rabbit
Breeder Association (ARBA) diantaranya black (hitam), red (merah), blue (abu-
abu), dan white (albino). Oleh karena ragam warna rambut yang dimilikinya,
Kelinci New Zealand banyak dibudidayakan sebagai penghasil bulu dan hewan
peliharaan (kelinci hias). Menurut Damron (2003) bangsa kelinci diklasifikasikan

sebagai berikut.

Filum : Chordata

Kelas : Mamalia

Ordo . Legomorpha

Famili . Leporidae

Sub famili . Leporine

Genus . Orictolagus

Spesies . Orictolagus cuniculus

Morfologi Kelinci New Zealand

Kelinci New Zealand memiliki karakter diantaranya bagian dada yg
padat, kaki depan agak pendek, kepala besar dan agak bundar, rambut halus dan
tebal, telinga besar dan tebal dengan ujung membulat. Hewan ini merupakan
herbivore non ruminansia yang mempunyai sistem lambung sederhana (tunggal)
dengan perkembangan sekum seperti pencernaan ruminansia, sehingga hewan ini
disebut ruminansia semu (pseudoruminant) (Faiz, 2009). Umur hidupnya 5-10

tahun dengan umur produktif 2-3 tahun dan jumlah beranak rata-rata 10 kali per



2.3

tahun. Kelinci New Zealand memiliki bobot lahir rataan 50-70 g/ekor dan bobot
dewasa 5-10 kg per ekor (Brahmantiyo dan Raharjo, 2005). Kelinci pada
umumnya memiliki 44 buah kromosom. Kelinci memiliki suhu tubuh berkisar
38-40°C dan memiliki bobot tulang sebesar 7-8% dari total bobot tubuhnya
(Muslih et al, 2006).

Kelinci telah mencapai dewasa kelamin saat berumur 4 bulan. Pada saat
itu pula kelinci sudah dapat dikawinkan. Setiap satu ekor pejantan dapat
dikawinkan dengan 8-10 ekor betina dengan tingkat keberhasilan pembuahan
95% (Brahmantiyo dan Raharjo, 2005). Lama masa bunting kelinci sekitar 31-32
hari. Jumlah anak per kelahiran rata-rata 6-7 ekor dengan tingkat keselamatan
85-95%. Masa sapih anak kelinci saat berumur 6-8 minggu setelah kelahiran
(Cheeke et al, 1987). Kelinci umumnya beraktifitas saat tengah malam dan pada
saat hari mulai senja, tetapi dapat menyesuaikan diri terhadap pengaruh

lingkungan (Muslih et al, 2006).

Warna Rambut Kelinci New Zealand

Kelinci New Zealand terbagi menjadi dua berdasarkan warna rambut
yang dimilikinya yaitu Kelinci New Zealand White (Albino) dan Kelinci New
Zealand (Red, Blue, dan Black). Kelinci New Zealand White merupakan kelinci
albino yang tidak mempunyai rambut berwarna yang mengandung pigmen.
Kelinci New Zealand White merupakan keturunan dari Kelinci New Zealand Red

yang pada tahun 1916 oleh William Preshaw ditemukan lahir di kandang Kelinci



New Zealand Red. Kemudian pada tahun 1919 oleh William Preshaw Kelinci
New Zealand White mulai dikembangkan. Rambut kelinci ini berwarna putih
mulus, sangat padat, dan terasa tebal apabila diraba. Kelinci ini memiliki ciri
khusus berupa mata berwarna merah yang merupakan ekspresi gen cc yang
menyebabkan albino pada permukaan tubuh dan merah pada mata (Covrig et al.,
2013). Kelinci New Zealand White di negara asalnya sendiri merupakan kelinci
yang paling banyak diternakkan untuk diambil rambutnya dikarenakan warna
rambut putihnya membawa harga yang lebih tinggi dibandingkan warna lainnya
(Peace Corps, 2014). Sedangkan Kelinci New Zealand memiliki tiga jenis warna
sesuai dengan nama yang dimilikinya yaitu New Zealand Red dengan rambut
berwarna merah, New Zealand Blue dengan rambut berwarna abu-abu, dan New
Zealand Black dengan rambut berwarna hitam. Adanya produksi melanin pada
Kelinci New Zealand sehingga memberikan warna yang beragam pada warna
rambutnya (Busono dan Mardiani, 2010). Perbandingan warna rambut Kelinci

New Zealand dapat dilihat pada Gambar 2.1.
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Gambar 2.1 Perbandingan warna rambut Kelinci New Zealand:
a) Kelinci New Zealand White (Albino)
b) Kelinci New Zealand Black
c) Kelinci New Zealand Blue
d) Kelinci New Zealand Red
(Busono dkk, 2015).

2.4 Melanocortin-1 Receptor (MC1R)

Melanocortin 1 receptor atau reseptor melanokortin 1 (MC1R)
merupakan suatu kelompok reseptor pasangan protein G (G-Protein Coupled
Receptors) transmembran pada melanosit yang menjabarkan fenotip dari pigmen
kulit, mengatur aspek fungsional melanosit termasuk stimulasi siklik adenosin
monofosfat (CAMP) yang mengarah pada peningkatan aktivitas tirosinase,

melanogenesis serta proliferasi. Reseptor ini terletak pada permukaan melanosit
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yang merupakan sel khusus penghasil pigmen yaitu melanin. Melanin merupakan
zat pemberi warna pada kulit, rambut, dan mata. Melanin juga ditemukan pada
jaringan peka cahaya di bagian belakang mata (retina) yang berperan dalam
penglihatan normal (Rees, 2000).

Pigmentasi kulit dan rambut tergantung pada beberapa pengaruh
termasuk faktor genetik yang mempengaruhi ukuran satuan melanin epidermis
dan melanosom serta produksi melanin. Dalam mengatur pigmentasi,
melanokortin berikatan dengan resertornya yaitu MCL1R yang terletak pada
permukaan melanosit. Terdapat dua tipe pigmen melanin utama, yaitu eumelanin
dan feumelanin. Eumelanin bersifat inert secara kimia dan photoprotective yang
akan menyerap radiasi UV, semakin banyak eumelanin maka akan semakin
terlindungi dari kerusakan UV. Eumelanin memberikan warna coklat atau coklat
gelap dan hitam (Scherer dan Kumar, 2010). Feumelanin tidak efisien dalam
menghalangi penetrasi radiasi UV dan dapat mengakibatkan kerusakan sel yang
diinduksi oleh UV yang didukung oleh radikal bebas dan oxidative injury (Mitra
et al., 2012). Feumelanine memberikan warna cerah seperti kuning hingga coklat
kemerahan. MC1R adalah protein yang sangat polimorfik. Disfungsional MC1R
akan mengalami penurunan sintesis eumelanin dan menunjukkan warna bulu
feumelanotic pirang sebagai hasilnya. Selain itu juga dikenal tipe pigmen lain
diantaranya oksimelanin, trichrome, melanin campuran (mixed type melanins)

dan neuromelanin (Damayanti, 2004).



