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ABSTRAK

Penanda molekuler didefinisikan sebagai segmen DNA tertentu yang mewakili
perbedaan pada tingkat genom. Mikrosatelit adalah salah satu penanda genetik.
Mikrosatelit adalah sekuen DNA yang berulang, dimana satu motif mengandung satu
sampai enam pasang basa yang diulang secara tandem dalam sejumlah waktu. Saat ini
banyak sekali penelitian yang dalam prosesnya melibatkan Penanda mikrosatelit.
Informasi tentang keefektifan dan keinformatifan suatu mikrosatelit sangat dibutuhkan
untuk membantu para peneliti dalam menentukan Penanda yang sesuai dengan kebutuhan
penelitian mereka. Oleh karena itu penelitian bertujuan untuk mengetahui tingkat
efektifitas antara mikrosatelit INRA -23 dengan INRA-32.

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah darah kerbau, terdiri dari 16
sampel dari dua populasi kerbau yang berbeda. Penelitian laboratorium dilakukan dengan
pendekatan molekuler analisis DNA, meliputi kegiatan isolasi DNA, -elektroforesis
agarosa, PCR, dan elektroforesis poliakrilamid menggunakan dua macam primer, yaitu
INRA-23, dan INRA-32. Data hasil pengamatan berupa pita (band) DNA dianalisis
menggunakan GENEPOP ver3.1d option 3-1 dan 3-3.

Hasil penelitian menunjukkan frekuensi alel pada lokus INRA-23 populasi 2
lebih tinggi dibanding populasi 1, sedangkan frekuensi alel pada lokus INRA-32 populasi
1 lebih tinggi daripada populasi 2. Rerata nilai heterozigositas populasi 1 yang diharapkan
lebih tinggi (60%) dibandingkan dengan nilai heterozigositas yang teramati (50%)
(tingkat heterozigositas rendah). Sedangkan, rerata nilai heterozigositas populasi 2 yang
teramati lebih tinggi (62,5) dari pada nilai heterozigositas yang diharapkan (56%) (tingkat
heterozigositas tinggi). nilai polimorfisme (PIC) pada populasi 1 (0,49%) lebih rendah
dari pada populasi 2 (0,51%). Dari sini dapat dikatakan bahwa lokus INRA-23 lebih
informatif dibanding lokus INRA-32. Tetapi selisih nilai polimorfisme kedua lokus
tersebut tidak terlalu tinggi, sehingga keduanya merupakan lokus yang cukup informatif
untuk digunakan.

Kata Kunci: Mikrosatelit, INRA-23, INRA-32.

PENDAHULUAN morfologi, yaitu stabil dan dapat
Penanda molekuler dideteksi dalam semua jaringan
didefinisikan sebagai segmen DNA organisme, serta tidak dipengaruhi
tertentu yang mewakili perbedaan oleh lingkungan.
pada  tingkat  genom. DNA Penanda DNA vyang ideal
merupakan sumber informasi genetik memiliki Kriteria sebagai berikut: a)
yang potensial dan akurat. Penanda memiliki tingkat polimorfisme yang
molekuler ini memiliki keuntungan sedang sampai tinggi, b) terdistribusi
dibandingkan ~ dengan  penanda merata  diselurun  genom, )
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memberikan  resolusi  perbedaan
genetik yang cukup, d) pewarisan
bersifat kodominan (dapat
membedakan kondisi homozigot dan
heterozigot dalam
diploid),

secara teknik sederhana, cepat dan

organisme

e) berprilaku netral, f)

murah, g) butuh sedikit jaringan dan
DNA sampel,
dengan fenotipe, i) tidak memerlukan

h) berkaitan erat

informasi tentang genom organisme.
j) data mudah dipertukarkan antar
laboratorium. Tidak ada satu jenis
penanda yang dapat memenuhi
semua Kriteria tersebut, bagaimana
pun juga kita dapat memilih diantara
berbagai penanda yang ada dan

saling dikombinasikan untuk
mencapai semua Kriteria tersebut.
Penanda mikrosatelit
memiliki nama lain SSR (simple
sequence repeats), short tandem
(STR),

tandem repeat (VNTR) dan simple

repeat variable number
sequence
(SSLP). Mikrosatelit adalah sekuen

DNA vyang berulang, dimana satu

length  polymorphism

motif mengandung satu sampai enam
pasang basa yang diulang secara
tandem dalam sejumlah  waktu
Emerson dalam

Jika

(Navascues dan

Zulfahmi  2013). ulangan
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tersebut cukup panjang dan tidak
terpotong-potong  (uninterrupted),

mereka sangat baik digunakan

sebagai penanda genetik karena
tingkat polimorfisme mereka yang
tinggi
2013).

