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ABSTRACT

The BG1 gene is a disease resistance candidate gene in chicken, which is located in the MHC region. The
mechanism of the BG1 gene is known as an inhibitor of T lymphocyte cell activation. This study aims
to identify the diversity of the SNP gene BG1 in the IPB-D2 chicken line. IPB-D2 chicken is a candidate
for a new line from a cross from IPB-D1 chicken, which was selected for high body resistance and good
productivity. A total of 27 DNA samples of IPB-D2 (G0) chickens and 58 samples of IPB-D2 (G2) chickens
were sequenced to identify the diversity of BG1 genes. The study found 6 point mutations (g.4489 G>T,
2.4712 C>T, g.4741 T>C, g.4747 T>C, 2.4749 T>C, g.4761 G>A) and deletion of 2 nucleotide bases g.4758
- 8.4759 delAT. The combination of 6 SNPs forms 4 haplotypes. The SNPs that changed the amino acid
composition were SNP 2.4489 G>T cys> phen, g.4712 C>T gln>codon stop, g.4749 T>C val>ala and
2.4761 G> A gly> glu. All mutations are classified as polymorphic, low heterozygosity value, and not in
Hardy-Weinberg equilibrium.

Keywords: BG1 gene, disease resistance, IPB-D2 chicken line, mutations

ABSTRAK

Gen BG1 merupakan gen kandidat ketahanan penyakit pada ayam yang terletak di wilayah MHC.
Mekanisme gen BG1 diketahui sebagai penghambat aktivasi sel limfosit T. Penelitian ini bertujuan
mengidentifikasi keragaman SNP gen BG1 pada ayam IPB-D2. Ayam IPB-D2 merupakan calon galur
baru hasil persilangan dari ayam IPB-D1 yang diseleksi terhadap sifat ketahanan tubuh yang tinggi serta
memiliki produktivitas yang baik. Sejumlah 27 sampel DNA ayam IPB-D2 (G0) dan 58 sampel ayam
IPB-D2 (G2) di sekuensing untuk mengidentifikasi keragaman gen BG1. Hasil penelitian ditemukan 6
titik mutasi (g.4489 G>T, 4712 C>T, g.4741 T>C, g.4747 T>C, g.4749 T>C, g.4761 G>A) dan delesi 2
basa nukleotida g.4758 - g.4759 delAT. Kombinasi 6 SNP membentuk 4 haplotipe. SNP yang mengubah
komposisi asam amino terdapat pada SNP g.4489 G>T cys>phen, g.4712 C>T gin>codon stop, g.4749
T>C val>ala dan g.4761 G>A gly>glu. Semua mutasi diklasifikasikan polimorfik, nilai heterozigositas
rendah dan tidak berada dalam kesetimbangan Hardy-Weinberg.

Kata kunci: ayam IPB-D2, gen BG1, keragaman, ketahanan penyakit, mutasi
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PENDAHULUAN

Ayam IPB-D1 merupakan ayam lokal komposit
yang dibentuk melalui persilangan ayam ras (broiler) parent
stock strain Cobb dan 3 ayam lokal (ayam pelung, ayam
kampung, ayam sentul), dengan persentase genetik sebesar
25% pada masing-masing ayam. Ayam IPB-D1 merupakan
hasil dari budidaya teknologi pemuliaan yang memiliki
ciri khas pertumbuhan cepat, mampu beradaptasi dengan
kondisi mikroklimat ekstrim serta pencampuran pakan lokal
hingga 70% (Al-Habib et al. 2020). Konversi pakan yang
rendah, mampu menghasilkan ayam IPB-D1 siap dipotong
pada usia 12 minggu dengan bobot rata-rata mencapai 1.1
kg (Lukmanudin et al. 2018).

CalongalurayamIPB-D2merupakanhasilpersilangan
dari ayam IPB-D1 yang memiliki immunocompetence,
terkait resistensi tubuh terhadap penyakit. Ayam IPB-D2
diseleksi berdasarkan beberapa parameter daya tahan tubuh
seperti titer ND > 3 log 2 HI unit dikategorikan sebagai titer
antibodi protektif dan IgY total yang tinggi yaitu > 9.55
mgmL-! (Lestari et al. 2021). Ayam IPB-D1 telah dibuktikan
memiliki daya tahan terhadap penyakit, khususnya penyakit
New Castle Disease (ND) pada sistem pemeliharaan semi
umbaran (Cyrilla dan Sumantri 2022). Konsentrasi IgY
> 10 mgmL-1 pada ayam, menjadi penanda bahwa ayam
menmiliki toleransi tubuh yang baik dalam melawan paparan
penyakit (Setyawati et al. 2019).

