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Analisa Perbedaan Gen Warna Rambut Sapi Jaliteng (Jawa Bali Banteng)
Jantan dan Betina Berdasarkan Sekuen Gen Melanocortin-1 Receptor
(MC1R) Dengan Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

ABSTRAK

Sapi Jaliteng (SJ/Jawa Bali Banteng) merupakan hasil persilangan antara Sapi
Bali dan Banteng jawa.Sapi Jaliteng memiliki keunikan pada warna rambut
jaliteng jantan dan betina memiliki warna rambut coklat yang mengalami
perubahan jantan dewasa menjadi hitam dan betina dewasa tetap berwarna
coklat.Melanocortin-1 Receptor (MC1R) merupakan gen penentu warna rambut
dan kulit pada mamalia. Gen MC1R meregulasi melanosit untuk membentuk
pigmen melanin yang kemudian pigmen tersebut menghasilkan eumelanin dan
feomelanin. Individu yang memiliki eumelanin memiliki rambut berwarna hitam
dibandingkan dengan individu yang memiliki feomelanin lebih memiliki rambut
oranye hingga kemerahan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan perbedaan
warna rambut Sapi Jaliteng (SJ) Jantan dan Sapi Jaliteng (SJ) Betina. Sampel
yang digunakan adalah Sapi Jaliteng (SJ1) , Sapi Bali (SB), Banteng (B) Sapi
Jaliteng (SJ2),Sapi Jaliteng (SJ3),Sapi Jaliteng (SJ4),Sapi Jaliteng (SJ5) dan Sapi
Jaliteng (SJ6) mengisolasi DNA melalui sampel darah lalu dilakukan uji kuantitas
dan kualitas DNA, kemudian diamplifikasi menggunakan  metode
PCR(Polymerase Chain Reaction) dengan primer Forward
MC1R_F‘5ACAATGTCATCGACGTGCTC3’dan primer Reverse
MC1R_R’5AGCTATGAAGAGGCCAACGAZ’ . Analisasekuen SJ dan
SBdilakukan dengan metodesekuensing terhadap produk PCR serta analisis
dilakukan denganmenggunakan software BioEdit dan NCBI BLAST. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen MC1R dengan sampel SJ3 mengalami mutasi
gen dengan terjadi delesi pada sekuen ke-937 (C.937delT) yang menyebabkan
delesiphenylalanin (F) yaitu p.179delF pada transmembrane region MCIR.
Kesimpulan terdapat perbedaan sekuen nukleutida dan asam amino di gen MC1R
antara Sapi Jaliteng (SJ3) yang memiliki eumelanin dominan dari sampel Sapi
Jeliteng Betina (SJ2) dan sampel Sapi Bali (SB) berambut terang yang memiliki
feomelanin dominan.

Kata Kunci: Eumelanin, Feomelanin, MC1R, PCR, Sapi Jaliteng .



Analysis of Gene Differences of the Male and FemaleJaliteng (Jawa Bali
Banteng) Hair Color Based on Melanocortin-1 Receptor (MC1R) Genes
Sequences by Polymerase Chain Reaction Method (PCR)

ABSTRACK

Jaliteng cattle is the result of the crossing between the Bali’s cattle and the Java’s
bull. Jaliteng cattle has a uniqueness in their hair color. Jaliteng bull and cow has
brown hair color which had change, the bull’s hair color become black when they
reach their adulthood and the cow still has brown hair color. Melancortin-1
Receptor (MCIR) is the determining gene of mammals skin and hair color.
Melancortin-1 Receptor (MCIR) redulated melanocytes to form melanin pigment
which will produce eumelanin and feomelanin. The individual which has
eumelanin has black hair color compares to the individual which has feomelanin,
they have orange up-to red hair color.the aim of this research is to determine the
hair color difference of Jaliteng bull and Jaliteng cow. the sample that is used in
this research was Jaliteng cattle (SJ1), Bali cattle (SB), bull (B) Jaliteng cattle
(SJ2), Jaliteng cattle (SJ3), Jaliteng cattle (SJ4), Jaliteng cattle (SJ5) and Jaliteng
cattle (SJ6) isolated the DNA through the blood sample and did quantity and
quality DNA, thus amplified it used PCR (Polymerase Chain Reaction) Method
with forward primary MC1R_F '5SACAATGTCATCGACGTGCTC3' and Reverse
Primer MC1R_R '5AGCTATGAAGAGGCCAACGAZ3'the sequence analysis of
SJ and SB was done by using the sequence method towards PCR product and the
analysis was done by using Bio Edit software and NCBI BLAST. The results
showed that the MC1R gene with SJ3 sample had a gene mutation with deletion in
the 937th sequence (C.937delT) which caused deletionsphenylalanin (F) which is
p.179delF in the transmembrane region MC1R. The conclusion is there are
differences in nucleutide and amino acid sequences in the MC1R gene between
Jaliteng Cattle (SJ3) which have dominant eumelanin from samples of Female
Jeliteng Cattle (SJ2) and samples of bright-haired Balinese Cows (SB) that have
dominant feomelanin.

Keywords :eumelanin, pheomelanin, MC1R, PCR, Jaliteng Cattle, Javanese Bali
Bull Cow
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BAB | PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu dari tujuh negara mega biodiversitas yang
dikenal sebagai pusat konsentrasi keanekaragaman hayati dunia. Salah satu
keanekaragaman spesies Indonesia adalah keanekaragaman mamalia dengan
jumlah total sebanyak 436 spesies dan 51% diantaranya merupakan satwa
endemik.Sapi Bali merupakan salah satu pemasok kebutuhan daging nasional. Hal
ini terlihat dari tingginya kuota yang diberikan kepada daerah Bali untuk
memenuhi pasar daging di jakarta maupun di daerah lain di Jawa. Di antara
berbagai bangsa sapi yang ada di Indonesia, sapi Bali merupakan salah satu sapi
asli Indonesia yang cukup penting dan terdapat dalam jumlah yang cukup besar
(Guntoro 2004).

Sapi Bali (Bos sondaicus)memiliki keunggulan dibandingkan dengan sapi
lainnya antara lain mempunyai angka pertumbuhan yang cepat, adaptasi dengan
lingkungan yang baik, dan penampilan reproduksi yang baik. Sapi Bali
merupakan sapi yang paling banyakdipelihara pada peternakan kecil karena
fertilitasnya baik dan angka kematian yang rendah (Purwantara et al.,
2012).Banteng (Bos javanicu) merupakan salah satu mamalia besar yang hidup di
Pulau Jawa. Banteng juga berperan dalam siklus hara dan berpengaruh terhadap
komposisi komunitas tumbuhan. Pada awal abad 18 Banteng tersebar merata di
Pulau Jawa, namun Kkini hanya ada di  hutan-hutan  yang
terfragmentasi(Pudyatmoko, 2004).Berdasarkan IUCNred list (2013), Banteng
Jawa termasuk dalam endangered species (spesies yang terancam punah) dan

termasuk dalam 25 satwa prioritas yang ditetapkan oleh Kementerian Lingkungan



Hidup dan Kehutanan Republik Indonesia sebagai upaya mencegah satwa tersebut
dari kepunahan. Banteng termasuk satwa yang mempunyai satu kali musim kawin
dalam satu tahun dan melakukan perkawinan dalam satu periode waktu tertentu
tergantung lokasi habitatnya (Husna, 2008).

Tingkat populasi dapat dilakukan melalui sistem perkawinan. Sistem
perkawinan dapat dilakukan dengan dua metode yaitu kawin alam (nature
matting) dan kawin buatan (artificial matting). Salah satu tujuan sistem
perkawinan adalah untuk menghasilkan sebuah bibit unggul terutama persilangan
antar spesies. Bibit unggul hasil persilangan antara Banteng Jawa dengan Sapi
Bali adalah Sapi Jaliteng (Jawa Bali Banteng). Sapi Jaliteng memiliki keunikan
pada warna rambut. Jaliteng jantan dan betina memiliki warna rambut coklat dan
berangsur-angsur mengalami perubahan yaitu jantan dewasa menjadi hitam dan
betina dewasa memiliki warna rambut yang tetap yaitu berwarna coklat.

Keragaman genetik terdiri atas antar spesies, antar populasi, antar
individu,dalam populasi dan dalam individu. Keragaman antar spesies sebagai
manifestasi dari keragaman genetik walaupun pembedaan spesies dengan mudah
tanpa mengetahuikomposisi gennya (Indrawan dkk., 2007). Keragaman genetik
dalam sebuah populasi organisme terutama dihasilkan oleh tiga mekanisme
yaitumutasi, perpasangan alel secara bebas atau rekombinasi dan migrasi gen dari
satu tempat ketempat lain.Keragaman genetik terdapat di dalam suatu individu
bilamana ada dua alel untuk gen yang sama merupakan perbedaan konfigurasi
DNA yang menduduki lokus yang samapada suatu kromosom (Suryanto, 2003;

Elrod andStansfield, 2007).



Salah satu gen yang menentukan warna rambut hitam dan coklat pada
mamalia adalah gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R). Gen tersebut akan
menstimulasi melanosit untuk membentuk pigmen melanin yang kemudian akan
memproduksi eumelanin dan feomelanin yang akan bertanggung jawab terhadap
warna rambut dan warna kulit. Eumelanin bertanggung jawab terhadap warna
rambut dan kulit yang lebih gelap sedangkan feomelanin akan berperan dalam
menghasilkan warna rambut dan kulit lebih cerah (Genetic Home Refference,
2007).

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka penelitian ini dilakukan untuk
mempelajari perbedaan warna rambut jantan dan betina dewasa berdasarkan gen
Melanocortin-1 Receptor (MC1R).

1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana perbedaan sekuen gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) pada
sapi Jaliteng jantan dan sapi jaliteng betina dengan metode Polymerase Chain

Reaction (PCR) di Taman Safari Indonesia Il Prigen- Pasuruan, jawa timur ?

1.3 Batasan Masalah
Basatasan masalah pada penelitian ini antara lain:

1. Sampel yang digunakan yaitu darah Banteng, Sapi Balidan Jalitengdengan
menggunakan delapan sampel (satu Banteng, satu Sapi Bali, enam Sapi
Jaliteng) dari Taman Safari Indonesia Il Prigen- Pasuruan, Jawa Timur

2. DNA diisolasi dari darah Sapi Jaliteng, Sapi Bali, dan Banteng Jawa
menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit

3. Amplifikasi DNA gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) Sapi Jaliteng

dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reactoin (PCR)menggunakan



primer forward (MC1R)’5SACAATGTCATCGACGTGCTC3’,primerreverse
(MC1R)’5AGCTATGAAGAGGCCAACGA3’.

4. Metode PCR dilakukan dengan menggunakan mesin SensoQuest Thermocyler
melalui proses: pradenaturasi 94°C selama dua menit, denaturasi 94°C selama
30 detik, penempelan (annealing) 50,1°C selama 30 detik, extension selama
72°C selama satu menit dan post extension 72°C selama tujuh menit.

5. Sequencing hasil PCR dilakukan menggunakan metode Sanger dengan
prinsipdye terminator Labelling menggunakan primer forward (MCI1R)
’5ACAATGTCATCGACGTGCTC3’ primerreverse (MC1R)
"5SAGCTATGAAGAGGCCAACGA3’.

6. Analisa data dilakukan dengan mendeskripsikan perbedaan sekuen DNA
antara Sapi jaliteng jantan dan Sapi jaliteng betina dengan menggunakan
program BioEdit dan Basic Local Aligment Search Tool (BLAST).

1.4 Tujuan
Penelitian bertujuan untuk mengetahui perbedaanwarna rambut melalui

sekuen gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) pada Sapi Jaliteng jantan dan Sapi

Jaliteng betina.

1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan mampu memberikan informasi genetik perbedaan

sekuen gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R) pada warna rambut yang terjadi di

Sapi Jaliteng jantan dan Sapi Jaliteng betina, serta sebagai acuan untuk penelitan

lebih lanjut.
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2.1 Sapi Bali
Sapi Bali (Bos sondaicus) merupakan sapi Bali asli Indonesia yang diduga
sebagai hasil domestikasi (penjinakan) dari banteng liar. Sebagian ahli yakin
bahwa domestikasi tersebut berlangsung di Bali sehingga disebut sapi Bali
(Guntoro, 2002).