Saat ini

(Hancock dalam Zulfahmi
banyak  sekali
penelitian yang dalam prosesnya
melibatkan Penanda mikrosatelit.
Informasi tentang keefektifan dan
keinformatifan suatu  mikrosatelit
sangat dibutuhkan untuk membantu

para peneliti dalam menentukan

yang
kebutuhan penelitian mereka. Oleh

Penanda sesuai  dengan

karena itu penelitian bertujuan untuk
mengetahui tingkat efektifitas antara
mikrosatelit INRA
INRA-32.

-23  dengan

METODE PENELITIAN

Darah kerbau diambil melalui
vena jugularis di leher dengan
menggunakan venoject dan tabung
vacum. Tabung yang sudah berisi
darah kemudian diberi EDTA dengan
perbandingan antara EDTA dan
1:5 tidak

Darah yang dicampur

sampel agar darah
membeku.
dengan EDTA kemudian diberi label

yang berisi nomor sampel dan lokasi



pengambilan sampel. Darah
kemudian disimpan di dalam termos
es pada suhu +2°C dan selanjutnya
disimpan pada lemari es untuk
dipergunakan  dalam  penelitian
laboratorium. Sampel yang
digunakan dalam penelitian ini
adalah darah kerbau, terdiri dari 16
sampel dari dua populasi kerbau

yang berbeda.

Penelitian laboratorium

dilakukan dengan pendekatan
molekuler analisis DNA, meliputi
kegiatan isolasi DNA, elektroforesis
agarosa, PCR, dan elektroforesis
poliakrilamid  menggunakan dua
macam primer, yaitu INRA-23, dan
INRA-32. Kedua penanda tersebut
memiliki  Kkarakteristik  dijelaskan

pada Tabel 1.

Tabel 1 Karakteristik Primer Penanda Mikrosatelit INRA-23 dan INRA-32

F 5’-GAG TAG AGC TAC AAG ATAAACTTA-3’

0
INRAOZ3 R 5 -TAA CTA CAG GGT GTT AGA TGA ACT C-3° S6C
F 5-AAA CTG TAT TCT CTA ATAGCT AC-3’ 0
INRAOSZ R 5>.GCA AGA CAT ATC TCC ATT CCT TT-3° S6C
Data  hasil  pengamatan produk PCR dengan primer yang

berupa pita (band) DNA dianalisis
menggunakan GENEPOP ver3.1d
option 3-1 dan 3-3. Selain
menggunakan GENEPOP, dapat pula
dianalisis secara manual dengan

menggunakan pita (band) DNA

a. Menghitung Frekuensi Alel

ukurannya ditentukan berdasarkan
jumlah pasangan basa (bp) dan dicari
nilai rata-rata, kemudian dari hasil
rata-rata dideskripsikan bagaimana
gambaran pola DNA kerbau.

Frekuensi alel setiap lokus, dapat dihitung dengan rumus:

A

o

dimana :

f(A) = frekuensi alel ke -1

A =jumlah alel ke - i dalam lokus
N = jumlah individu yang diteliti

f(A)

(Hartl, 1998)



b. Menghitung Nilai Heterozigositas
Nilai heterozigositas dihitung berdasarkan rumus sebagai berikut.

h=—"(-3Pi)
n-1 k=1

dimana :

h = heterozigositas lokus

P(i) =frekuensi alel lokus ke - i

n = jumlah individu sampel (Renwick, 2001)

c. Menghitung Nilai Polimorfisme (PIC) dalam setiap lokus

Adapun rumusnya, yaitu:

PIC=1-) Pi? =" 2Pi*Pj’

dimana :

Pidan Pj = frekuensi alel ke -i dan ke - j

k = jumlah alel (Meta et al, 2004)
HASIL PENELITIAN DAN Analisis data frekuensi alel lokus
PEMBAHASAN mikrosatelit INRA-23 dan INRA-32
1) Frekuensi Alel pada populasi 1 dan populasi 2 dapat

dilihat pada Tabel 2 berikut.

Tabel 2. Frekuensi Alel Pada Kerbau Populasi 1 dan Populasi 2

Lokus Alel (base pair) Populasi 1 Populasi 2
INRA-23 50 0,13 0,13
60 0,13 0,31
70 0,75 0,44
80 0,00 0,13
INRA-32 50 0,00 0,81
20 0,44 0,19
100 0,25 0,00
120 0,31 0,00
Dari hasil analisis diketahui lokus INRA-23 populasi 2 lebih
bahwa lokus INRA-23 dan INRA-32 tinggi  dibanding  populasi 1.
yang digunakan pada sampel kerbau Sedangkan frekuensi alel pada lokus
memiliki 4 alel. Analisis data INRA-32 populasi 1 lebih tinggi
frekuensi alel menunjukkan pada daripada populasi 2.
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2) Heterozigositas frekuensi alel yang ada pada tabel 2.
Perhitungan nilai Hasil perhitungan disajikan pada

heterozigositas menggunakan data Tabel 3 berikut.