2.5

12

Pensinyalan MC1R merupakan penentu utama terhadap jumlah dan
jenis pigmen melanin yang disintesis oleh melanosit, yang mengatur pigmentasi
basal dan respon induksi dari UV (D’Orazio et al., 2006). Pensinyalan MC1R
meningkatkan sintesis eumelanin dan transfer melanosom untuk meningkatkan

deposisi melanin dalam keratinosit (Virador et al., 2002).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu teknik sintesis dan
amplifikasi DNA secara in vitro. PCR dapat digunakan untuk mengamplifikasi
segmen DNA dalam jumlah jutaan kali hanya dalam waktu beberapa jam.
Amplifikasi DNA pada PCR dapat dicapai bila menggunakan primer
oligonukleotida yang disebut amplimers. Komponen yang diperlukan pada proses
PCR diantaranya yaitu template DNA, sepasang primer (oligonukleotida pendek
yang memiliki urutan nukleotida komplementer dengan urutan nukleotida DNA
template, dNTPs (Deoxynucleotide triphosphates), buffer PCR, MgCl;

(magnesium klorida), dan enzim polimerase DNA (Innis, 1990).

a. Template DNA
Template DNA berfungsi sebagai cetakan pembentuk DNA baru
yang sama. Template DNA dapat berupa DNA kromosom, DNA plasmid
ataupun fragmen DNA apapun yang mengandung fragmen DNA target
yang dituju. Persiapan DNA template untuk proses PCR dapat dilakukan

dengan metode lisis sel atau dengan melakukan isolasi DNA kromosom
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atau DNA plasmid menggunakan metode standar yang ada. Metode isolasi
DNA kromosom atau DNA plasmid memiliki prinsip yaitu dengan
pemecahan dinding sel yang diikuti dengan pemisahan DNA kromosom
atau DNA plasmid dari komponen lain. Sehingga akan diperoleh kualitas

DNA yang lebih baik dan murni (Innis, 1990).

Primer

Primer berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA target yang
akan diamplifikasi dan sekaligus menyediakan gugus hidroksi (-OH) pada
ujung © yang diperlukan untuk proses eksistensi DNA. Primer dirancang
berdasarkan urutan DNA yang telah diketahui ataupun dari urutan protein
yang dituju. Data urutan DNA atau protein dapat diperoleh dari database

GenBank (Innis, 1990).

dNTPs (Deoxynucleotide triphosphates)

dNTPs merupakan campuran dari dATP (deoksiadenosin
trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat), dCTP (deoksisitidin trifosfat) dan
dGTP (deoksiguanosin trofosfat). dNTPs pada proses PCR bertindak
sebagai building block DNA pada proses eksistensi DNA. dNTP akan
menempel pada gugus —OH pada ujung 3’ dari primer membentuk untai

baru yang komplementer dengan untui DNA template (Innis, 1990).

Buffer PCR dan MgCl;
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Reaksi PCR hanya akan berlangsung pada kondisi PH tertentu,
sehingga dalam proses PCR diperlukan buffer PCC untuk menjamin pH
medium. Selain buffer PCR diperlukan juga ion Mg?* yang berasal dari
MgCl,. Umumnya buffer PCR sudah mengandung senyawa MgCl, yang

diperlukan (Innis, 1990).

e. Enzim Polimerase DNA
Enzim polimerase DNA berfungsi sebagai katalisis untuk reaksi
polimerisasi DNA dan diperlukan untuk tahap ekstensi DNA pada proses
PCR. Enzim ini bersifat termostabil sampai temperatur 95°C. Penggunaan
jenis polimerase DNA berkaitan erat dengan buffer PCR yang dipakai

(Innis, 1990).

Pada proses PCR terdapat tiga tahapan penting yang berulang dalam 30
sampai 40 siklus, diantaranya:
1. Denaturasi

Denaturasi awal dilakukan sebelum enzim tag polymerase

ditambahkan. Proses ini bertujuan untuk pembukaan DNA untai ganda
menjadi DNA untai tunggal. Proses ini berlangsung sekitar 3 menit untuk
meyakinkan bahwa molekul DNA terdenaturasi menjadi DNA untai
tunggal. Denaturasi yang tidak berlangsung sempurna akan mengakibatkan
DNA mengalami renaturasi yang akan menggagalkan proses PCR (Yusuf,

2010).
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Annealing (Penempelan Primer)

Oligonukleotida primer menempel pada DNA cetakan yang
komplementer dengan sekuen primer. Primer annealing berkaitan dengan
pengenalan primer terhadap DNA target tergantung pada panjang untai,
jumlah kandungan GC, dan konsentrasi primer. Suhu optimal dihitung
dengan rumus Temperatuse Melting (Tm) = {(G+C)x4} + {(A+T)x2}. Tm
dipengaruhi oleh DNA template, komponen buffer, dan konsentrasi primer
(Fatchiyah, 2008). Penentuan waktu proses annealing tergantung pada
panjang primer. Panjang primer 18-22 basa membutuhkan waktu annealing
30 detik, sedangkan panjang primer yang lebih dari 22 basa membutuhkan
waktu annealing 60 detik. Suhu pada proses annealing umumnya dihitung

berdasarkan (Tm-5)°C sampai dengan (Tm+5)°C (Handoyo dkk, 2001).

Extention (Pemanjangan Primer)

Pemanjangan untai baru DNA dimulai dari posisi primer yang
telah menempel pada urutan basa nukleotida DNA target akan bergerak
dari wjung 5’ menuju ujung 3’ dari untai tunggal DNA. Proses ini
dilakukan pada suhu 72°C yang merupakan suhu optimum polimerase
DNA yang biasa digunakan untuk PCR (Handoyo dkk, 2001). Setiap satu
kilobase (1000 bp) yang akan diamplifikasi memerlukan waktu 1 menit,
apabila kurang dari 500 bp maka hanya memerlukan waktu 30 detik dan

pada kisaran 500 tetapi kurang dari 1 kb maka diperlukan waktu 45 detik,
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namun apabila lebih dari 1 kb maka diperlukan waktu 2 menit pada tiap

siklusnya (Fatchiyah, 2008).