Ciri khas sapi Bali adalah postur tubuh kecil, memiliki garis hitam pada
punggung yang sering disebut garis belut (sangat jelas pada pedet), bulu berwarna
coklat kekuningan (merah bata), pada jantan dewasa bulu akan berubah menjadi
coklat kehitaman, berwarna putih pada bagian tepi daun telinga bagian dalam,
kaki bagian bawah, bagian belakang pelvis dan bibir bawah (Feati, 2011).

2.1.1 Taksonomi Sapi Bali

Menurut Williamson danPayne (1993), bangsa sapi Bali memiliki
klasifikasi taksonomi sebagai berikut :
Phylum : Chordata

Subphylum  :Vertebrata

Class : Mamalia
Sub class : Theria

Infra class : Eutheria
Ordo . Artiodactyla
Sub ordo : Ruminantia
Infra ordo : Pecora

Family :Bovidae

Genus : Bos (cattle



2.1.2 Morfologi Sapi Bali

Pada Sapi Bali memiliki Warna rambut pada badannya akan berubah
sesuai usia dan jeniskelaminnya, sehingga termasuk hewan dimoprhism-sex. Pada
saat masih “pedet”, rambut badannya berwarna sawo matang sampai kemerahan.
Warna rambut sapi Bali jantan biasanya berubah dari merah batamenjadi coklat
tua atau hitam setelah sapi itu mencapai dewasa kelaminsejak umur 1,5 tahun dan
menjadi hitam mulus pada umur 3 tahun(Gambar 2.1A). Warnahitam dapat
berubah menjadi coklat tua atau merah bata apabila sapi itudikebiri, yang
disebabkan pengaruh hormon testosteron. Sedangkan sapi bali betina dewasa tetap

berwarna coklat kemerahan (Gambar 2.1 B)(Wibisono 2009).

L ".-A;..‘I".d. Bl T (L
Gambar 2.1 Sapi Bali

Keterangan : A : Sapi Bali Jantan

B : Sapi Bali Betina (Sumber : Wibinoso, 2009).



Tabel 2.1 Pola Warna Sapi Bali

Ciri-ciri Sex Keterangan
eksterior

Warna tubuh Jantan Pada saat pedet berwarna
merah bata
dan dewasa berwarna hitam
Betina Pedet berwarna sawo matang
Merah bata (61,36%), warna
hitam (31,82%) dan warna
putih (6,82%)

Warna garis Jantan ~ Warna hitam
punggung
Betina Betina merah bata garis
belutnya berwarna hitam
Betina warna putih garis
belutnya berwarna kuning

kecoklatan

Tanduk Jantan mengarah keatas (53%) -

Betina dan mengarah kebawah(47%)
Tanduk  berwarna  hitam
(100%)

2.1.3 Habitat dan Persebaran Sapi Bali

Sapi Bali menyebar ke pulau-pulau di sekitar pulau Bali melalui
komunikasi antar raja-raja pada zaman dahulu. Sapi Bali telah tersebar hampir di
seluruh provinsi di Indonesia dan berkembang cukup pesat di daerah karena
memiliki beberapa keunggulan. Sapi Bali mempunyai daya adaptasi yang baik
terhadap lingkungan yang buruk seperti daerah yang bersuhu tinggi, mutu pakan
yang rendah, dan lain-lain. Tingkat kesuburan (fertilitas) sapi Bali termasuk amat
tinggi dibandingkan dengan sapi lain, yaitu mencapaiu 83%, tanpa terpengaruh
oleh mutu pakan. Tingkat kesuburan (fertilitas) yang tinggi ini merupakan salah

satu keunikan sapi Bali (Guntoro, 2002).



2.2 Banteng Jawa

Banteng Liar atau biasa disebut dengan Banteng saja merupakan
hewanmamalia yang berkerabat dengan sapi. Banteng Jawa (Bos javanicus)
merupakansatu dari 5 (lima) spesies Banteng yang ada di dunia (satu spesies telah
punah)(Alamendah 2010). Banteng (Bos javanicus) terdiri atas tiga subspesies
(sub- jenis) yakni Bos javanicus javanicus (terdapat di Jawa, Madura, dan
Bali,Indonesia), Bos javanicus lowi (terdapat di Kalimantan) dan Bos javanicus
birmanicus (terdapat di Indocina). Banteng merupakan satwa yang dilindungi
dilndonesia. Populasinya semakin mengalami penurunan. Oleh IUCN
Redlist,Banteng dikategorikan dalam status konservasi Endangered (Alamendah
2010).
2.2.1 Taksonomi Banteng Jawa

Menurut Alikodra (1982) Banteng dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Klas : Mammalia
Subklas : Theria

Ordo : Artiodactyla
Subordo : Ruminantia
Famili : Bovidae
Subfamili : Bovinae
Tribe : Bovini
Genus : Bos

Spesies : Bos javanicus



2.2.2 Morfologi Banteng Jawa

Banteng merupakan hewan yang besar, tegap dan kuat dengan
memiliki bahu depan yang lebih tinggi daripada bagian belakang. Pada bagian
kepala terdapat sepasang tanduk. Pada bagian tengah dada terdapat gelambir
(dewlap)memanjang dari pangkal kaki depan hingga leher, tetapi tidak mencapai
daerahkerongkongan. Banteng (Bos javanicus) mempunyai tinggi sekitar 160 cm
dengan panjang antara 190-225 cm. Meskipun beberapa banteng mampu memiliki
berathingga 1 ton tetapi rata-rata banteng jantan memiliki berat berkisar antara
600-800kg(Gambar 2.2 A), sedangkan Banteng betina memiliki berat dan ukuran
yang lebih kecil.Banteng memiliki sepasang tanduk dikepalanya yang panjangnya
berkisar antara60-75 cm. Kulit kaki bagian bawah, punuk, dan daerah sekitar mata

dan moncongBanteng (Bos javanicus) berwarna putih(Gambar 2.2.B).

Gambar 2.2 Banteng Jawa

Keterangan  : A : Banteng Jawa Jantan
B : Banteng Jawa Betina (Sumber : Huffman 2005)
Pada Banteng berkelamin jantanmemiliki kulit berwarna biru kehitam-
hitaman atau coklat gelap dengan punuk di bagian pundak dan tanduk yang
melenkung ke atas, sedangkan pada Banteng betina memiliki kulit berwarna

coklat kemerahan tanpa punuk dan tanduk yang mengarah ke dalam .Banteng

mampu hidup hingga berumur 20 tahun dengan masa kedewasaanketika berusia 2-
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3 tahun. Banteng betina mempunyai lama kehamilan hingga 285hari dan
umumnya hanya melahirkan satu anak saja dalam satu masa kehamilan.Bayi
Banteng akan disapih ketika berusia 6-9 bulan. Banteng hidup
secara berkelompok dengan jumlah kawanan antara 2-40 individu dengan satu
Banteng jantan. Banteng-banteng jantan muda hidup sendirian atau dalam
kelompok-kelompok kecil bujang (Saari,2002).
2.2.3 Habitat dan Penyebaran Banteng Jawa

Banteng mempunyai habitat di daerah berhutan lebat ataupun hutan
bersemak mulai dari dataran rendah hingga ketinggian 2.100 mdpl. Persebarannya
mulai dari Kamboja, Indonesia (Jawa, Bali, dan Kalimantan), Laos, Malaysia,
Thailand, Myanmar, dan Vietnam. Di beberapa negara seperti Brunei Darussalam,
bangladesh, dan India, Banteng dinyatakan telah punah(Alamenda,2010)

Di Taman Nasional Ujung Kulon (TNUK) diperkirakan terdapat 300-700
ekor Banteng (tahun 2003), 200 ekor di Taman Nasional Meru Betiri (2000), 200
ekor di Taman Nasional Baluran (2002), 80 ekor di Taman Nasional Alas Purwo
(2002). Populasi-populasi yang lebih kecil juga terdapat di beberapa tempat
seperti di Cagar Alam Cikepuh-Cibanteng, Pangandaran, Malang, dan Kediri.

Lantaran populasinya yang semakin menurun, sejak tahun 1996, banteng
dinyatakan dalam Status Konservasi “Endangered” oleh IUCN. Banteng sampai
saat ini belum terdaftar dalam CITES meskipun sejak 1996 telah diusulkan untuk

didaftar dalam CITES Apendiks | (Alamenda,2010).

2.3 Gen Melanocortin-1 Receptor (MC1R)
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Proses regulasi pigmentasi pada sapi adalah gen Melanocyte Stimulating
Hormone receptor (MSHr) atau Melanocortin 1 Reseptor (MC1R). Melanocyte
Stimulating Hormone (MSH) berperan penting dalam menentukan respon kulit
terhadap radiasi ultraviolet dan dapat mempengaruhi perkembangan melanoma
(Klungland, 2001).

Melanocortin-1 receptor merupakan salah satu protein kunci yang
diekspresikan pada permukaan melanosit. Melanin adalah zat yang terlibat dalam
mengatur dan mempengaruhi warna kulit, rambut dan warna mata. Kulit adalah
lapisan atau membran dengan fungsi utama adalah melindungi permukaan kulit.
Membran plasma (melanosit) yang menghasilkan pigmen melanin melalui proses
melanogenesis. Garcia-Barron et al., (2005) menyatakan bahwa melanin adalah
amplifikasi polymorphous dan multifungsi yang mencakup Eumelanin (hitam
sampai coklat), Pheomelanin (merah sampai kuning), campuran melanin
(kombinasi Eumelanin dan Pheomelanin), dan Neuromelanin.

Beberapa variasi polimorfik pada gen MC1R umumnya diasosiasi dengan
perbedaan pada warna rambut dan kulit. Variasi genetik umumnya sangat
banyakpada individu dengan warna rambut merah, kulit yang cerah, bintik-bintik
di kulitdan sensitivitas paparan sinar matahari. Sifat polimorfik di gen
melanocortin-1receptor inilah yang menurunkan kemampuan MCI1R untuk
menstimulasi produksieumelanin, mengakibatkan melanosit membuat sangat
banyak feomelanin.Meskipun MC1R adalah gen kunci dalam pigmentasi normal,
beberapa penelitipercaya bahwa terdapat efek terhadap gen lainnya selain

mengkontribusipewarnaan rambut dan kulit. (Genetic Home Reference, 2007).
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Dalam NCBI(2003), Coding DNA Sequence (CDS) gen MC1R pada Bos
Indicusdengan data Gene Bank: XM_019979538.1
2.4 Melanogenesis

Melanin disintesisoleh berbagaiproteindalamprosesmelanogenesis.Jalur
melanogenenesisdiawalidari melanosityangbermigrasi ke bagian epidermis dan
folikel rambut. Melanositadalahsel yang berasal dari neural crest vertebra, selama
prosesembriogenesissel-sel prekursor melanoblast bermigrasi melalui jalur
dorsolateralkemesenkim untuk mencapai eiders dan folker rambut (Suryaningsih
danSoebono,2016) .

Melanosit merupakan sel yang dapat menyintesis enzimtirosinase,enzim
tersebut jika bergabung dalam melanosome, maka akan memulai melakukan
sintesis dan mendepositkan dari melanin (Mamoto et al, 2009). Proses sisntesis
melanin (eumelanin dan feomelanin) memerlukan enzim precursor tirosinase.
Enzim tirosinase membutuhkan tembaga untuk proses awal Katalisis untuk
mengkonversi  tirosin - menjadi  L-3,4- dihydroxyphenylalanine (DOPA),
selanjutnya teroksidas menjadi DOP- Aquinone (DQ). Selanjutnya sistein akan
mengubah DQ menjadi sistenil DOPA dan akan terkosidasi serta terpolimeraisasi
menjadi feomelanin (warna kuning kemerahan). Feomelanin merupakan melanin
yang larut. Jika tidak ada senyawa thiol (sistein dan glutation atau thioredoxin),
DQ akan langsung menjadi DOPAchrome yang berwarna gelap. DOPAchrome
secara spontan akan kehilangan asam karboksilat dan 5.6 dihydroxyndole (DHI)
yang akan teroksidasi dan terpolimerisasi menjadi coklat gelap. DOPAchrome
tautomerase (TYRP2/DCT) akan mengubahDOPAchromemenjadi DHI-

2carboxyl acid (DHICA). Selanjutnya tironsinase dan TYRP1 akan mengonversi
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menjadi melanin yang berwarna coklat terang. Melanin DHI dan melanin DHICA
berwarna coklat gelap yang disebut sebagai eumelanin (Suryaningsih dan

Soebono, 2016).