Tabel 3. Nilai Heterozigositas Setiap Populasi Kerbau

Lokus Populasi 1 Populasi 2
Obs. Het! Expc. Het’ Obs. Het Expc. Het
INRA-23 50% 46% 87,5% 7%
INRA-32 50% 74% 37,5% 35%
Rerata 50% 60% 62,5% 56%
Keterangan:

'Observed Heterozygosity (Heterozigositas yang Teramati)
“Expected Heterozygosity (Heterozigositas yang Diharapkan)

Analisis data nilai teramati  (tingkat heterozigositas
heterozigositas pada kerbau populasi rendah). Sedangkan, rerata nilai
1 memiliki nilai heterozigositas yang heterozigositas populasi 2 yang
teramati masing-masing lokus, yakni teramati lebih tinggi dari pada nilai
50% dengan nilai rata-rata 50%. heterozigositas yang diharapkan
Pada kerbau populasi 2 memiliki (tingkat heterozigositas tinggi).
nilai heterozigositas yang teramati
87,5% dan 37,5% pada setiap lokus 3) Polymorphism Information
dengan nilai rata-rata lebih tinggi Content (PIC)
dari populasi 1, yaitu 62,5%. Rerata Polimorfisme dapat diketahui
nilai heterozigositas populasi 1 yang dengan menghitung nilai PIC. Hasil
diharapkan lebih tinggi dibandingkan perhitungan nilai PIC disajikan pada
dengan nilai heterozigositas yang Tabel 4 berikut.

Tabel 4. Nilai PIC Pada Setiap Populasi Kerbau

Lokus Populasi 1 Populasi 2 Rerata
INRA-23 0,40 0,65 0,53
INRA-32 0,57 0,36 0,47

0,49 0,51
Berdasarkan Tabel 4 diatas tertinggi diperoleh dari lokus INRA-
nilai PIC berada pada rentangan 0,36 23. Lokus INRA-23 memiliki nilai
sampai dengan 0,57. Pada populasi 1, PIC lebih tinggi yaitu 0.53 dari pada
nilai PIC tertinggi pada lokus lokus INRA-32 yaitu sebesar 0,47.
INRAO032. Pada populasi 2, nilai PIC Nilai polimorfik (PIC) menunjukkan

34



baha tingkat polimorfisme lokus
INRA-23 (0,53%) lebih tinggi
dibandingkan INRA-32
(0,47%). Dari sini dapat dikatakan
INRA-23  lebih
lokus INRA-

32. Tetapi selisih nilai polimorfisme

dengan

bahwa  lokus

informatif dibanding

kedua lokus tersebut tidak terlalu

tingai, sehingga keduanya
merupakan lokus yang cukup
informatif untuk digunakan.
Sedangkan, nilai
polimorfisme (PIC) pada populasi 1
(0,49%) lebih rendah dari pada
populasi 2 (0,51%). Hal ini
berbanding lurus dengan perhitungan
nilai herozigositas. Lestari 2013
mengungkapkan bahwa nilai
heterozigositas akan selalu

berbanding lurus dengan nilai PIC.
Nilai

berbanding lurus dengan jumlah alel

informasi polimorfik

dalam semakin

tinggi
informasi polimorfik juga semakin

setiap lokusnya,

jumlah alel, maka nilai
tinggi. Tingginya polimorfisme dari
suatu populasi bisa diartikan bahwa
variasi alel serta sifat spesifik dari
populasi juga cukup tinggi. Lokus
yang polimorfik menggambarkan
adanya heterozigositas dalam suatu

individu (Riyanto 2010).
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KESIMPULAN

1. Ada perbedaan nilai frekuensi alel
kerbau pada kedua lokus (INRA-
23 dan INRA-32). Variasi genetik
kerbau populasi 2 lebih tinggi
dibanding populasi 1 pada lokus
INRA-23, dan variasi
populasi 1 lebih tinggi dibanding
populasi 2 pada lokus INRA-32.

2. Ada

heterozigositas

genetik

perbedaan tingkat

pada  Kkerbau

populasi 1 dan kerbau populasi 2.

Kerbau populasi 2  memiliki
tingkat heterozigositas lebih tinggi
(62,5%) dibanding dengan kerbau
populasi 1 (50%).

3. Ada
polimorfisme pada lokus INRA-
23 dan INRA-31. Tingkat
polimorfisme lokus INRA-23
(0,53%) lebih tinggi dibanding
dengan INRA-32 (0,47%). Dari
sini dapat dikatakan bahwa lokus
INRA-23 lebih

dibanding lokus INRA-32.

perbedaan tingkat

informatif
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