2.6 Sekuensing DNA

Proses ini bertujuan menentukan urutan basa nitrogen (adenin, guanin,
sitosin, dan timin) dari suatu sampel DNA. Metode sekuensing yang umum
digunakan yaitu metode Sanger (Sanger dideoxy sequencing). Metode ini
menggunakan DNA template dan memerlukan primer spesifik untuk reaksi
sekuensing. Prinsip utama metode Sanger adalah penggunaan trifosfat
dideoxynucleotide (ddNTPs) sebagai terminator rantai DNA (Ravi dan Jyoti,
2014). Pada metode Sanger, primer digunakan secara terpisah, yaitu hanya
menggunakan satu primer dan ditambahkan dengan trifosfat dideoxynucleotide
(ddNTPs) vyang diberi label fluorescent. Penambahan ddNTPs akan
menghentikan proses polimerisasi, dan basa pada ujung molekul DNA
merupakan basa yang dibawa oelh molekul ddNTPs. Pewarna pada ddNTPs akan
terdeteksi pada sensor mesin sequencer dikarenakan warna fluorescent yang
berbeda pada setiap basa, sehingga urutan basa pada DNA dapat ditentukan
(Rinanda, 2011). Hasil sekuensing yang susunan nukleotidanya sudah terlihat
akan dilakukan proses secara online dan sederhana dengan menggunakan
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). BLAST merupakan algoritma yang

digunakan untuk membandingkan informasi urutan biologis primer seperti urutan



17

nukleotida DNA materi genetik yang ada pada Database. Hasil dari penggunaan

BLAST NCBI akan berbentuk grafis, tabel, dan data skor (Fatchiyah, 2015).



3.1

BAB 3 KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN

Kerangka Konseptual

Pada Kelinci New Zealand Normal jantan (umur 1 tahun) yang memilki
warna rambut merah, abu-abu, dan hitam dengan Kelinci New Zealand Albino
jantan (umur 1 tahun) yang memilki warna rambut putih ditentukan oleh ekspresi
gen Melanocortin-1 receptor (MC1R). Pada Kelinci New Zealand Albino
memiliki kelainan genetik berupa kekurangan melanin atau sama sekali tidak
memilki melanin sehingga memiliki ciri khusus berupa mata berwarna merah
yang merupakan ekspresi gen cc yang menyebabkan albino pada permukaan
tubuh dan merah pada mata (Covrig et al., 2013).

Sampel darah digunakan untuk melihat ekspresi gen MC1R melalui
sekuen gen yang dihasilkan. Analisa gen MCI1R dapat dilakukan dengan
amplifikasi DNA in vitro dengan menggunakan metode PCR membutuhkan
sepasang primer forward dan reverse. Primer untuk mengamplifikasi gen MC1R
diperoleh dari database NCBI Genebank FN6586.1. Hasil sekuen DNA
dianalisis menggunakan software Sequense Scanner versi 1.0, kemudian
disejajarkan menggunakan BLAST NCBI, software MEGA versi 7.0, dan
alogaritma ClustalW multiple alignment pada software BioEdit. Bagan kerangka

konseptual dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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3.2 Hipotesis Penelitian
Hipotesis pada penelitian ini adalah terdapat perbedaan sekuen gen
MC1R pada warna rambut Kelinci New Zealand Black, Red, dan White (Albino)

jantan dewasa berumur 1 tahun.
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4.1

4.2

BAB 4 METODE PENELITIAN

Hewan Percobaan

Kelinci New Zealand yang digunakan yaitu Kelinci New Zealand
Black, Red, dan White (Albino) yang masing-masing berumur > 1 tahun dan
berjenis kelamin jantan. Kelinci New Zealand yang diambil berasal dari

Peternakan Kelinci Modern Kota Batu, Jawa Timur.

Waktu dan Tempat Penelitian

Pengambilan sampel darah Kelinci New Zealand berlokasi di
Peternakan Kelinci Modern Kota Batu, Jawa Timur. Penelitian dilakukan di
Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya Malang untuk pemesanan
primer, Laboratorium ADD (Animal Diagnostic Disease) untuk pelaksanaan
PCR, dan Laboratorium Genetika Fakultas Sains dan Teknologi Universitas
Islam Negeri (UIN) Maliki Ibrahim Malang untuk uji kuantitas DNA.

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Maret 2019 — April 2019.

Sampel Penelitian

Sampel penelitian berupa sampel darah yang diambil pada bagian
vena aurikular dari 1 ekor Kelinci New Zealand Black berumur > 1 tahun, 1
ekor Kelinci New Zealand Red berumur > 1 tahun, dan 1 ekor Kelinci New
Zealand White (Albino) berumur > 1 tahun. Semua kelinci yang diambil

sampelnya berjenis kelamin jantan.
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Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya disposable
syringe, ice box, kertas label, sarung tangan, masker, tisu, tabung EDTA,
microsentrifuge tube (1,5 mL), micro PCR tube (200 ul), miropipet, white tip,
yellow tip, mesin vortex, sentifugator, mesin penangas, inkubator, freezer,
timbangan analitik digital, thermocycler, mesin sequencing, komputer, Bio
Step UV-Transilluminator DH-40, ND-1000 Spectrophotometer, Mupid-Exu
Electrophoresis, dan kamera. Bahan yang digunakan pada penelitian ini
diantaranya 1 sampel darah Kelinci New Zealand jantan dan 1 sampel darah
Kelinci New Zealand Albino jantan, Qiaamp® DNA Mini Kit (50), ddH20,
primer Forward (MC1R_F) 5’- GTG GAC CGC TAC ATC TCC AT -3’ dan
Reverse (MC1R_R) 5’- TCT CAC CAG GAG CAC AAC AG -3, PCR mix
(Promega Gotaq Green Master Mix), DNA ladder 100 bp dan 1 kb, Tris
Borat EDTA (TBE 1x), agarose 1% dan 2%, loading dye, larutan etidium
bromida (EtBr), natrium asetat 3M, ethanol absolut, alkohol 70%, dan

alumunium foil.

Tahapan Penelitian
Tahapan penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut:
1. Pemilihan sampel Kelinci New Zealand Black, Red, dan White
(Albino).
2. Pengambilan sampel berupa darah
3. Isolasi DNA

4. Uji kuantitas dan kualitas DNA total
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5. Desain primer

6. Polymerase Chain Reaction (PCR)

7. Uji kuantitas dan kualitas produk PCR
8. Purifikasi produk PCR

9. Sekuensing DNA produk PCR

10. Analisa data

4.5 Rancangan Penelitian

Penelitian ini bersifat deskriptif dengan mendeskripsikan hasil
analisa data. Tiga sampel darah diuji dengan jumlah 3 cc pada masing-masing
individu (1 ekor Kelinci New Zealand Black jantan berumur > 1 tahun, 1 ekor
Kelinci New Zealand Red jantan berumur > 1 tahun, dan 1 ekor Kelinci New
Zealand Albino jantan berumur > 1 tahun). Pengisolasian DNA kemudian
dilakukan melalui sampel darah (whole blood) tersebut menggunakan
Qiaamp dna Mini Kit and Tissue Kit. Kemudian dilakukan pengukuran
konsentrasi dari hasil isolasi DNA dengan menggunakan nanospektofotometri
dan elektroforesis del agarose 1%. Sampel DNA kemudian diamplifikasi
dengan PCR melalui sepasang primer Forward (MC1R F) 5’- GTG GAC
CGC TAC ATC TCC AT -3’ dan Reverse (MC1R _R) 5°- TCT CAC CAG
GAG CAC AAC AG -3’. Produk PCR kemudian diukur menggunakan
elektroforesis del agarose 2% untuk mengetahui ukuran fragmen. Kemudian
produk PCR disekuensing. Menggunakan aplikasi nucleotide BLAST pada
NCBI dan software BioEdit, perbandingan hasil sekuensing fragmen DNA

dapat dilakukan.
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4.6 Prosedur Kerja