Melanosit memerlukan enzim tirosinase (TYR) dan tirosinase related
protein (TRP-1 dan TRP-2). Enzim — enzim tersebut dibutuhkan dalam proses
melanogenesis melalui tahapan di reticulum endoplasma ribosom dan di
transporasikan ke apparatus golgi untuk proses glikosilasi sehingga menjadi
protein esensial untuk membentuk struktur dan fungsi melanosom (Suryaningsih

dan Soebono,2016).

L-Tyrosin t-l)“l’\
IRP-1 =% Tyrosinase

Cysteinyl-DOPA 4———— OPA ()\nu){——b DOPA-Chrome

|

DHI TRP-1 DHICA TRP-2
) | 1
Pheomelanin Eumelanin Eumelanin

Gambar 2.3Mekanisme sintesis melanin (Suryaningsih dan Soebono, 2016).
2.5 Melanosit PadaEpidermis
Melanosit epidermis terletak pada stratum basalis. Melanin yang ada di
epidermis merupakan elemen yang sangat aktif. Terdapat beberapa sekresi target
yang tidak hanya pada keratinosit tetapi juga melibatkan sistem imun di Kuit,
misalnya melibatkan sitokin inflamasi (IL-1o, IL-2,1L-6, IL-10 dan TNF-o)
kemokin (IL-8, CCL2), TGF-B, serotonin, melanocyte stimulatin hormone (o-

MSH) dan nitric oxide (NO) merupakan faktor-faktor yang dilepaskna dan
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kadarnya meningkat sebanding dengan stimulasi melanosit yang terjadi
(Suryaningsih dan Soebono, 2016).

a-MSH berperan penting dalam proses melanogenesis, a-MSH akan
berikatan dengan melanocortin 1 receptor (MC1R) dan selanjutnya meningkatkan
adenilat siklase yang akan menginduksi adenosine monophosphate siklik (CAMP)
untuk memulai menyintesiskan melanin. Proses selanjutnya adalah menginduksi
protein kinase A (PKA) untuk memulai pembentukan melanin dengan
meningkatkan MITF, tirosinase, TRP-1 dan TRP-2 (Suryaningsih dan Soebono,

2016).

Extracellular a-melanocyte stimulating

Agouti Signaling
S| h -MSH
PRoE Peptide (ASIP; A locus) ormondlagls)

= +
/4— [3-defensin 103
Melanocortin +  (Klocus)
Receptor 1 Py -~y

(MC1R; E locus)

Plasma membrane

Cytoplasm A1\ fase 74 NI
rotein
Kinase A

Nucleus
TYRP1 (Tyrosinase-
related peptide 1;
B locus)
TYR (Tyrosine hydroxylase)
MITF /\ DCT (DOPAchrome
CREB (S locus) MITF tautomerase)

Gambar 2.4Mekanisme melanosit pada epidermis (Johnson dan Setaro, 2013).
2.6Melanosit Pada FolikelRambut
Melanosit pada folikel rambut terdapat di daerah bulbus proksimal pada
setiap helainya. Dendrit melanosit terdapat di antara korteks dan medulla
keratinosit. Rasio folikel melanosit yang ada di folikel rambut lebihpadat jika
dibandingkan dengan melanosit yang ada di epidermis. Pigmentasi folikular
terjadi karena terdapat stuktur dan interaksi fungsional antara melanosit folikular,

matriks keratinosit dan fibroblast papilla dermis. Perbedaan warna rambut
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disebabkan perbedaan jumah dan rasio pigmen eumelanin yang lebih berwarna
gelap dibandingkan dengan feomelanin yang berwarna terang (Suryaningsih dan

Soebono,2016).

N 4
Gambar 2.5 Folikel rambut dan melanosit rambut (Sinaga et al, 2012)

Sintesis pigmen melanin dirambut diregulasikan oleh sekresi yang
diproduksi dari sel — sel keratinosit, fibroblast dan endotel. Regulasi diatur oleh
Autokrin, parakrin dan hormone. Penentuan warna rambut juga ditentukan oleh
Melanocortin-1 receptor (MC1R), a — MSH, adrenocorticotropic hormone
(ACTH), DF, sitokin dan regulator lainya seperti pada epidermis. Melanogenesis
pigmentasi rambut terjadi pada beberapa fase, yakni: fase anagen (growing phase)
merupakan fase perubuhan, fase katagen (regressing phase) meruakan proses
terjadinya apopotosis melanosit atau kematian formasi pigmen, tetapi akan
terbentuk  melanosit baru di  bulbus rambut, dan fase telogen
(restingphase)merupakan fase istirahat dari sistem pigmentasi rambut. Regulasi
melanosit pada rambut dimulai dari proliferasi, diferensiasi dan kelangsungan
hidup melanosit diatur sendiri oleh folikel rambut (Suryaningsih dan Soebono,

2016).
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2. 7 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Polymerase chain reaction (PCR) adalah sebuah metode sederhana dan
cepat untuk membuat multiple copies atau perbanyakan sekuen DNA spesifik
yang diinginkan yang berada di antara dua daerah sekuen DNA vyang tidak
diketahui dengan meniru replikasi DNA secara in vivo yaitu merubah double-
stranded DNA (dsDNA) menjadi single-stranded DNA (ssDNA), selanjutnya
digandakan, dan rewound (van Pelt-Verkuil et al., 2008; Weissensteiner et al.,
2003). Urutan basa nukleotida yang diamplifikasi akan menjadi dua kali
jumlahnya, dan pada setiap “n” siklus PCR, akan diperoleh 2n kali jumlah DNA
target (Fatchiyah dkk., 2011).

PCR memiliki beberapa keunggulan, diantaranya dapat memperbanyak
DNA pada bagian yang spesifik sesuai yang diharapkan , memiliki sensitivitas
tinggi, dapat digunakan untuk melakukan pengujian hingga manipulasi DNA,
mampu memberikan hasil dalam waktu singkat, dapat digunakan untuk
mendeteksi sampel yang terkontaminasi maupun menyeleksi sampel negatif ,
dapat mengidentifikasi organisme secara mendetail hingga tingkat spesies bahkan
serotipe yang bahkan tidak dapat dilakukan menggunakan sistem konvensional ,
dapat bekerja pada materi genetik dari berbagai sel, serta dapat dilakukan pada
sampel yang berupa campuran kompleks. Namun meski begitu, PCR juga
memiliki beberapa kelemahan, diantaranya DNA sel bakteri yang mati ikut

terdeteksi pula (Prayoga dkk, 2015).
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2.8 Sekuen DNA

Sekuen DNA adalah proses pembacaan urutan nukleotida dari satu
fragmen DNA tertentu (Star and Taggart, 2004). Proses sekuensing diawali oleh
proses cyclesequencing. Cycle sequencing adalah proses amplifikasi dengan
metode PCR untuk mendapatkan DNA untai tunggal yang akan digunakan
sebagai cetakan (template) untuk proses sekuensing (Sambrook and Russel,

2001).
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BAB I11. KERANGKA KONSEPTUAL DAN HIPOTESIS PENELITIAN
3.1 Kerangka Konseptual

Perbedaan pigmentasi pada Jaliteng (Sapi Jawa Banteng) jantan yang
memiliki warna rambut gelap dengan Jaliteng (Sapi Jawa Banteng) betina yang
memiliki warna rambut terang disebabkann karena produksi melanin yang
dihasilkan berbeda. Pada Jaliteng (Sapi Jawa Banteng) jantan, menghasilkan lebih
banyak eumelanin dari pada feomelanin sehingga menghasilkan rambut lebih
gelap, daripada Jaliteng (Sapi Jawa Banteng) betina yang memiliki warna
rambutterang.

Pigmentasi Mamalia dipengaruhi oleh melanin yaitu eumelanin dan
feomelanin. Individu Jaliteng yang berambut coklat menghasilkan feomelanin
lebih banyak dibandingkan dengan eumelanin, begitu pula individu Jaliteng yang
berambut hitam menghasilkan eumelanin yang lebih banyak. Warna rambut yang
berbeda pada Jaliteng jantan dan betina dewasa dipengaruhi oleh ekspresi gen
MCI1R yang berperan sebagai regulator dalam memproduksi melanosit. Ketika
reseptor tersebut diaktifkan maka akan menstimulasi melanosit untuk membentuk

melanin kemudian melanin akan membentuk eumelanin atau feomelanin.
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3.2 Bagan Kerangka Konseptual

Sampel Darah Sapi Jaliteng

Gen MCI1R
. —_ Primer MC1R_F:
Meregulasi -
"’5ACAATGTCATCGAC
GTGCTC3
v Primer MC1IR_R:
: ’5AGCTATGAAGAGGC
Melanosit CAACGAY’
A\ 4
« Melanin »)
\ 4 v
Rambut Hitam Rambut Orange
1 Eumelanin 1 Pheomelanin
| Pheomelanin | Eumelanin
Ekspresi Gen  [~- ?
MCIR <

A 4

Analisa Keragaman

3.3 Hipotesis Penelitian
Hipotesis penelitian ini adalah ekspresi gen MC1R berpengaruh terhadap

perbedaan fenotip warna rambut pada individu Jaliteng Jantan dan Betina.
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BAB IV METODE PENELITIAN

4.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Pengambilan sampel darah Jaliteng dilakukan di Taman Safari Indonesia
Il Prigen- Pasuruan, jawa timur, selanjutnya penelitian dilaksanakan di
laboratorium Biokimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
(FMIPA) dan Laboratorium Biosains Universitas Brawijaya pada September
2016— Maret 2017.
4.2 Alat dan Bahan

Peralatan yang diperlukan dalam penelitian antara laindisposable syringe 1
cc, standar forceps, sarung tangan, masker, gunting, ice box, kertas label,
autoclave — Bio Clave Gnatus 21L, micro tube 1,5 ml, micro tube rack, 150 pL,
mikropipet 1 — 10 pL, 20 — 200 uL, dan 200 — 1000 pl, labu Erlenmeyer 100 ml,
timbangan analitik digital, incubator, mesin penangas, autoclave Gnatus 12 L,
mesin vortex, white tip, yellow tip, blue tip, pipete tube rack, sentrifugator, freezer

-20°C, Thermocycler SensoQuest GmbH, mesin sequencing, computer, Bio

StepUV-Transilluminator DH-40, Implen NanoPhotometere Pearl, Mupid-Exu
Electrophoresis dan kamera.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain DNA darah
Sapi Jaliteng, Sapi Bali, dan Banteng Jawa, agen anestesi, kit isolasi DNA
(Qiagen Qiaamp DNA  Mini  Kit), Primer Forwad (MCI1R_F)
"SACAATGTCATCGACGTGCTC3’Primer Reverse (MC1R_R)
"SAGCTATGAAGAGGCCAACGA3> PCR mix (Promega GoTag® Green

Master DNA ladder 100 bp dan 1 kb, agarosa 1% dan 2%, Promega blue loading
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dye6x, etanol absolut, etanol 70%, Natrium asetat 3M, Kkertas parafilm,
alumuniom foil,dan larutan etidum bromida (EtBr).
4.3 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan adalah sebagai berikut:

1. Pemilihan Jaliteng di Taman Safari Indonesia Il Prigen- Pasuruan, jawa

timur.
2. Pengambilan sampel berupa sampel darah dari Banteng jawa , Sapi Bali
Dan Jaliteng

3. Isolasi DNA

4. Uji Kuantitas dan kualitas DNA

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
4.4. Rancangan Penelitian

Data yang didapat bersifat komparatif dengan melihat perbandingan
sekuen gen MC1R (Meanocortin-1 Receptor)antara Sapi Jaliteng dan Sapi Bali,
selanjutnya dibandingkan dengan sekuen spesies Bos javanicus dalam Database
NCBI.Sampel darah sebanyak delapan sampel merupakan darah yang diambil dari
enam individu Sapi Jaliteng, satu individu Sapi Bali, dan satu individu Banteng
Jawa.Proses selanjutnya dengan pengisolasian DNA melalui sampel darah (whole

blood) tersebut dengan menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit and Tissue
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kit. Hasil isolasi DNA akan diukur konsentrasinya dengan spektofotometri dan
pengukuran menggunakan elektroforesis gel agarosa 1%.Setelah itu, sampel DNA
hasil akan diamplifikasi dengan PCR menggunakan sepasang primer forward
(MC1R) "5ACAATGTCATCGACGTGCTC3’,  primerreverse  (MCLR)
’5AGCTATGAAGAGGCCAACGA3’.  Ukuran fragmen produk PCR diukur
dengan elektroforesis gel agarosa 2%.Kemudian produk PCR disekuensing
dengan metode Sanger. Hasil sekuen fragmen DNA tersebut disejajarkan dengan
menggunakannucleotide BLAST pada NCBI dan softwareBioedit .
4.5 Prosedur Kerja
4.5.1 Pemilihan Individu

Individu yang digunakan sebagai objek penelitan berasal dari Taman
Safari Indonesia Il Prigen- Pasuruan, Jawa Timur. Pemilihan Sapi Jaliteng, Sapi
Bali, dan Banteng Jawa dilakukan berdasarkan jumlah populasi.