46.1

4.6.2

4.6.3

Pengambilan Sampel Darah Kelinci New Zealand

Sampel yang digunakan berupa darah dari Kelinci New Zealand
di Peternakan Kelinci Modern Kota Batu, Jawa Timur. Tiga ekor kelinci
diambil sampel darah melalui vena auricularis dengan disposable syringe
3 cc, yaitu satu ekor Kelinci New Zealand Black, satu ekor Kelinci New
Zealand Red, dan satu ekor Kelinci New Zealand Albino yang masing-
masing berumur > 1 tahun. Sampel darah kemudian dimasukkan ke dalam

tabung EDTA.

Isolasi DNA

Sampel darah dari Kelinci New Zealand kemudian dilakukan
isolasi DNA menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit. Terdapat tiga
langkah utama dari isolasi DNA, diantaranya perusakan dinding sel atau
lisis, pemisahan DNA dari bahan padat seperti selulosa dan protein, dan

pemurnian DNA (Surzycki, 2000).

Uji Kuantitas DNA

Uji kuantitas DNA dilakukan dengan menggunakan mesin ND-
1000 Spectophotometer dengan menggunakan blanko ddH2o0 yang
diteteskan langsung pada pedestal submicroliter cell sebanyak 1 pL.
Kemudian absorbansi blanko diukur dengan menekan tombol blank setelah
lid (penutup) ditutup. Panjang gelombang yang digunakan yaitu 260 nm
dan 280 nm. Panjang gelombang 260 nm merupakan serapan maksimum

untuk asam nukleat, sedangkan panjang gelombang 280 nm merupakan
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serapan maksimum untuk protein (Harahap, 2017). Sebanyak 1 pL sampel
diteteskan pada pedestal submicroliter cell yang telah dibersihkan. Lid
ditutup di atas sampel yang telah ditetes dan ditekan tombol sample,
selanjutnya ditunggu hingga keluar hasil pada layar monitor (Nanodrop

Technologies, 2007).

Uji Kualitas DNA

Uji kualitas isolasi DNA diukur menggunakan gel elektroforesis
agarosa 1% untuk mengetahui regio DNA target yang menjadi cetakan
untuk gen MCI1R. Uji kualitas DNA menggunakan mesin Mupid-Exu
Electrophoresis. Eletroforesis gel agarosa 1% dilakukan sesuai Sambrook
dan Russel (2001). Dibersihkan cetakan agarosa dan diletakkan secara
horizontal, selanjutnya dipanaskan TBE 1x dengan volume 15 ml dan gel
agarosa 1% (0,15 g) hingga mendidih atau agarosa larut. Menurut
Fatchiyah dkk., (2009) selanjutnya ditambahkan larutan EtBr 1 pL dan
didinginkan (tidak sampai padat), kemudian disiapkan sisir dan plate untuk
membentuk sumuran. Campuran agarosa, TBE 1x dan EtBr dituang ke
dalam cetakan, pastikan tidak terdapat gelembung udara di area sisir yang
digunakan. Gel didiamkan selama 20-30 menit pada suhu kamar hingga
memadat, kemudian diambil sisir secara perlahan. Gel yang telah
terbentuk sumuran dimasukkan ke dalam chamber Mupid-Exu
Electrophoresis. Kemudian larutan buffer elektroforesis (running TBE 1x)
dituang ke dalam chamber hingga menutupi seluruh bagian gel. Marker

(DNA ladder) dan loading dye (1:1) dimasukkan ke dalam salah satu
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sumuran. Campuran larutan loading dye dan DNA (1:1) kemudian
dimasukkan ke dalam sumur selanjutnya. Chamber dihungkan dengan
power supply dan dinyalakan dengan tegangan 100 volt selama 30 menit.
Setelah running gel eletroforesis selesai, arus listrik diputus dan gel
diangkat dari chamber. Selanjutnya gel dipindah ke UV-transilluminator
gel doc dan diamati hasilnya. Hasil kemudian didokumentasikan dan
diekspos dengan gel doc imaging sehingga memudahkan analisis

(Fatchiyah dkk, 2009).

Desain Primer

Primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA dengan teknik
Polimerase Chain Reaction (PCR) didesain menggunakan NCBI
GeneBank FN6586.1. Primer didesain melalui Primer3Plus dengan
menggunakan data FN6586.1 1.342 bp DNA linear. Sepasang sekuen
primer yang didapatkan adalah primer Forward (MCIR_F) 5’- GTG GAC
CGC TAC ATC TCC AT -3’ (start: 426; length: 20 bp; Tm: 56,6°C; GC:
55%) dan primer Reverse (MCIR R) 5’- TCT CAC CAG GAG CAC
AAC AG -3’ (start: 964; length: 20; Tm: 57 °C; GC: 55%) dengan target

produk PCR 538 bp.

Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)

Sampel DNA dari darah Kelinci New Zealand diamplifikasi
dengan menggunakan metode PCR. Sepasang primer yang digunakan
yaitu primer forward (MC1R_F) dan reverse (MCLR). Amplifikasi

dimulai dengan mencampurkan 1 pL DNA, 1 pL primer forward 10 pmol,
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1 pL primer reverse 10 pmol, 5 uL PCR mix, dan 2 pL ddH20 ke dalam
mikrotube 200 uL. tahapan aplifikasi dimulai dengan predenaturasi 94°C
selama 4 menit, denaturasi 94°C selama 30 detik, kemudian annealing
pada suhu 51,5°C selama 30 detik. Exntension pada suhu 72°C selama 1
menit dan post extension pada 72°C selama 7 menit. Proses akan berulang

hingga 35 siklus (Fatchiyah dkk, 2009).