Tabel 4.1 Informasi Individu Sapi Jaliteng, Sapi Bali, Banteng Jawa
NO Nama Umur Jenis kelamin Simbol

1. Matos (Banteng)Dewasa Jantan B

2.Nia (Sapi Bali)DewasaBetina SB

3.Naruto (Jaliteng) Dewasa Jantan SJ1

4.Safitri (Jaliteng) Dewasa Betina SJ2

5. Karyo (Jaliteng)AnakJantan SJ3

6.Teresia(Jaliteng)AnakBetinaSJ4

7. Saga F2 (Jaliteng)  AnakJantanSJ5

8. Sondang F2 (Jaliteng) Anak Betina SJ6
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4.5.2 Pengambilan Sampel Darah Sapi Jaliteng, Banteng Jawa, dan Sapi
Bali

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini darah Sapi Jaliteng, Banteng
Jawa dan Sapi Bali. Pengambilansampel dilakukan di Taman Safari Indonesia Il
Prigen - Pasuruan, jawa timur. Teknik pengambilan darah melalui vena jugularis
adalah kepala hewan ditegakkan kemudian berikan penekanan pada vena jugularis
di sekitar area pangkal leher supaya darah menjadi sedikit tersumbat dan ukuran
vena jugularis mengembangKemudian tusukkan jarum berukuran 18G secara
perlahan menembus kulit dan vena jugularis, arahkan jarum dengan sudut sekitar
20°%erhadap permukaan kulit. Setelah itu tarik ujung syringue/spuit untuk
mengambil darah sesuai dengan jumlah yang dibutuhkan. Sampel darah yang
diambil dimasukan ke dalam tabung venoject EDTA.
4.5.3 Isolasi DNA

Pada dasarnya ekstraksi atau isolasi DNA dilakukan melalui tiga tahapan,
yaitu penghancuran sel, penghilangan pro-tein dan RNA, serta pemanenan DNA.
DNA marupakan polimer nukleotida yang sangat panjang. Setiap nukleotida
terdiridari tiga unit, yaitu suatu gula dengan 5 atom C, suatu basa nitrogen dan
basa fosfat.Basa Nitrogen adalah cincin heterosiklik yang mempunyai kerangka
karbon dannitrogen. Ada dua kelas basa nitrogen, yaitu puri dan pirimidin
(Chinnery & Turnbull, 2000). Protokol Isolasi DNA dari rambutdan folikel
rambut dilihat pada .
4.5.4 Uji Kuantitas dan Kualitas DNA

Uji kualitas DNA total (hasil isolasi) dilakukan dengan elektroforesis

gelagarosa 1%, sedangkan uji kualitas hasil isolasi DNA dilakukan
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menggunakanteknik nanophotometer. Elektroforesis gel agarosa 1% dilakukan
denganmodifikasi Sambrook and Russel (2001); Fatchiyah dkk., (2011). Cetakan
agarosadibersihkan  terlebih  dahulu dan diletakkan secara horizontal,
selanjutnyadipanaskan TBE 1x sebanyak 15 mL dan gel agarosa 0,15 g (1%)
hingga agarosalarut (dalam waktu minimum melarutkan agarosa), selanjutnya
ditambahkan EtBrsebanyak 1 pL. Campuran selanjutnya didinginkan dan
disiapkan sisir untukpembuatan slot pada gel (Fatchiyah dkk., 2011).

Posisi sisir yang baik adalah 0,51,0 mm di atas plate hingga sumuran
terbentuk saat ditambahkan agarosa kedalam plate. Campuran agarosa dan TBE
1x kemudian dituangkan ke dalamcetakan dan dipastikan tidak terdapat
gelembung udara di area sisir yangdigunakan. Gel selanjutnya dibiarkan memadat
selama 20-30 menit pada suhuruang. Sisir kemudian diambil secara perlahan dan
dipindahkan agarosa yangtelah padat ke dalam chamber. Larutan bufer
elektroforesis (TBE 1x untukrunning) kemudian dituangkan di atas gel hingga
menutupi seluruh bagian gel(lebih kurang 1 mm). Marker (DNA ladder) dan
loading dye (denganperbandingan 1:1) selanjutnya dimasukkan ke dalam salah
satu sumuran(umumnya sumur pertama), kemudian larutan loading dye dan DNA
dimasukkan(dengan perbandingan 1:1) pada masing-masing sumur berikutnya
(sesuai urutanpelabelan). Chamber selanjutnya dihubungkan dengan power supply
dandinyalakan selama 15 menit (jika lead terpasang dengan benar, gelembung
akandihasilkan pada anoda dan katoda karena elektrolisis, dan dalam beberapa
menitloading dye harus bermigrasi dari sumur ke dalam gel) dengan tegangan 100
volt.Setelah running elektroforesis selesai, arus listrik diputuskan dan diangkat gel

darichamber. Gel selanjutnya dipindah ke UV-trans illuminator Gel Doc
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dandidokumentasikan dengan diekspos menggunakan Gel Doc-imaging
sehinggamemudahkan analisis.

Uji kuantitas dilakukan dengan menggunakan mesin
ImplenNanoPhotometer®Pearl. Pengujian dilakukan dengan buffer terakhir saat
isolasi DNA (buffer AE)sebagai blanko. Buffer diteteskan langsung di atas
pedestal submicroliter cellsebanyak 1 pL, selanjutnya absorbansi blanko diukur
dengan menekan tombol blanksetelah lid (penutup) ditutupkan. Sebanyak 1 pL
sampel diteteskan di atas pedestalsubmicroliter cell yang telah dibersihkan. Lid
ditutup di atas sampel yang telahditeteskan dan ditekan tombol sample kemudian
ditunggu hingga hasil keluar dilayar monitor.

4.5.5 Desain Primer

Sekuens genomik dari desain primer yang digunakan diambil dari spesies
Bos Indicus yang didapatkan melalui NCBI dengan kode sekuens genomik
Reference Sequence: XM _019979538.1 Penggunaan Bos indicus dilakukan
karena sekuens genomik MC1R pada Banteng Jawa belum tersedia hingga desain
primer dilakukan, sehingga dipilih spesies dalam satu family dengan Banteng
Jawa. Primer yang didapatkan  yaitu  primer  forwardMC1R_1F
"SACAATGTCATCGACGTGCTC3’ (start : 350; panjang: 20bp; Tm: 59,7 °C;
GC: 50,0%; ANY: 50; SELF: 20) , primer reverse MITF_1R
"SAGCTATGAAGAGGCCAACGA3Z’ (start: 594; panjang: 20 bp; Tm: 60,0°C;
GC: 50,0%; ANY: 4,0; SELF: 0,0) dengan target amplifikasi 245 bp.

4.5.6 Proses Polymerase Chain Reaction (PCR)
Hasil Isolasi DNA dari darah banteng,sapi bali dan jaliteng selanjutnya

diampikasikan menggunakan metode PCR. Primer yang digunakan adalah
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forward (MC1R_F) dan Reverse (MC1R_R). Amplifikasi dimulai dengan
mencampurkan 1 uL DNA, 1uL primer forward, 1pL primer Reverse, 5 uL PCR
mix, dan 2 pL ddhH20 ke dalam microtube 200 pL. Tahapan amplikasi dimulai
dari pradenaturasi 94°C selama dua menit, denaturasi 94°C selama 30 detik,
kemudian anneling pada suhu 50,1°C selama 30 detik dengan gradien +/- 2°C,
extension pada suhu 72°C selama satu menit dan post extensionpada suhu 72°C
selama tujuh menit. Proses akan berulang hingga 30 siklus.
4.5.7 Uji Kualitas Produk PCR

Uji kualitas produk PCR dilakukan dengan running elektroforesis gel
agarosa 2 % dan diamati dengan UV transiluminator30 menit .
4.5.8 Purifikasi Produk PCR

Purifikasi produk PCR bertujuan untuk memurnikan DNA dan
menghilangkansisa-sisa PCR mix meliputi dNTPs, Taq Polimerase, dan ion Mg,
serta ddH20 danprimer yang berada di dalam PCR tube. Metode yang digunakan
dalam purifikasiproduk PCR adalah presipitasi etanol dengan modifikasi protokol
dari The NationalGuard Health Affairs (2013).
4.5.9 Sekuensing DNA

Hasil purifikasi dari amplifikasi gen MC1R menggunakan PCR
selanjutnya disequencing menggunakan metode Sanger yang didasarkan pada
pemasukannukleotida termodifikasi secara acak. Sequencing dilakukan secara dua
arah yaitudengan menggunakan primer forward
MC1R_1F°’5ACAATGTCATCGACGTGCTC3’ dan primer reverse
MCI1R_1R’SAGCTATGAAGAGGCCAACGA3’ dengan konsentrasi masing-

masing 10 pmoluntuk melihat sekuen MC1R pada 245 bp yang teramplifikasi
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denganmenggunakan metode dye terminatorKonsentrasi DNA produk PCR
adalah 50 ng/ul. Hasil sekuensing berupa grafik yang menyatakan kandungan
adenin, timin, guanin, dan sitosin yang terdapat pada fragmen DNA yang telah
dilabel oleh ddNTPs (Abdullah dkk 2011).
4.5.10 Analisa Data

Data yang diperoleh dari hasil penelitian ini dilakukan pembahasan secara
kualitatif dengan mendiskripsikan perbedaan DNA gen MCI1R berdasarkan
keberadaan pita spesifik sesuai target amplifikasi yang divisualisaikan
menggunakan elektroforesis kemudian disejajarkan menggunakan software
BioEdit dan BLAST NCBI dan dianalisis secara deskriptif berdasarkan perbedaan

sekuens gen MC1R pada Sapi Jaliteng jantan dan Sapi Jaliteng betina .
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BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Isolasi DNA sampel darah Sapi Jaliteng, Sapi Bali, dan Banteng Jawa
Isolasi DNA dari sampel darah Sapi Jaliteng, Sapi Bali, dan Banteng Jawa
menggunakan Qiagen Qiaamp DNA Mini Kit. Konsentrasi DNA diukur
menggunakan alat Implen Nanophotometer®Pearl pada panjang gelombang
260/280 nm. Hasil isolasi DNA berdasakan nilai konsenntrasi dan kemurnian
padaTabel 5.1.

Tabel 5.1 Konsentrasi dan Kemurnian DNA Darah

Kemurnian Konsentrasi
No Nama Umur Simbol (Absorbansi (ng/ul)
260/280) s
1. Matos Dewasa B 1,29 78,52
(Banteng)
2. Nia Dewasa
(Sapi Bali) I 2 e
3. Naruto Dewasa SJ1 1,14 9,14
(Jaliteng)
4. Safitri Dewasa S12 0.89 24,94
(Jaliteng)
5. Kgryo Anak SJ3 1,58 14,26
(Jaliteng)
6. Tersia Anak SJ4 0,97 28.54
(Jaliteng)
(Jaliteng)
8. Sondang Anak SJ6 0,97 11,39
(Jaliteng)

Hasil konsentrasi yang diperoleh dari uji kuantitas pada sampel yang
didapatkan bahwa semua sampel yang diujikan mengalami kontaminasi. Hasil
isolasi DNA murni apabila nilai absorbansi 260/280 yaitu 1,8 — 2,0 (Sambrook
and Russell, 2001). Sementara konsentrasi DNA pada sampel B, SB, SJ1, SJ2,
SJ3, SJ4, SJ5, SJémenunjukkan tingkat kemurnian di bawah 1,8, hal ini

kemungkinan disebabkan oleh terjadinya kontaminasi oleh protein. Menurut
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Santella (2006), nilai arsobansi pada panjang gelombang 260/280 yang lebih besar
dari 2,0 menunjukkan kontaminasi RNA, sedangkan rasio di bawah 1,8
menunjukkan masih terdapat kontaminasi protein.Menurut Chen and Janes (2002)
Konsentrasi DNA yang rendah pada hasil isolasi tidak mempengaruhi amplifikasi
DNA. Amplifikasi DNA dengan teknik PCR tetap dapat dilakukan menggunakan
sampel dengan tingkat kemurnian DNA yang rendah, proses amplifikasi dapat
terlaksana setidaknya terdapat satu untai DNA target yang sempurna, kontaminan
di dalam hasil isolasi tidak mampu menghambat aktivitas enzim polymerase.
5.2 Amplifikasi Gen MC1R dengan Metode PCR

Amplifikasi gen MCI1R dilakukan untuk mengetahui adanya perbedaan
sekuen DNA. Amplifikasi gen MCI1R dilakukan dengan alat Thermocycler
SensoQuest GmbH dengan program PCR yang ditunjukkan pada Tabel 5.2.
Program PCR menggunakan sepasang primer berdasarkan desain primer yang
didapatkan  dari  Genebank  NCBI dengan  Reference  Sequence:
XM_019979538.1dapat dilihat pada Tabel 5.3. Adapun susunan nukleotida gen
MCI1R pada(Gambar 5.1).