Uji Kuantitas dan Kualitas Produk PCR

Pada dasarnya pengujian kuantitas produk PCR sama dengan uji
kuantitas isolat DNA. Pengujian kuantitas untuk memvisualisasikan
produk PCR gen MCI1R dari darah Kelinci New Zealand, kemudian
dilakukan running elektroforesis gel agarosa. Sebanyak 2 uL produk PCR
ditambahkan dengan 2 pL loading dye dan dicampurkan homogen di
dalam PCR tube. Produk PCR tersebut dipipet ke dalam sumur gel agarosa
2% dengan TBE 1x pada voltage 100 V, selama 30 menit. Kemudian
dokumentasikan hasil elektroforesis dengan kamera digital pada UV-
transilluminator. Penentuan base pair hasil produk PCR dilakukan

menggunakan gel doc imaging (Fatchiyah dkk, 2011).

Purifikasi Produk PCR

Proses purifikasi produk PCR bertujuan memurnikan DNA serta
menghilangkan sisa-sisa PCR mix meliputi dMTPs, Taq polimerase, ion
Mg, serta ddH20 dan primer yang berada di dalam PCR tube. Metode

yang digunakan adalah metode gel ekstraksi.
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4.6.9 Sekuensing DNA
Sekuensing produk PCR dari gen MC1R dilakukan dua arah yaitu
dengan menggunakan primer MC1R_F dan MCI1R_R untuk melihat
sekuen gen MCI1R sebesar 538 bp yang teramplifikasi menggunakan
metode dye terminator. Konsentrasi DNA produk PCR minimal 50 ng/uL
untuk dapat dilakukan sekuensing. Hasil sekuensing berupa grafik yang
menyatakan kandungan adenin, timin, guanin, sitosin yang terdapat pada

fragmen DNA yang telah dilabel oleh ddNTPs.

4.6.10 Analisa Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini dilakukan
pembahasan secara kualitatif dengan mendeskripsikan perbedaan DNA
gen MCI1R antara Kelinci New Zealand Black, Red, dan White (Albino)
menggunakan software Sequence Scanner versi 1.0, BLAST NCBI, dan
software BioEdit. Tahap analisis DNA dilakukan dengan penyejajaran
sekuen DNA dengan membandingkan antara sampel dengan database
NCBI GeneBank FN658677.1 penyejajaran menggunakan alogaritma

ClustalW multiple aligment pada software BioEdit.
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4.6.11 Kerangka Operasional

Kerangka operasional dapat dilihat pada Gambar 3.2.

Kelinci New Zealand White Kelinci New Zealand
(Albino) Jantan Dewasa (Normal) Jantan Dewasa
(1 tahun) (1 tahun)

v

A

Sampel Darah

\ 4
Isolasi DNA
dengan kit isolasi
DNA

A
Gen Melanocortin-1 receptor

8 MCI1R_F:
Amplifikasi DNA secara 5°_ GTG GAC CGC TAC
invitro menggunakan | | A1c TCC AT -3°
PCR
MCI1R_R:
y 5’- TCT CAC CAG GAG
Sekuensing DNA CAC AAC AG -3

Analisis Sekuen

Gambar 3.2 Bagan Kerangka Operasional



BAB 5 HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Isolasi DNA Kelinci New Zealand
Sampel wholeblood dari Kelinci New Zealand Black, Red, dan
White (Albino) digunakan untuk isolasi DNA. Isolasi DNA dilakukan sesuai
protokol dengan menggunakan Qiaamp® DNA Mini Kit. Hasil dari isolasi
DNA akan dilanjutkan ke uji kuantitas DNA yang diukur menggunakan alat
Implen NanoDrop Spectrophotometer ND-100 dengan panjang gelombang
260 nm. Konsentrasi dan kemurnian DNA total dari Kelinci New Zealand,

Black, Red, dan White (Albino) ditunjukkan pada Tabel 5.1.

Tabel 5.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA Sampel Darah Kelinci

Sampel  Kemurnian (Absorbansi 260/280)  Konsentrasi (ng/uL)

IB 0,49 13,04
IR 40,46 31,94
W 0,54 7,33

Keterangan: IB : Kelinci New Zealand Black
IR : Kelinci New Zealand Red
IW : Kelinci New Zealand White

Hasil uji kuantitas DNA di atas menunjukkan nilai konsentrasi DNA
sampel IB sebesar 13,04 ng/pL, sampel IR sebesar 31,94 ng/uL, dan sampel
IW sebesar 7,33 ng/uL dengan nilai kemurnian secara berurutan 0,49 nm,
40,46 nm, dan 0,54 nm. Kualitas DNA yang baik mempunyai rasio

absorbansi berkisar 1,8 — 2,0 (Promega, 2017). Sampel IR memiliki nilai
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kemurnian yang sangat tinggi yaitu 40,46. Nilai kemurnian yang tinggi
menunjukkan masih adanya sisa buffer yang terbawa selama proses isolasi
(Kate dan Lakote, 2008). Nilai kemurnian yang tinggi juga mengindikasi
adanya kontaminasi dari phenol atau mengandung RNA murni (Santella,
2006). Pada sampel IB dan IW memiliki nilai kemurnian lebih rendah dari 1,8
nm diduga mengandung 50% kontaminan dan 50% asam nukleat.
Kontaminasi dapat disebabkan karena proses ekstraksi yang kurang optimal
atau human error (Santella, 2006). Menurut Chen dan Janes (2002),
amplifikasi DNA dengan PCR dapat dilakukan menggunakan sampel (DNA)
yang memiliki konsentrasi rendah. Hasil dari isolasi DNA yang memiliki nilai
kemurnian rendah dapat diamplifikasi dengan satu untai utuh DNA target
amplifikasi dan kontaminan tidak dapat menghambat aktivitas enzim
polimerase.

Hasil dari isolasi DNA total selanjutnya dilakukan uji kualitas
(elektroforesis) menggunakan gel agarose dengan konsentrasi 1% dan marker
10.000 bp DNA Ladder bertengangan 100 V selama 30 menit. Produk PCR
kemudian divisualisasi dengan sinar UV (ultraviolet) (Gambar 5.1).
Elektroforesis merupakan teknik memigrasikan partikel bermuatan di bawah
pengaruh medan listrik dalam kondisi konstan. Pada prosesnya, elektroforesis
DNA akan memisahkan sampel DNA berdasarkan ukuran dan struktur fisik
molekul. Fragmen DNA hasil elektroforesis dapat dilakukan visualisasi
dengan beberapa cara, diantaranya dengan penambahan etidium bromida ke

dalam gel saat proses pembuatannya atau dengan perendaman gel ke dalam
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larutan etidium bromida sebelum divisualisasikan di bawah sinar UV
transluminator. Etidium bromida adalah pewarna mutagenik yang akan
berikatan dengan bagian basa DNA dan dapat menyebabkan transmisi sinar

UV menjadi dapat dilihat (Ocvania, 2015).