Produk PCR ini kemudian diuji kualitas dengan menggunakan elektroforesis
pada gel agarose 2% dan marker 100 bp DNA Ladder bertegangan 100 V selama
30 menit. Visualisasi produk PCR dilakukan dengan sinar UV (Ultraviolet) dan

didokumentasikan menggunakan kamera (Gambar 5.2).

Tabel 5.2 Program PCR yang digunakan untuk amplifikasi gen MC1R
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Kondisi Suhu Waktu
Pradenaturasi 94°C 2 menit
Denaturasi 94°C 30 detik
Annealing 50,1°C 30 detik
Ekstensi 72°C 1 menit
Post Ekstensi 72°C 7 menit

Tabel 5.3

Susunan oligo nukleutida primer gen MC1R

Primer

Oligo Nukelutida

Forward (MC1R_F)

"SACAATGTCATCGACGTGCTCAZ

Reverse (MC1R_R)

‘SAGCTATGAAGAGGCCAACGAZ

ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
6al
T21
781
841
301
961
1021
1081
1141
1201

ctgcagoccog gcacacgocc atcatgtgge cgocctcagg
Tttaaagatg Ccaaggaagg cLCtgLTchc cotggaccteo
ggcaggaggt cocccacagga caggaggagg caagocggocoo
aaccgcocacat ccagggaaga ggtggggagg cggactgaga
ccagagggot ggccoccacaa gottggguec atgoctgggo
aggggagoty tgaggccoct Ccocaggggag ccatgagrtg
cacccottos COCToCcCctge gggacgatgec ctgcacttgg
gttcoottaa ctgcacgocse ccagccaccc Toococttcac
ggccccagty coctggaggtg Tocatcoctg acgggoctctt
gtotogtgga gaacgtgotg grtagtggotg ccattgocaa
ccatgtacta ctttatctge tgoctggotg Tgtoctgactt
tgctggagac ggcagtcatg ctgoctgotgyd aggccggrgt

agasatgtot
acagaagagcoc
cgacatttgt
agcaggaceco
ctoccagagg
cctggococoo
toctcagoctg
gaaccgcaac
gotggtgage
cctggccaceo

cocgtgacgac
ggccocggtaa
goctgtgggc
gaagcocgogoc
ccagccaggyg
tgagagcaag
cggctgetyg
aaccggacgg
Jogctootga
ctgcactecco
gtcagcaacyg
caggcggccy

tggtgcageca getgolcaat gtcatcgacg tgeteafcoty cggatccatg gtgtccaged

p— e
FCCOQCTCLCOCT QQQULOCCATLT QCLgLggace QoLacatcLeC CatcLLCLAaC

goCoTgCgQy

Bccacagtdgt tgtdacactd ccccdagodt godadgatcat

tLgcggoccacc

Logggragccs

Sl Rl el ol o= Tl = 1 a0 el il o 6.0 et D o 0 = N o = Tl el [adnt=Tad ~r

~ [adadnlad=holad

[sdladatlaaladals

Ecgttggctt cttcatagca atgctggooc tgatggocgr

cocogggocty ccagoatgoce oggggcatcg cocoggotoca
atCagggctt tggcctcaag ggcgctgcca CCCTCaccat
TCotgCotgggy CCCCLTCTTC CULOCacctct cgotcoatcgt
et oot

catottroAaan aacttoAaant obtthootooe

cotcoctacgteo
gaagaggoay
cotgotgggc
coctoctgoooo
ceteAatoath

Gambar 5.10rigin Oligo Nukelutida Gen MC1R

Keterangan:

Warna merah: Primer forward MC1R

Warna biru: Primer reverse MC1R
Warna hitam: Region of interest

cacatgotgg
cgocoocatto
gtottottoo
cagcaccooa
AR A
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Gambar 5.2 Hasil Eléktrofsis Produk PCR

Keterangan: M: Marker 100 bp;; SB: Nia; (F1); SJ2: Safitri (F1);
SJ3: Karyo (F1); SJ4: Teresia (F1)

Hasil PCR ini kemudian digunakan untuk sekuen gen MCI1R. Verifikasi
hasil purifikasi produk DNA dilakukan dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 260/280 nm dan elektroforesis pada gel agarose 2% didapatkan pita

DNA total dengan ukuran fragmen >10.000 bp yang dapat dilihat (Gambar 5.3).

10.000 bp
9.000bp

8.000bp

7.000bp
6.000bp
5.000bp
4.000bp
3.000bp
2.000bp

1.000 bp

Gambar 5.3 Hasil Elektroforesis Purifikasi Produk
PCR
Keterangan: M: Marker 1000bp; SB: Nia; SJ2: Safitri; SJ3: Karyo;
SJ4: Teresia
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Hasil yang di peroleh dari purifikasi produk PCR (Tabel 5.4), sampel
SJ2menunjukkan konsentrasi DNA sebanyak 135,6069 ng/ul dengan angka
kemurnian 1,6714.Sampel SJ3 menunjukkan konsentrasi DNA sebanyak
149,5327 ng/uL dengan angka kemurnian 1,5387. Sampel SB menunjukkan
konsentrasi DNA 115,6492ng/ulL dengan kemurnian 1,5518. Menurut Brescia
(2012) Nilai kemurnian 1,7 dapat diterima dan dikatakan murni. Nilai absorbansi
1,7 pada rasio 260/280 menunjukkan DNA yang murni walaupun masih ada
kontaminasi fenol atau protein dengan nilai kontaminasi yang sangat kecil yaitu
0,2-0,3 % .Sampel SJ1, SJ4, SJ5, SJ6, dan B menunjukkan kemurnian yang lebih
rendah di bandingkan dengan sampel SJ2, SJ3, dan SB, sehingga sampel tersebut
digunakan untuk proses sekuen DNA.

Tabel 5.4 Konsentrasi dan Kemurnian Purifikasi Produk PCR

Kemurnian

No Nama Umur Simbol (Absorbansi Kczzsintl_r)a o
260/280) s
1. Matos SJ1 1,4860 91,6551
(Banteng)
2. Nia
(Sapi SJ2 1,6714 135,6069*
Bali)
3. Naruto SJ3 1,5387 149,5327*
(Jaliteng)
(Jaliteng)
5. Kgryo SJ5 1,6476 152,8367
(Jaliteng)
6. Tersia SJ6 1,5788 109,5298
(Jaliteng)
7. Sgga SB 1,5518 115,6492*
(Jaliteng)
8. Sondang B 1,6560 101,6247
(Jaliteng)

Keterangan: *sampel yang disekuen
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Hasil visualisasi gel agarose elektroforesis 2 % pada produk PCR
menunjukan pita dengan ukuran fragmen 245 bp, tidak adanya visualisasi pita
lain selain 245 bp hasil uji kualitas yang dilakukan membuktikan bahwa gen
MCI1R yang diamplifikasi telah spesifik sesuai dengan target gen primer MC1R_F
dan MC1R_R. Produk PCR yang sudah spesifik seperti pada Gambar 5.3 sudah
dapat dilakukan sekuensing.

5.3 Sekuen Gen MCI1R (Melanocortin-1 Receptor)

Penelitian ini menggunakan hasil sekuen gen dari MC1R (Melanocortin-1
Receptor) dengan memilih sampel hasil purifikasi produk PCR berdasarkan uiji
kuantitas dan kualitas. Sampel yang digunakan adalah SJ2, SJ3, dan SB (Tabel
5.4). Sekuen dilakukan dengan metode dideoksi Sanger menggunakan Automatic
DNA Sequencer yang berdasarkan pada metode dye terminator labelling.
Pembacaan hasil sekuen menggunakan software BioEdit 7.2.6 yang dapat dilihat

padaLampiran 7.

Hasil sekuen DNA berupa grafik elektroferogram yang menunjukkan basa-
basa dan data berupa fasta yaitu urutan basa-basa hasil sekuen dapat dilihat pada
Lampiran 8. Sekuen MC1R sampel SJ2, SJ3, dan SB disejajarkan dengan
database GenebankNCBI XM _019979538.1 Urutan hasil sekuen menunjukkan
adanya kesejajaran pada basa ke 736sampai 980. Penyejajaran
tersebutmenunjukkan adanya fragmen basa nukleotida yang memiliki kesamaan
dengan basanukleotida (conserved region)database.. Hasil tersebut menunjukan
adanya fragmen basa nukleotida yang memiliki kesamaan basa nukleotida
terhadap database NCBI (daerah conserved). Daerah conserved merupakan suatu

daerah sekuen basa nukleotida yang mengalami sedikit perubahan atau mutase
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pada segmen DNA yang disejajarkan (Jegga and Aronow, 2006).Hasil Blast
sampel SJ2, SJ3, dan SB memiliki query coverage yang baik, yaitu SJ2 93% serta
SJ3, dan SB(94%) dan ident 99% untuk sampel SJ2, SJ3, dan SB. Hasil tersebut
membuktikan bahwa sampel memiliki kemiripan yang identik dengan DNA target
yang diinginkan. Menurut NCBI News (2006) query cover adalah persentase dari
panjang segmen DNA yang disejajarkan dengan urutan subjek yang
sama.Lampiran 9.
5.4 Analisa Sekuen DNA danAsam Amino GenMC1R

Berdasarkan Alignment sekuen DNA terhadap referensi yang sama yaitu
gen MC1RBos Indicus XM _019979538.1, penyejajaran dilakukan menggunakan
software Bioedit versi 7.2.6. Urutan target sekuen dapat sejajar dimulai pada 748

bp sampai 964 bp dengan total target gen yaitu 245 bp

710 720 730 740 750

Bos Indicus  CTGGAGGCCG GTGTCCTGGC CACCCAGGCG GCCGTGGTGC AGCAGCTGGA
SER N7\ Y G ———— I | | DR | S— TTA
SB-R BETIN  ~ro~rmmmmms mmmamamsms sassmmsass ssssssmsas s - TTA
SJ2-R BETIN  ~rmmmmmmms smsmmmmsan msmsmmsmin s momimininie - TTA
s s [ s smallianes Junre]smas [onuadOlsa Dasos] e |

760 770 780 790 800

Bos Indicus  CAATGTCAT - CGACGTGCTC ATCTGCGGAT CCATGGTGTC CAGCCTCTGC
SJ3-R JANTA  CAATGTCATT CGACGTGCTC ATATGCGGAT CCATGGTGTC CAGCCTCTGC
SB-R BETIN  CAATGTCATT CGACGTGCTC ATATGCGGAT CCATGGTGTC CAGCCTCTGC
SJ2-R BETIN CAATGTCAT - CGACGTGCTC ATATGCGGAT CCATGGTGTC CAGCCTCTGC

A U PR R U DU TN BT DU D

810 820 830 840 850
Bos Indicus  TTCCTGGGTG CGACGTGCTC GGACCGCTAC ATCTCCATCT TCTACGCCCT
SJ3-R JANTA  TTCCTGGGTG CGACGTGCTC GGACCGCTAC ATCTCCATCT TCTACGCCCT
SB-R BETIN TTCCTGGGTG CGACGTGCTC GGACCGCTAC ATCTCCATCT TCTACGCCCT
SJ2-R BETIN TTCCTGGGTG CGACGTGCTC GGACCGCTAC ATCTCCATCT TCTACGCCCT