10000 bp
8000 bp
7000 bp

6000 bp

5000 bp
4000 bp

3000 bp

2500 bp

Gambar 5.1 Hasil Elektroforesis DNA Total (Agarose 1%): M:
Marker 1 kb, 1: Kelinci New Zealand Black, 2: Kelinci
New Zealand Red, 3: Kelinci New Zealand White

Hasil visualisasi gel elektroforesis menunjukkan pita DNA total
dengan ukuran fragmen >10.000 bp. Pada sampel 1 dan 3 terlihat pita DNA
yang cukup tebal, sedankan pada sampel 2 terlihat pita DNA yang tipis.
Tingkat ketebalan pita DNA ditentukan dari kemurnian dan proses ekstraksi
yang kurang tepat pada sampel, sehinga menyebabkan sampel tersebut
memiliki kualitas yang kurang bagus. Menurut Irmawati (2003), pita DNA
yang tebal dan mengumpul (tidak menyebar) menunjukkan konsentrasi DNA
total yang tinggi dan DNA total diekstrak dalam kondisi utuh, sedangkan pita

DNA vyang tipis atau terlihat menyebar menunjukkan adanya ikatan antar
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molekul DNA yang terputus pada saat ekstraksi berlangsung, sehingga genom

DNA terpotong menjadi bagian yang lebih kecil. Terputusnya ikatan antar

molekul dapat disebabkan oleh gerakan fisik yang berlebihan saat proses

pemipetan, disentrifus, dan karena aktivitas bahan kimia tertentu.

Amplifikasi Gen MC1R dengan Metode PCR

Tahap ini dilakukan unuk mengetahui urutan basa nukleotida Kelinci

New Zealand berdasarkan sekuen gen MC1R. Sepasang primer forward dan

reverse diperoleh dari

genebank NCBI

dengan

reference sequence:

FN658677.1 1.342 bp DNA linear dan didesain menggunakan Primer3Plus.

Sepasang primer yang telah diperoleh ditunjukkan pada Tabel 5.2.

Tabel 5.2 Urutan Oligo Nukleotida Primer Gen MC1R

Primer

Urutan Oligo Nukleotida

Forward (MC1R_F)

5’-GTG GAC CGC TAC ATC TCC AT -3°

Reverse (MC1R_R)

5’-TCT CAC CAG GAG CAC AACAG-¥

421
481
541
601
66l
T2l
TE1
841
901
96l

tcgoocgtgga
tgocccagggo
tcttegttge
ccatgotggo
cccagggcat
agggtgctgo
tocotgoacot
agaacttcaa
atgcoccttoog

gagagggggt

gcggtgtgte
ctactacaac
cctcatggoa
cgococggoto
caccctcaco
cgogotcatc
coctottocto
cagccaggasa
ggcggocacg

gtcoctggocg
catacggoccg
gttttgtacg
cacaagggac
atcctocctgg
grgoctgrgoc
accctcatca
ctgocgcagga
ggccteoggg

acgcactgog
totgggggge
tcoctgotetg
tococgoatgtt
agcgooccatc
gcatcttctt
ctoggoacoo
totgoaactco
cgctcaagga
cocagggogto

ctaccacagc
cagtgtcaceo
coctcatcatco
caccogggoa
ccaccagggc
cttctgotgg
cacttgcageo
catcgtggac
ggtgotgttg
ggtgocatgg

Gambar 5.2 Origin Oligo Nukleotida Gen MC1R

Keterangan:

Biru: Primer reverse MC1R
Abu-abu: Region of interest
(National Center for Biotechnology
Information, 2018)

atcgtgacgco
toccagotooco
ctecttettgg
tgccagcacg
toctggocctca
ggccoottot
tgogtottta
cogotcatot
tgoctectggt
tgtggocctga

Kuning: Primer forward MC1R
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Produk PCR kemudian dilakukan uji kualitatif dan diperoleh pita
DNA dengan ukuran 538 bp sesuai dengan target amplifikasi menggunakan
primer forward dan reverse yang telah didesain (Lampiran 3). Hasil
elektroforesis PCR menggunakan gel agarose 1,8 % dapat dilihat pada
Gambar 5.3. Visualisasi pita dengan ukuran fragmen 538 bp pada Gambar
5.3 hasil elektroforesis purifikasi produk PCR sesuai dengan gen MC1R yang
ditargetkan. Hal tersebut membuktikan gen MCI1R berhasil dilakukan
amplifikasi secara spesifik dan hasil purifikasi produk PCR siap

disekuensing.

+538 bp

Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Produk PCR Konsentrasi Agarose 1,8 %
M: Marker 1 kb, IB: Kelinci New Zealand Black, IR: Kelinci
New Zeanland Red, IW: Kelinci New Zealand White, Tiga
sampel produk PCR menunjukkan adanya pita marker 538 bp
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5.3 Sekuen Gen MCI1R

Sekuensing DNA dilakukan dengan metode dideoksi Sanger
menggunakan Automatic DNA sequencer berdasarkan metode dye terminator
labelling. Hasil sekuensing dibaca menggunakan software Bioedit 7.0.5.3.
Hasil sekuensing DNA berupa grafik elektroferogram yang memberikan
visualisasi basa-basa yang terekam pada hasil sekuensing serta data berupa
fasta yang merupakan urutan basa hasil sekuensing (Lampiran 3). Hasil
tersebut menunjukkan adanya fragmen basa nukleotida yang memiliki
kesamaan basa nukleotida terhadap database NCBI daerah conserved yang
merupakan daerah sekuen basa nukleotida yang mengalami sediki mutasi
pada segmen DNA vyang disejajarkan (Jegga dan Aronow, 2006). Hasil
sekuensing sampel dimasukkan ke program BLAST NCBI untuk mengetahui
kesejajaran basa nitrogen hasil sekuensing dengan database NCBI

(Lampiran 5, 6, dan 7).

Tabel 5.3 Query Coverage dan Identity Percentage Sampel Kelinci

Query Coverage Identity
Sampel : - _ )
(Persentasi panjang nukleotida) (Identitas)
IB 99 % 97,62 %
IR 99 % 100 %
w 99 % 100 %

Keterangan: IB : Kelinci New Zealand Black
IR : Kelinci New Zealand Red
IW : Kelinci New Zealand White
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Persentasi query cover merupakan persen dari panjang nukleotida
yang selaras dengan database yang terdapat pada NCBI (Nurhikmayani,
2015). Nilai minimal persentase query cover yang dapat diterima adalah 95
%. Nilai query cover yang lebih rendah dari 95 % disebabkan sekuen yang
sangat berbeda dengan sekuen yang terdapat di database (Narita et al., 2012).
Identity merupakan persentasi identitas satu segmen DNA yang disejajarkan
dengan urutan subjek yang sama (NCBI, 2006).

Hasil penyejajaran menggunakan program BLAST NCBI, sampel 1B
(Gambar 5.4) menunjukkan query coverage mencapai 99 %, yang mana dari
462 total basa nukleotida dari hasil sekuensing, terdapat 457 segmen basa
yang sejajar dengan sekuen dari referensi, pada titik basa ke 1 — 462 terdapat
sekuen referensi di titik basa ke 503 — 923. Sebanyak 451 basa nukleotida
dari 462 segmen basa tersebut sama (daerah conserved) sehingga untuk
persentasi identity mencapai 97,62 %.

Hasil sekuensing sampel IR dan IW (Gambar 5.5 dan 5.6) sama-
sama menunjukkan query coverage yang mencapai 99 %, dari 462 total basa
nukleotida dari hasil sekuensing, terdapat 457 segmen basa yang sejajar
dengan sekuen dari referensi, pada titik basa ke 1 — 462 terdapat sekuen
referensi di titik basa ke 503 — 964. Sebanyak 462 basa nukleotida dari 462
segmen basa tersebut sama (daerah conserved) sehingga untuk persentasi
identity mencapai 100 %. Hasil analisa menunjukkan sekuen DNA sampel IB,
IR, dan IW memiliki kemiripan dengan DNA target vyaitu Kkelinci

(Oryctolagus cuniculus).
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5.4 Analisa Sekuen DNA dan Asam Amino Gen MC1R
Sekuen gen MCIL1R dari tiga sampel Kelinci New Zealand
disejajarkan (menggunakan BLAST NCBI) dengan referensi gen MCI1R
Oryctolagus cuniculus database NCBI FN658677.1 untuk mengetahui
persentasi kemiripan urutan sekuen antara sampel dengan sekuen target pada
NCBI. Urutan sekuen sampel yang disejajarkan dimulai dari basa 426 sampai

964 dengan total target gen yaitu 538 bp.

FNE58677.1 Oryctolagns cunienl TTGGCCATGCTGGCCCTCATGGCAGTTTTGTACGTCCGCATGTTCACCCGGGCATGCCAGCACGCCCAGG

NI Y P af N NN c.
121 S T NN
I3IF S 0 Py e B NN e

110 1z0 130 140 150 1&0 17

FN658677.1 Oryctolagus cunicul CATCCCACCAGGGCTCTGGCCTCARGGGTGCTGCCACCCTCACCATCCTCCTGGGCATCTTCTTCTTCTG

s v N | - I ey R ANJE | /e 8 N £ T
zar | 020200 &, L NOALASEMRLUYLYB
e Q000 ey N TG e
z10 2z0 z30 240 250 3-1a) 27
SERR /s T N i W TS N R RI LRI - gf--- ool
FN658677.1 Oryctolagus cunicul CATCGTGCTGTGCCCTCGGCACCCCACTTGCAGCTGCGTCTTTAAGAACTTCAACCTCTTCCTCACCCTC
i, AN\ L@ i/ ) ; R f [
zr A\ MR L
mrr A\ L AYKASEER S L
310 320 330 340 350 380
IR =| JIEL=| o [ e B P e, - --
FN658677.1 Oryctolagns cunicul ATCTATGCCTTCCGCAGCCAGGAACTGCGCAGGACGCTCAAGGAGGTGCTGTTGTGCTCCTGETGAGAG
nIF Ao 3.0 2 ;O L R R A
12z A\ e TR e A
e - ¢ N\ N N / T A

Gambar 5.7 Penyejajaran antara Sekuen DNA Sampel IB, IR, dan IW
terhadap Referensi Gen MC1R: I1 : Kelinci New Zealand
Black, 12 : Kelinci New Zealand Red, 13 : Kelinci New
Zealand White
Hasil sekuen sampel 11, 12, dan 13 saat disejajarkan dengan sekuen
referensi gen MC1R Oryctolagus cuniculus database NCBI FN658677.1
menggunakan alogaritma ClustalW multiple alignment pada software Bioedit

(Gambar 5.7). Hasil penyejajaran sekuen gen MC1R Oryctolagus cuniculus

dengan sampel 11 (Kelinci New Zealand Black) menunjukkan adanya
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perbedaan pada basa nukleotida ke-347 dan 369 yang mengalami mutasi
transisi, serta pada basa nukleotida ke-69, 124, 212, 246, 253, 306, 329, 342,
dan 347 yang mengalami mutasi transversi. Hasil penyejajaran sekuen gen
MC1R Oryctolagus cuniculus dengan sampel 12 (Kelinci New Zealand Red)
dan 13 (Kelinci New Zealand White) menunjukkan perbedaan pada basa
nukleotida ke-369 yang mengalami mutasi transisi (Tabel 5.4). Mutasi adalah
perubahan gen atau kromosom pada suatu individu yang bersifat menurun.
Mutasi transisi merupakan suatu pergantian basa purin menjadi basa purin
lain atau basa pirimidin menjadi basa pirimidin lain. Mutasi transversi
merupakan suatu pergantian basa purin menjadi basa pirimidin atau
sebaliknya (Warianto, 2011). Terdapat juga mutasi insersi yang terjadi akibat
adanya penambahan basa nukleotida, dan mutasi delesi yang terjadi akibat

adanya pengurangan basa nukleotida (Lemey, 2009).

Tabel 5.4 Jenis Mutasi pada Sampel

Sampel Jenis Mutasi Jumlah Basa ke- Total
Transisi 2 347, 369
. 69, 124, 212, 246, 253,

11 Transversi 9 306, 329, 342, 347 11
Insersi-Delesi - -
Transisi 1 369

12 Transversi - - 1
Insersi-Delesi - -
Transisi 1 369

13 Transversi - - 1
Insersi-Delesi - -

Total 13
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Basa nukleotida sampel 11 pada urutan ke-69 mengalami mutasi
transversi dimana basa CAG berubah menjadi CAC. Perubahan basa tersebut
mengubah susunan dari asam aminonya Yyaitu Q (Glutamine/GIn) berubah
menjadi H (Histidine/His). Pada urutan ke-329 juga mengalami mutasi
transversi dimana basa CGC berubah menjadi CTC yang mengubah susunan
asam aminonya dari R (Arginine/Arg) menjadi L (Leusine/Leu). Perubahan
basa nukleotida yang mempengaruhi susunan asam aminonya disebut
missense mutation.

Hasil penyejajaran asam amino sampel 11, 12, dan I3 dengan
referensi gen MC1R Oryctolagus cuniculus database NCBI FN658677.1
menggunakan algoritma ClustalW multiple alignment pada software BioEdit

(Gambar 5.8).