Bos Indicus
SJ3-R JANTA
SJ2-R BETIN
SB-R BETIN

Bos Indicus
SJ3-R JANTA
SJ2-R BETIN
SB-R BETIN

Bos Indicus
SJ3-R JANTA
SJ2-R BETIN
SB-R BETIN

3 RPN EEEE PEP PEREY EERTN EEErl EEERN ERPR PR

860 870 880 890 900
GCGGTACCAC AGTGTTGTGA CACTGCCCCG AGCGTGGAGG ATCATTGCGG
GCGGTACCAC AGTGTTGTGA CACTGCCCCG AGCGTGGAGG ATCATTGCGG
GCGGTACCAC AGTGTTGTGA CACTGCCCCG AGCGTGGAGG ATCATTGCGG
GCGGTACCAC AGTGTTGTGA CACTGCCCCG AGCGTGGAGG ATCATTGCGG

N U P TR R DD TR DU DTN DO

910 920 930 940 950
CCATCTGGGT GGCCAGCATC CTCACCACCC TGCTCTTCAT CACCTACTAC
CCATCTGGGT GGCCAGCATC CTCACCACCC TGCTCTECAT CACCTACTAC
CCATCTGGGT GGCCAGCATC CTCACCACCC TGCTCTTCAT CACCTACTAC
CCATCTGGGT GGCCAGCATC CTCACCACCC TGCTCTTCAT CACCTACTAC

N [ 7~ [ - "R U (R Y

960 970 980 990 1000
AACCACAAGG TCATCCTGCT GTGCCTCGTT GGCCTCTTCA TAGCTATGCT
ABCCACABET TCAC~~~mn~ ~A~w~~mnn ~mmmsmsmns s
AACCACTAGE BCAC~~~~~~ ~mmmmmmsnn snsmsssnn s
AACCACEEQG TEAR-~~~~~ ~~~~~smmns sasmmasms sasmsnso
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Gambar 5.4Penyejajaran Antara Sekuen DNA SJ3SJ2,SBterhadap Gen MC1R
Keterangan :  SJ2 = Sapi Jaliteng (Betina)

SB= Sapi Bali(Betina)
SJ3 = Sapi Jalieng (Jantan)

Hasil sekuensing ke-3 sampel menghasilkan 245 bp dan ditemukan

beberapa perbedaan sekuen DNA. Hasil sekuensing menunjukan terjadi mutasi

transisi dan transversi pada ke-3 sampel sekuen, mutasi insersi pada sampel

SJ2dan SJ3, dan mutasi delesi pada sampel SJ2, SB dan SJ3. Mutasi transisi dapat

terjadi apabila basa pirimidin pada rantai nukleotida DNA diganti oleh basa

pirimidin yang lain, atau basa purin yang satudiganti dengan basa purin yang lain.

Timin (T) dapat diganti oleh basa sitosin (C), atau sebaliknya. Basa purin adenin

(A) dapat diganti oleh basa guanin (G), atau sebaliknya (Arruji, 2014).

Hasil Penjajaran sekuen ke tiga sampel mengalami perubahan gen / mutasi

gen. Mutasi yang terjadi diantaranya adalah tranversi, transisi, delesi, dan insersi.

Setiap sampel memiliki rasio mutasi yang berbeda-beda. Deskripsi adanya mutasi

tiap sampel dapat dilihat pada (Tabel 5.5)



Tabel 5.5 Deskripsi mutasi tiap sampel
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No Kode Jenis Mutasi/ Total mutasi Hasil Skuensing
Sampel Basa ke-
1. 748 Transversi G>T
749 Transversi G>T
937 Delesi T
_ Tranversi 71,4 %
SJ3 952 Transversi Delesi 0,07 % A>T
_ Transisi 0,07 %
958 Transisi A5G
959 Transversi G >C
960 Transversi G >T
2. 748 Transversi G>T
749 Transversi G>T
957 Transisi
SJ2 Transversi 83,3 % A>T
959 Transversi Transisi 0,06 % G >C
960 Transversi G>T
961 Transversi T>A
3. 748 Transversi G>T
749 Transversi G >T
760 Inversi ST
— Transversi 57,1 %
SB 957 Transisi Transisi 28,5 % A>T
; Inversi 0,07 %
959 Transversi G >C
962 Transversi C>G
964 Transisi C>T

Perbedaanterletak pada sampel SJ2, SJ3, dan SB(Gambar 5.4)dimana pada

sekuen ke-749 terjadi mutasi transversi yaitu pergantian basa guanine menjadi

timin (c.749G>T), selanjutnya pada sekuen ke-760 terjadi mutasi insersi basa

timin pada sampel SJ2dan SJ3, selanjutnya pada sampel SJ2, SJ3, dan SBsekuen

pada ke-773 terjadi mutasi transversi yaitu pergantian basa sitosin (C) menjadi
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adenine (A) (c.773C>A) pada sampel SJ2, SJ3, dan SBselanjutnya pada sekuen ke-
952 terjadi mutasi transversi yaitu pergantian basa adenin (A) menjadi basa timin
(T) pada sampel JD (c.952A>T), selanjutnya pada sekuen ke- 957 terjadi mutasi
trasnversi yaitu pergantian basa adenine (A) menjadi timin (T) pada sampel
SJ2dan SB(c.957A>T), selanjutnya terjadi mutasi transisi pada sekuen ke-957
yaitu perubahan dari basa adenine (A) menjadi basa Timin (T) (c.957A>T) pada
sampel BD dan JA, selanjutnya terjadi mutasi transisi pada sekuen ke-958 yaitu
perubahan dari basa adenine (A) menjadi basa guanine (G) (c.958A>G),
selanjutnya terjadi mutasi trasnversi pada sekuen 959 yaitu perubahan dari basa
guanine  (G) menjadibasasitosin(C)(c.959G>C)padasampelSJ2, SJ3, dan
SBselanjutya terjadi mutasi trasnversi pada sekuen ke-960 yaitu perubahan dari
basa guanine (G) menjadi timin (T) (c.960G>T) pada sampel SJ2 dan SJ3,
selanjutnya terjadi mutasi transversi pada sekuen ke-961 yaitu perubahan dari
basa timin (T) menjadi basa adenine (A) (c.961T>A) pada sampel SJ2,
selanjutnya terjadi mutasi transversi pada sekuen ke- 962 dari basa sitosin (C)
menjadi basa guanine (G) (c.962C>G) pada sampel SB, dan selanjutnya terjadi
mutasi transisi pada sekuen ke-964 dari basa timin (C) mnjadi basa sitosin (T)
(c.964C>T) pada sampel SB.

Trasnversi adalah perubahan yag terjadi antara pirimidin yang digantikan
oleh purin aau sebaliknya (Aisah dkk., 2015). Delesi merupakan hilangnya basa
nitrogen pada daerah tertentu, sedangkan insersi atau nama lainya adisi

merupakan bertambahnya basa nitrogen pada daerahtertentu.
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Bos Indicus  LEAGVLATQA AVVQQLDNVI DVLICGSMVS SLCFLGAIAV DRYISIFYAL
Sj3 JANTA  ~~~m~mmmms mmmm~ XYNVI DVLICGSMVS SLCFLGAIAV DRYISIFYAL
Sj2 BETIN  ~~~~~~mmms mmmm XYNVI DVLICGSMVS SLCFLGAIAV DRYISIFYAL
SB BETIN  ~~~~mmmmms mmmmn XYNVI DVLICGSMVS SLCFLGAIAV DRYISIFYAL
N (PR (N IR IR IR (DR RN NN B
160 170 180 190 200

Bos Indicus  RYHSVVTLPR AWRIIAAIWV ASILTSLLFI TYYNHKVILL CLVGLFIAML
$j3 JANTA RYHSVVTLPR AWRIIAAIWV ASILTSLLXI TYYIHX~nn ~~m~~mm~m~
Sj2 BETIN RYHSVVTLPR AWRIIAAIWV ASILTSLLFI TYYNHX~~n~ ~~~~~~~~~n
SB BETIN RYHSVVTLPR AWRIIAAIWV ASILTSLLFI TYYNHX~rnn ~~~m~m~m~~

Gambar 5.5 Penyejajaran Sekuen Asam Amino SJ3 , SJ2
dan SB terhadap Gen MC1R
Keterangan :SJ3 = Sapi Jaliteng (Jantan)
SJ2 = Sapi Jaliteng (Betina)
SB =Sapi Bali (Betina)

Hasil sekuen asam amino sampel SJ3 mengalami delesi asam amino
phenylalanine (F) pada sekuen ke-179 yang terletak pada posisi transmembrane
region. Susunan asam amino dibentuk oleh kodon DNA dari sampel yang telah
dilakukan penyejajaran. Struktur asam amino gen MCI1R dibentuk oleh tiga
regional yaiktu intracellular loops, transmembrane (TM) region, dan extracellular
loops(Gambar 5.5). Desain struktur dua dimensi gen MCLR diperoleh dari
Lightner (2008) dan disejajarkan dengan database UniProtKB Q86417 (MSHR_
TRAAU). Menurut Strader et al. (1994) dan Chandramohan (2015), intracellular
loops dan transmembrane region pada struktur gen MC1R merupakan tempat
berikatannya protein G yang dibutuhkan untuk ploriferasi, signaling dan
pemrosesan awal pembentukan pigmentasi, dengan adanya daerah ini akan
menghambat sintesis feomelanin sehingga terjadi sintesis melanin untuk
melindungi dari radiasi sinar UV.Perubahan asam amino p.166A>T pada daerah
transmembrane region menunjukkan adanya Loss of Function (LOF) dari

kemampuan ligan dalam mensintesis eumelanin. Menurut Lightner (2008)
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subsitusi basa nukleotida yang mempengaruhi perubahan asam animo alanin
(hidrofobik/non-polar) menjadi treonin (hidrofilik/polar) dapat mengubah struktur
a-heliks pada transmembrane region gen MC1R. Hal tersebut dapat menghambat

eumelanin sehingga gen MC1R akan memproduksi feomelain..

7 transmembrane regions

| Sampel JD p.184N>| ‘

Gambar 5.6 Struktur Asam Amino Pembentuk Gen MC1R (Sumber : Lightner,
2008)

Keterangan : Sampel SJ3 menunjukan terjadinya delesi
asam amino  pl79delF pada daerah
transmembrane region. Sedangkan p.184N>|
pada sampel JD mengalami perubahan asam
amino pada area extracelullerloops

Struktur asam amino MC1R memiliki bagian integral membrane yaitu
intracellular loops, transmembrane region, dan extreacelullar loops. (Gambar
5.6) yang tersusun dari 317 residu asam amino dengan struktur khas GPCR (G-
Protein Couple Receptor) seperti antara lain; terminal N- bagian ekstra sel, tujuh
fragmen transmembran (TM) dan terminal C-pada intra sel. Terminal-N ektrasel
sebagai sinyal peptide yang menangkap protein bebas ke dalam membrane RE
(Retikulum Endoplasma). Lengkung ekstrasel (extracellular loop) pada MCI1R
lebih pendek dari terminal-N dan berhubungan dengan afinitas ikatan terhadap

agonis. Lengkung intrasel (Intracellular loop) menyediakan tempat ikatan dengan
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protein G dan
menjaditargetfosforilasiyangdiperlukandalamregulasipemberisinyaldan fungsi
internalisasi. Sebuah tripeptide kelas A terletak pada bagian antara transmembrane
3 (TMB3) dan lengkung intrasel (i12) merupakan elemen kritis karena sering terjadi

LOF (loss of function) (Pratama dkk., 2010).

55 Regulasi Gen MCI1R terhadap Perbedaan Warna Rambut Jaliteng
(Jawa Bali Banteng) jantan dan Jaliteng (Jawa Bali Banteng) betina
Perubahan susunan asam amino yang terjadi karena delesi pada sampel
SJ3 p.179delF pada Sapi Jaliteng jantan yang memiliki warna rambut gelap
diprediksi memiliki peran dalam pembentukan pigmentasi warna rambut dan kulit
menjadi lebih gelap. Hal tersebut dikarenakan asam amino phenylalanine
memiliki peran untuk menghambat sintesis pigmen melanin dengan terbentuknya
phenylketonuria (PKU). PKU secara khas menunjukan beragam kelainan
neurologis dan pigmentasi seperti penurunan pigmentasi warna rambut dan kulit
menjadi lebih gelap. Manifestasi PKU disebabkan tingginya phenylalanine dan
rendahnya konsentrasi tyrosine di dalam individu tersebut. Phenylalanine juga
menghambat aktivitas tyrosinase mamalia dan mengurangi uptake tyrosin pada sel
dan jaringan. Individu Sapi Jaliteng yang memiliki warna rambut lebih gelap
daripada Sapi Jaliteng betina dan api bali betina tidakmemiliki phenylalanine
karena terjadi delesi pada asam amino tersebut (p.179delF) pada area
transmembrane region ke-4 MC1R, sehingga Sapi Jaliteng Jantan tidak memiliki
asam amino phenylalanine yang dapat menghambat pembentukan sintesis
pembentukan melanin, sementara Sapi Jaliteng betina dan Sapi Bali memiliki

asam amino phenylalanine yang dapatmenghambatsintesis melanin sehingga
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memiliki warna rambut lebih terang daripada Banteng Jawa jantan dewasa.