10 20 30 40 50 &0
| \J vl

FN658677.1 Oryctolagus cunicul LAMLAIMAVLYVRMFTRACOHAQGIARLERGORPSHOGSGLED TLTILLGIFFFCWGPFFLHLALIVL

I1_IF R L AN == /iR0: 7/ SR S
12_IF

13_IF

110 1z0
I I I I

FN658677.1 Oryctolagus cunicul IVAFRSQELRRTLREVLLCSW*E

I1_IF LR,

12_IF N

13 _IF N 2

Gambar 5.8 Penyejajaran Asam Amino Sampel 11, 12, dan 13 terhadap
Referensi Gen MC1R: I1 : Kelinci New Zealand Black, 12 :
Kelinci New Zealand Red, 13 : Kelinci New Zealand White

Pada sampel 11 yaitu Kelinci New Zealand Black terjadi perubahan
asam amino pada sekuen ke-23 yaitu Q (Glutamine/GlIn) berubah menjadi H
(Histidine/His). Glutamine merupakan antioksidan dengan efek anti apoptosis

yang dapat menghambat terjadinya vitiligo. Vitiligo merupakan gangguan
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hilangnya aktivitas melanosit pada generasi pigmen melanin. Vitiligo ditandai
oleh terjadinya apoptosis melanosit epidermis (Jiang et al., 2018). Perubahan
asam amino menjadi histidine memiliki fungsi yang sama dengan glutamine,
karena histidine merupakan prekursor histamin yang merupakan suatu amina
yang berperan dalam karnosin. Karnosin berfungsi sebagai antioksidan anti
apoptosis yang berfungsi sama dengan glutamine. Pada sekuen ke-110
terdapat perubahan R (Arginine/Arg) menjadi L (Leusine/Leu). Arginine
berfungsi menghasilkan perubahan konformasi yang memungkinkan MC1R
untuk tidak memproduksi pigmen eumelanin di dalam sel melanosit
(EVOED, 2012). Sedangkan asam amino Leusine merangsang pembentukan

pigmen eumelanin pada proses melanogenesis (Jiang et al., 2018).

MC1R protein (317 amino acids)

LA SR B R B T T Y | A N 1S T 1 L NI I S [ AL
200 250 300

7 transmembrane regions

carboxy-terminal
cytoplasmic tail

intracollular
loop-2 loop-3

Gambar 5.9 Struktur Asam Amino MC1R
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Sama dengan melanocortin receptor lainnya, struktur asam amino
MC1R memiliki ekor C-terminal pendek yang panjangnya hanya 14 asam
amino dan terdapat pertambahan pentapeptide pada ujung C-terminal yang
berisi urutan tripeptide invarian T314, C315, dan W317 yang terdapat pada
semua melanocortin receptor (Gambar 5.9). Pentapetide, khususnya
tripeptide invarian diperlukan untuk translokasi reseptor ke membran plasma
(SanchezMas et al., 2005).

Asam amino MCI1R terdiri dari tiga bagian yaitu extracellular loops,
transmembrane, dan intracellular loops. Pada extracellular loops terdapat N-
terminal yang berfungsi sebagai sinyal peptide untuk menangkap protein ke
dalam membran retikulum endoplasma. Pada intracellular loops terdapat
tempat untuk berikatan dengan G-protein dan menjadi target fosforilasi yang
dibutuhkan untuk pemberi sinyal dan fungsi internal. Pada sampel I1
perubahan asam amino terjadi pada bagian intracellular loops yang bagian
tersebut merupakan tempat ploriferasi, signalling, dan proses awal
pembentukan pigmentasi. Intracellular loops dapat menghambat sintensis
feumelanin dan terjadi sintesis eumelanin sehingga menimbulkan warna gelap

pada kulit dan rambut (Pratama et al., 2010).

Regulasi Gen MCL1R terhadap Warna Rambut Kelinci New Zealand

Gen MCIR terdapat di membran plasma melanosit epidermal dan
korteks folikel rambut yang tersekspresikan di dalam melanosit. Melanosit
akan mensintesis tirosinase untuk dapat melakukan proses sintesis dan deposit

dari melanin. Pada albinisme tirosinase diproduksi sangat sedikit atau sama
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sekali tidak ada. Melanosit pada mamalia memproduksi dua jenis melanin
yaitu eumelanin yang menghasilkan warna gelap seperti hitam hingga
kecoklatan dan feumelanin yang menghasilkan warna terang seperti kuning,
oranye, hingga kemerahan. Kedua jenis melanin dibentuk oleh oksidasi
tirosin oleh enzim tirosinase. Produksi melanin diatur oleh MSH (Melanocyte
Stimulating Hormone).

Sekuen gen MCI1R dari tiga sampel Kelinci New Zealand
disejajarkan dengan referensi gen MC1R Oryctolagus cuniculus database
NCBI FN658677.1 yaitu Kelinci breed Checkerd Giant yang memiliki warna
rambut putih, sehingga pada hasil penyejajaran menunjukkan lebih banyak
perbedaan basa nukleotida pada sampel 11 yaitu Kelinci New Zealand Black.
Mutasi susunan asam amino pada sampel Kelinci New Zealand Black
diprediksi memiliki peran untuk menentukan pigmentasi warna rambut
menjadi gelap. Asam amino leusine merangsang pembentukan pigmen
eumelanin pada proses melanogenesis. Eumelanin disintesis oleh L-
dopachrome vyang bertugas meningkatkan tirosinase. Semakin banyak
tirosinase maka akan semakin banyak melanin yang akan diproduksi sehingga
warna rambut menjadi gelap. Kelinci New Zealand Black merupakan wild
type dari Kelinci jenis New Zealand yang memiliki susunan basa dan asam

amino gen MC1R berbeda dengan Kelinci New Zealand Red dan White.
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BAB 6 PENUTUP

Kesimpulan

Gen MCI1R pada Kelinci New Zealand Black, Red, dan White
(Albino) terdapat perbedaan sekuen gen. Pada Kelinci New Zealand Black
terdapat 2 mutasi transisi pada sekuen ke-347 dan 369 serta 9 mutasi
transversi pada sekuen ke-69, 124, 212, 246, 253, 306, 329, 342, dan 347.
Mutasi susunan basa tersebut juga merubah susunan asam amino MCIR
Kelinci New Zealand Black pada sekuen ke-23, 110, 114, 116, dan 118
sehingga disebut missense mutation. Perubahan asam amino terjadi pada
bagian intracellular loops yang merupakan tempat proliferasi, signalling, dan
proses awal pigmentasi. Pada Kelinci New Zealand Red dan White (Albino)
terdapat 1 mutasi transisi pada sekuen ke-369. Mutasi tersebut tidak merubah

susunan asam amino sehingga disebut silence mutation.

Saran

Penelitian lebih lanjut mengenai warna rambut pada Kelinci New
Zealand dapat dilakukan dengan menggunakan sampel rambut serta
menggunakan gen selain MC1R, seperti gen ASIP, TYR, dan gen lain terkait

pigmentasi warna rambut.
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