Gen MC1R akan meregulasi melanosit untuk membentuk pigmen melanin
kemudian melanin akan membentuk dua tipe pigmen warna yaitu eumelanin dan
feomelanin (Genetic Home Reference, 2007). Gen MC1R merupakan anggota dari
superfamili  G-protein-coupled receptor yang diekspresikan di membran sel
melanosit kulit atau folikel rambut. Aktifasi MCIR melalui a-melanocyte
stimulating hormon yang bergabung dengan cAMP signaling pathway untuk
menstimulasi melanogenesis dan mengalihkan sintesis feomelanin untuk 43

memproduksi pigmen eumelanin (Gracia-Borron et al., 2005).
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BAB VIPENUTUP
6.1 Kesimpulan

1.Gen MCI1R antara Sapi Jaliteng (Sapi Jawa Bali Banteng) gelap dan Betina
dewasa berbeda . Hasil sekuensing menunjukkan terjadi mutasi tansisi dan
transversi pada sampel SJ2, SB dan SJ3.

2. Sapi Jaliteng jantan berambut gelap(SJ3) dengan Sapi jaliteng betina (SJ2)
dan Sapi Bali Dewasa ( SB) terdapat mutasi gen delesi pada sekuen ke 937
yakni hilangnya basa nukleotida T ¢.937delT sehingga menyebabkan
perubahan susunan asam amino menjadi delesi asam amino phenylalanin
(F) p.179delF pada sampel SJ3 (Sapi Jawa bali Banteng Jantan).

3. Sapi Jaliteng jantan (SJ3) memiliki warna rambut lebih gelap dari pada
Sapi Jaliteng betina (SJ2) dan Sapi Bali betina (SB) karena phenylalanin
mampu menghambat pigmentasi melanin pada genMC1R.

6.2Saran

Diperlukan penelitian lanjutan tentang perbedaan warna rambut Sapi
Jaliteng (Jawa Bali Banteng) dengan menggunakan primer yang berbeda yang
bertanggung jawab untuk produksi melanin dan sekuensing DNA secara
keseluruhan populasi Jaliteng di Taman Safari Indonesia 2, Prigen untuk melihat
sifat polimorfik antar individu serta penelitian lanjutan tetang pengaruh sinar

Ultra-Violet terhadap warna rambut Jaliteng (Sapi Jawa Bali Banteng).
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Lampiran 1. Kerangka Operasional Penelitian

Sampel Darah

AN

Sapi Bali ]

Nanospektofotometer
260/280 nm

Isolasi DNA dan Purifikasi
dari sampel Darah

Elektroforesis Gel
Agarose 1%
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Produk
PCR

Elektroforesis gel
agarose 2%

A 4

Sekuensing DNA Produk
PCR

Primer MC1R_F:
>5ACAATGTCATCGACG
TGCTC3

Primer MC1R_R:
’SAGCTATGAAGAGGC
CAACGA3’

Ds ¥ 5
a5 CEIITT

DENATURATION I 95°C

3,

—_
ANNEALING P1

.
EXTENSION
<

30 Siklus PCR

\4
Nucleutida BLAST

\ 4

POLYMORPHISM



Lampiran 2 . Protokol Isolasi DNA DNeasy Blood and Tissue Kit

Sampel

- Dimasukkan ke dalam microcentrifuge
tube 1,5 ml

- Ditambahkan 180 pL bufer ATL

- Ditambahkan 20 uL proteinase K,
Divortex

- Diinkubasi pada suhu 56.C hingga
sampel lisis (divortex secara berkala)

- Divortex 15 detik sebelum masuk ke
langkah berikutnya

- Ditambahkan bufer AL 200 pL

- Dicampur (divortex)Langkah 2

- Diinkubasi sampel pada suhu 56.,C
selama 10 menit

- Ditambahkan ethanol (96-100%) 200 uL
- Dicampur (divortex)

- Dipipet campuran ke dalam DNeasy Mini
spin column pada 2 ml collection tube

- Disentrifus (8000 rpm) selama 1 menit

- Dibuang flow-through dan collection tube

- Dipindah spin column ke dalam
collection tube 2 ml baru

- Disentrifus (8000 rpm) selama 1 menit
Dibuang flow-through dan collection tube

- Dipindah spin column ke dalam
collection tube 2 ml baru

- Ditambah 500 pl bufer AW2 Langkah 6

- Disentrifus (14000 rpm) selama 3 menit

- Dibuang flow-through dan collection tube

- Ditransfer spin column ke dalam
microcentrifuge tube 1,5/2 mL

\

>I_angkah 1

"4
}Langkah 3

} Langkah 4
~

lﬁngkahs

>Langkah 6

J

} Langkah 7

- Ditambahkan 200 pL bufer AE ke tengah
membran spin column
- Diinkubasi selama satu menit pada suhu

\

- Langkah 7
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ruang (15-25.C)

rpm

Hasil

Disentrifus selama 1 menit pada 8000

1. Dibuka

laman website NCBI

Lampiran 3. Desain Primer PCR

muncul tampilan berikut

SNCBI Resources @ HowTo @

&NCBI

Sign in to NCBI

(—
Al Databases H ‘MC|Ran indicus |

|

National Center for Clinvar 4]
Biotechnology Information Clone I |
Conserved Domains
NCBI Home doGaP to NCBI Popular Resources
K dhVar
Resource List (A7) EST nter for Biotechnology Information advances science and health by providing access to Publed
All Resources Gene - | fenomic information. Bookshelf
Genome -
Chemicals & Bioassays | GEO DataSets L8 | Mission | Organization | NCBI News | Blog Putifed Central
Daad itz ggg Profles Publfed Healih
DHASRNA |G ubmit Download Leam BLAST
HomoloGene Nucleatide
Domains & Stuctures | yjedgen o manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
Genes & Expression | MeSH abases computer class orwatch a tutarial Genome
NCBI Web Site ShP
Genetics & Medicine NLM Ca ;
Genomes & Maps I J! i
Y SICI\I(‘Z E | Pratein
lomology L
g PubChem

2. Pada kotak pilihan search, dipilih Nucleotide dengan kata kunci MC1R

Trachypithecus. Kemudian klik search

3. Maka akan muncul halaman seperti di bawah ini:

E NCBI  Resources &) HowTo )

Nucleotide

Species
Animals (76)
Customize

Molecule types
genomic DNAIRNA (74)
MRNA (2)

Customize

Source databases

Nucleotide

Sign in to NCBI

M |MCWR Bos indicus

Create alert  Advanced

Summary 20 per page ~ Sort by Default order +
See MC1R melanocortin 1 recepior in the Gene database
mefr reference sequences Transcript (1) Protein (1)

ltems: 1 to 20 of 76

Send =

INSDC (GenBank) (73)
RefSeq (3)
Customize

Sequence length

[0 PREDICTED: Bos indicus melanocortin 1 receptor (MC1R). mRNA

- 1.831 bp linear mRNA
Accession: XN_019979538.1 GI 1131196522

Custom range.

Release date
Custom range.

Revision date
Custom range..

Clear all

Show additional filters

o

[C] Bos indieus isolate NICRA-74 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene complete eds

- 995 bp linear DNA
Accession: KR206982.1 GI. 937960019
GenBank FASTA Graphics

[ Bos indieus isolate NICRA-73 melanocorfin 1 receptor (MC1R) gene complefe cds

- 966 bp linear DNA
Accession: KR2969811 Gl: 937960017
GenBank FASTA Graphics

4. Dipilih kategori “Liniar DNA”

5. Maka akan muncul halaman seperti di bawah ini:

|

Filters: Manage Filters

Results by taxon

Top Organisms [Tree’
Bos indicus (75}
Bos taurus (1)

Find related data

Database” Select -

Search details

MGIR[ALL Fields] AND ("Bos
indicus"[Organism] OR Bos
indicus[All Fields])

Search

Help

See more
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(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) hingga



GenBank +

PREDICTED: Bos indicus melanocortin 1 receptor (MC1R), mRNA

ference Sequence: XM_019979538 1

Send- =

Graphics
Go to:
Locus 019979532 1831 bp MRNA linear MAM 12-JAN-2017

DEFINITION PREDICTED: Bos indicus melanocortin 1 receptor (MCIR), mRNA.
ACCESSION XM 012979538
VERSION ¥M_019979538.1

6. Dipilih dan diklik pilihan “FASTA”

7. Maka akan muncul halaman seperti di bawah ini:

2 NCBI  Resources @ How To (&

Nucleotide Mucleotide -

Advanced

FASTA ~

PREDICTED: Bos indicus melanocortin 1 receptor (MC1R), mRNA

NCBI Reference Sequence: XM_019979538.1
GenBank  Graphics

»¥M 018979538.1 PREDICTED: Bos indicus melanocortin 1 receptor (MC1R), mRNE
CRAGGARGGCTICTGTICTCCCTGGACCTCAGCCTACCGCGGCCCGETARAGGCAGGAGGT CCCCACAGER
AGGAGGAGGCAAGCGGCCCAGARATGTCTGCCTGTGGGCAACCGCACATCCAGGGAAGAGGTGGGGAGS
GGACTGAGAACAGAAGAGCGAAGCCGCGCCCAGAGGECTGEC CCCACARAGCT IGGGEGCCATGCCTGGEC

I GAGAGCAAGCACCCCTIICCTGCTCCCTGCGEGACGAT GCCTGCACTTIGGCTCCCAGRGGCGECT GCT GG

CTGGAGGTGTCCATCCCTGACGGGCICTTICI CAGCCTGGGGCTGETGAGTCTCGTGGAGARACCGTGCIG

Bl BEEEND
el el
AlalElE g Elalela
alad|8(8(5|8H|8
HEllIEE R
alald|sa]d |5
Eleladeldlglald
]

gl diatale
Rl
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el
Bl LelalEl
L3 e
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5 g
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8185 &
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IGTCTGACTIGCTGGTGAGCGTCAGCARCGTGCTGGAGACGGCAGTCATGCTGCTGCTGGAGGCCGGTCT|
CTGGCCACCCAGGCGGCCETGETGCAGCAGCTGGACAATGTCATCGACGTGCTCATCTGCGGATCCATG)
GTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGCTGTGGACCGETACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGET |

| CCACAGTGTTGTGACACTGCCCCGAGCGTGGEAGGATCATT GCGGCCATCTGEGTGGCCAGCATCCTCAC)

8. Dibuka website primer3plus

http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi.
akan muncul websiteBioinformatics Primer3Plus. Sekuen DNA yang
sudah di-copy, selanjutnya di-paste dengan mengklikPaste source

sequence below.

More... Source Code
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence Help About
Load server selinks: [ Default - Select primer pairs to detect the given template
. =3 sequence Optionally targsts and Pick Pri

Task: generic hd micludeciexcluded regions can be specified.

Main ~ General Settings ~ Advanced Settings  Internal Oligo ~ Penalty Weights ~ Advanced Sequence
Sequence Id: A

Paste template sequence below Or upload sequence file: Tidak ada berkas dipilih. Upload File

TCACCCTGECCCCO, CCEERACGEEECCCCAGTECCTEEAGETCTCCATCCCTGACGEEEGCTCTTITCTCAG
CCTGGEECTGETGAGTCTCGTGGAGAACETECTGETAGTGECTGCCATTGCCARAGAACCGCARCCTGCAC
TCCCCCATGTACTACTTTATCTGCTGCCTGECTGTGTCTCACTTGCTCCTCAGCETCAGCARCCTGCTGG
R A T O AT B T B A GO T T e GO AC oA E O E e r O TCOT EOACCACCTEC
TETCATCEACGTECTCATCTECGEEATCCAT CACCCTCTECTICCTEEETGCCATTGCTET G
GACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGETACCACAGTGTTGTCGACACTGCCCCGAGCGTGEAGE
TCATTGCGGCCATCTEGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTTCATCACCTACTAC, CCAC, GGT
CATCCTIGC TG TGO T CG I TG e I e T I CATAGC T ATCCTCGCCCTEATGEGCCGETCCTICTACGTCCACATG
CTGEECCCEEErC TGO CACCATEC CCGEEECCATT GO CCEECTCCAGRAGRGECAGCGCCCCATTCATCAGS
GCTTTGGCCTC, GCGCGCTGCC, CCTCACC, 'l"["F'PFFT("f‘("["("T‘F'T‘TC]TT(‘FTF'PFFT(‘(‘(‘(‘FT‘F(‘TT
CTTCCTGCACCTCTCECTCATCGTCCTCTGCCCCCAGCACCCCACCTGTGGCTGCATCTTC. G CTTC
CCTCTITCCTGECCCTCATCATTTGC. CECCATTCIGEACCCCCTCATCTATGCCITCCGCAGCCAGE
2GCTCCEGARGACGCTCCRAGRGETGCTGORGTGCTCCTEETGR

Mark selected region:

A

9. Kemudian dklik Pick Primer di kolom atas kanan yang berwarna hijau

10. Primer forward dan Primer Reverse telah didapatkan yaitu:
MC1R_F 5ACAATGTCATCGACGTGCTC3

1
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MC1R_R 5AGCTATGAAGAGGCCAACGA3

GC 50,0 %
Tm 600C

Dengan panjang 20 bp menghasilkan produk/DNA target 245 bp

Lampiran 4. Protokol Purifikasi Produk PCR

Produk PCR 20 ul

- Dimasukkan ke dalam microcentrifuge
tube 1,5 ml

- Ditambahkan 2 pl Natrium asetat 3M

- Ditambahkan 40 pl Etanol absolut

- Divortex

- Diinkubasi selama satu malam pada suhu

20.C
- Disentrifus (13500 rpm) selama 60 menit

- Dibalik microcentrifuge tube dan dibuang
sisa cairan di dalamnya
- Disentrifus (13500 rpm) selama 15 menit

- Dibalik microcentrifuge tube dan dibuang
sisa cairan di dalamnya

- Ditambahkan 175 pl Etanol 70%

- Disentrifus (13500 rpm) selama 10 menit

- Dibalik microcentrifuge tube dan dibuang
sisa cairan di dalamnya

- Ditambahkan 175 pl Etanol 70%

- Disentrifus (13500 rpm) selama 10 menit

- Dibalik microcentrifuge tube dan dibuang
sisa cairan di dalamnya

- Ditambahkan 175 pl Etanol 70%

- Disentrifus (13500 rpm) selama 5 menit

- Dibalik microcentrifuge tube dan dibuang
sisa cairan di dalamnya

- Diinkubasi pada suhu 40.C dengan
penutup tabung dibuka dan dibiarkan
kering pada ruangan yang steril

- Ditambahkan 20 pul ddH20
- Disimpan pada suhu -20,C

s Langkah 1

J

} Langkah 2

}Langkah 3

Langkah 4

Langkah 5

e Langkah 6

~

> Langkah 7

P4

}Langkah 8
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Lampiran 5.Has
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Lampiran 6. Hasil Uji Kuantitatif Purifikasi Produk PCR
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Lampiran 7.Pembacaan Hasil Sekuen Menggunakan Aplikasi Bioedit Sequence
Alignment Editor versi 7.2.6

1. Buka aplikasi Bioedit hingga muncul tampilan berikut:

elp

= 0O

MNew Alignment

1. Pilih New Alignment atau File > New Alignment

2. Kemudian klik File > Import > Sequence Alignment

e N o G L
Ml;_ .!:d' Sequence  Adgnment  View  Accessory Agphcation  BNA  Works Wide Wel  Opoions  Window  Help

New Abgrmers e N

QOpen 0§

New from Ciphows [

New Tedt '

Open Az Text |(r¢ Sist o

Sove Cires 1" L1

Save As i@»‘n! S;::’ ;7«_1. qln'._l

Retrieve sequences from GenBask or GerPept ;".""'i‘.'.é-:..‘ AN AR A A )

Copy file neme te clipboard

Eapent 28 |

Impos » Sequence signment file |

Ivpoet from Chphosd From 1ab defienited fie (o Buced)

Merge imto Algrement based ¢o & feference Sequence Birvary filke to DNA

Merge from Chptoard Binary file to Prctein

Append Algrement Fée -> Encryption -> Proten

Go to GenBark Encrypt the with 3 ng image and encode into protens

3. Pilih file yang sudah disalin fastanya berisi sekuen DNA serta database
genebank, dan klik open



Date

Type

19042017 .. Filke fokder
2000572017 ., Fule folder
WOVA18 .. Foe folder
1905/2017 .. File folder

. MOUNME .. Miceoscdt ..
04052017 ...

20004/2016 ..

20052017 ..
Jnsomy.
0 seb e 3hg
1 Type FAS
oo Sizee 608 KB
&) ewr! (shrigsi. | Date modifies 20062017 1047

8 enk.pdt

BN .. POF Fie

Whmane fre vl 1304M1T Mirnmarie

il ree [

Fles of ave

|4 Foms
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4. Pilih Tab Accessory Application > ClustalW Multiple Alignment

Lampiran 8. Grafik Elektroferogram

e = o) TRy e =

N Golected none | SemelerRI-R [File: CiUsens RifiDesktopR1-R_AL0_01 FastSeg50_POPTxl Zabl

20 30 40 30 60 0 80 90 100 110
G TTG 1AG TAGG TG ATG *AAGAGCAGGCTGGTGAGGATGCTG GCCACCCAGATGGCCGCAATGATCCTCCACGCTCGGGGCAGTGTCACAACACTGTGGTACCGCAGC

JYAY YA

It -

——

—

97 ABI Chromatogram: C:A\UserstRifgiVAppDate\Locall Temp\R3-R_C10. 07

UL oG |Semple R3R [Fl:C:Users Rifi AppDatalLoea Temp R3.R _C10_07 FasteqS0_POPTxl Z b1

[el@]=]

20 3 40 30 60 70 90 100
G TTGTAGTAGGTG AT G AAGAGCAGGCTGG TG AGGATGC TG GCCACCCAGATGGCCGCAATGATCCTCCACGCTCGGGGCAGTGTCACAACACTG TG GTACCGCAGGG

07 Fasteq30_POPTd Zab1

k)
9 181 Chromatogram: G\ Users!Rifqi Desktop\R3-R_C10.

AN Geleoted nong |Semele RS-R | File: C:Users Rifg DesktopR3-R C10_07_ FastSeqS0_POPTx Z.bl

20 30 £ 30 60 70 80 %0 100 110
T6 G TTGTAGTAGG TG AT G AAGAGCAGGCTGG TG AGGATGCTGGCCACCCAGATGGCCGCAATGATCCTCCACGCTCGGGGCAGTGTCACAACACTG TG GTACCGCA

o A i

FAY VYADNAY

]
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Lampiran 9. Hasil BLAST gen MC1R sampel SJ2, SJ3, SB terhadap urutan nukleotida
dari Database NCBI

i Alignments [BDownload v GenBank Graphics Distance tree of results o

Max Total Query E

Ident Accession
score score cover value

‘ Description

‘ 2 Bos indicus breed Gir clone 40 tin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds 370 370 93% 1e-98 99% MG373764.1

[BIDownload v GenBank Graphics

Bos indicus breed Gir clone 40 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds
Sequence ID: MG373764.1 Length: 954 Number of Matches: 1

Range 1: 350 to 555 GenBank Graphics ‘ 2

Score Expect Identities Gaps Strand

370 bits(200) 1e-98 205/207(99%) 1/207(0%) Plus/Minus

Query 14 GTGGTTGTAGTAGGTGATGARGAGCAGGCTGGTGAGGATGCTGGCCACCCAGATGGCCGC 73
RN AN R NN N SN RN A = AN RN

Sbject 555 G TGTAGTAGGTGATGAAGAGCAGGCTGGTGAGGATGCTGGCCACCCAGATGGCCGL 496

Query 74 AATGATCCTCCACGCTCGGGGCAGTGTCACARCACTGTGGTACCGCAGGGCGTAGRAGAT 133

L O N e N N N RNy
Sbjct 495 RAATGATCCTCCACGCTCGGGGCAGTGTCACAACACTGTGGTACCGCAGGGCGTAGARGAT 436

Query 134 GGAGATGTAGCGGTCCACAGCAATGECACCCAGGRAGCAGAGGCTGGACACCATGGATCC 193
[ N e A NN
sbjct 435 TGTAGCGGTCCACAGCAATGGCACCCAGGRARGCAGAGGCTGGACACCATGGATCC 376
Query 154 GCATATGAGCACGTCGATGACATTGT 220
|

T
PEE REEE gt
Sbjct 375 GCAGATGAGCACGTCGANMTGACATTGT 350



il Alignments [EDownload v GenBank Graphics Distance tree of results o

v Max Total Quel E 2
Description D Ident Accession
score score cover value

Bos indicus breed Gir clone 40 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds 375 375 94% 2e-100 99% MG373764.1

Download v GenBank Graphics

Bos indicus breed Gir clone 40 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds
Sequence ID: MG373764.1 Length: 954 Number of Matches: 1

Range 1: 350 to 555 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

375 bits(203) 2e-100 205/206(99%) 0/206(0%) Plus/Minus

Query 12 GGTTGTAGTAGGTGATGAAGAGCAGGCTGETGAGGATECTGGCCACCCAGATGGCCGE 71
IIIIIIIlIIIIIHIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIII![II]IIIIIIIIIIIIII|

Sbjct 555 GGTTGTAGTAGGTGATGAAGAGCAGGCTGGTGAGGATGCTGGCCACCCAGATGGCCGC 496

Query 72 RATGA CACARCAC TACCGCAGGGCGTAGARRGAT 131
IIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIIIIIIIllll[IIIIIII[lIIIIIIIIIIlIIIIIII

Sbjct 4S5 ZAATGATC TCACAACAC GTACCGCAGGGCGTAGAAGAT 436

Query 132 GGAGATGTAGCGGTCCACAGCRAATGGCACCCAGGRAGCAGAGGCTGGACACCATGGATCC 151

NN RND e g NN RN R N NN N
Sbjct 435 GGAGATGTAGCGGTCCACAGCAATGGCACCCRAGGRAAGCAGAGGCTGGACACCATGGATCC 376

Query 152 GCATATGAGCACGTCGATGACATTGT 217

R NN NN RN AN
Sbjct 375 GCAGATGAGCACGTCGATGACATTGT 350

it Alignments [BlDownload ~ GenBank Graphics Distance tree of results o]

Description :j:; ;3;1 S;Iveg vafue Ident Accession

Bos indicus breed Gir clone 40 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds 377 377  94% 6e-101 99% MG373764.1
[BDownload ~ GenBank Graphics = Sort by: |E value V|

Bos indicus breed Gir clone 40 melanocortin 1 receptor (MC1R) gene, complete cds
Sequence ID: MG373764.1 Length: 954 Number of Matches: 2

Range 1: 350 to 556 GenBank Graphics W Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

377 bits(204) 9e-101 206/207(99%) 0/207(0%) Plus/Minus
Query 12 EIGATGRAGRGCAGECTEETGAGGATGCTGECCACCCABGATGECCG Tl

GTEGETTGTAGTAG
IIIIIII\HIIIIII\IIHIIII\I\IIIIIIII\IIIIIIIII\HIIIIIHIIH

sbject 556 GIGGTTGTAGTAGETGATGRRGAGCAGGCTGETGAGGATGCTGGCCACCCAGATGGCCG 457

Query 72 CRATGATCCTCCRACGCTCGGGECAGTGTCACARCACTGTGGTACCGCAGGECGTAGRAGE 131

IR N N R NNy
Sbict 436 CRATGATCCTCOACGCTCGGGECAGTGTCACARCACTCETGETACCCCAGEGIGTAGRRGE 437

Query 132 TGGAGATGTAGCGGTCCACAGIAATGGCACCCAGGRAGCAGAGECTGGACACCATGEATC 191

RN NN NN N NN NN NNy
Sbjct 436 TCGRCGATGTAGCGSTCCACAGCAATGGCACCCAGGRAGCAGAGGCTGGACACCATGEATC 277

Query 192 CGCJATGBGC?—LCGTCGATGACATTG'I‘ 21s
|
skbjct 376 CCCREBATGAGCACGTCGATGACATIGT 350
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