Titik kritis pemeliharaan ayam terletak pada
kerentanan ayam terhadap penyakit. Upaya pengembangan
calon galur ayam IPB-D2, dilakukan untuk meningkatkan
performa ayam lokal Indonesia yang tahan penyakit,
mampu beradaptasi dengan pemeliharaan masyarakat serta
pertumbuhan cepat. Meningkatkan imunitas tubuh melalui
pemberian vaksin pada ayam, hanya bersifat sementara
dan tidak dapat diwariskan, schingga perlu adanya
perbaikan genetik. Melalui pendekatan molekuler dengan
merekognisi gen-gen pengontrol kekebalan penyakit pada
ayam, ditemukan salah satu kandidat gen penciri ketahanan
penyakit pada ayam yaitu gen BGI.

Gen BG Like Antigen-1 merupakan gen yang berada
di kromosom 16, tepatnya di wilayah MHC-B, berdekatan
dengan wilayah BF-BL (Miller and Taylor 2016). MHC-B
merupakan molekul protein permukaan sel yang berperan
dalam pengenalan antigen dan menghubungkan respon
imun spesifik dengan non-spesifik (Silva dan Gallardo
2020). Sekuen gen BG1 didapatkan dari National Center
of Biotechnology Information (NCBI) dengan nomor akses
Gen Bank (NC _006103.5), dengan struktur gen berukuran
5195 pb yang terdiri dari wilayah promotor, 20 ekson dan
19 intron.

Chattaway et al. (2016) menemukan 9 mutasi
sinonimus di daerah pengkodean, 6 SNP di 5'UTR dan 7
SNP di 3'UTR. Gen BG1 merupakan gen polimorfik yang
menghasilkan suatu reseptor yang disebut immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif (ITIM). Reseptor ITIM
pada gen BGI1 berfungsi menghambat aktivasi reseptor
sel T (Barrow et al. 2006). Sekuen gen BG1 ditemukan di
beberapa jaringan timus, duodenum dan ginjal berdasarkan
hasil RT-PCR (Salomonsen et al. 2014).

Seleksi dengan pendekatan molekuler, dapat
mengidentifikasi sifat spesifik yang diinginkan. Penelitian
ini bertujuan mengidentifikasi keragaman gen BG1 sebagai
kandidat gen penciri ketahanan penyakit pada ayam IPB-D2
melalui teknologi DNA sekuensing. Data dan informasi
yang diperoleh, diharapkan dapat menjadi informasi ilmiah
dalam seleksi sifat ketahanan penyakit pada ayam.

MATERI DAN METODE

Koleksi Sampel dan Desain Primer

Sampel darah ayam IPB-D2 generasi dasar (GO) yang
digunakan sejumlah 47 sampel dan 96 sampel ayam [IPB-D2
generasi ke-2 (G2) diperoleh dari ayam umur 21 minggu.
Sampel darah diambil di bagian sayap pada vena brachialis.
Sampel darah dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang
telah diisi serbuk ethylenediaminetetraacetic (EDTA) untuk
selanjutnya di ekstraksi DNA. Prosedur percobaan ini telah
disetujui oleh Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUC) di IPB University (approval ID: 224-2021).

Primer forward yang digunakan adalah BGI EA-

641 (F): 5’-TGACCAAATCTGACACCATCCA-3’
dan  primer reverse @ BGl  EA-642 (R)
5’-ACCTCTGCTTCTGTGTGCAT-3’.  Sekuen  target

amplifikasi gen BG1 terletak di exon 19 (4459 bp) dan
exon 20 (5104 bp). Data sekuen didapatkan dari Ensemble
(dengan nomor akses:ENSAGALG00000026396) dan
National Center of Biotechnology Information (NCBI)
dengan nomor akses Gen Bank (NC _006103.5). Pemilihan
primer gen BG1 dirancang menggunakan Primer3, Multiple
Primer Analyzer dan Primer Stats untuk mendapatkan
primer yang optimal.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan menggunakan kit
Genomic Mini Kit for Blood/Culture Cell (Geneaid,
Taipei, Taiwan) sesuai dengan instruksi. Sebanyak 300
uL darah segar dimasukan ke dalam tabung 1.5 mL,
ditambahkan RBC lysis 3 kali volume sampel darah
segar dan di homogenkan. Sampel diinkubasi 10 menit
pada suhu kamar, kemudian di sentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 5 menit pada suhu 25 °C, lalu
supernatant dibuang. Selanjutnya ditambahkan 100 pL
RBC lysis buffer dan 200 pL. GB buffer kedalam sampel
lalu semua bahan di campur menggunakan vortex selama
+ 10 detik. Sampel diinkubasi pada suhu 60 °C selama 10
menit. Kemudian ditambahkan S5pL. RNA-se A (10 mg/uL)
kedalam sampel dan di vortex selama 10 detik.

Sampel diinkubasi pada suhu kamar selama 5
menit. 200 pL etanol absolut ditambahkan kedalam
sampel lalu dicampur menggunakan vortex £+ 10 detik.
Kode sampel ditulis pada GD Coulum lalu masukkan
ke dalam tabung koleksi 2 mL. Sampel di pindahkan ke
GD coulum dan di sentrifugasi dengan kecepatan 14000-
16000 rpm selama 5 menit pada suhu 25 °C. Cairan pada
tabung koleksi dibuang dan ditambahkan 400 ulL W1
Buffer ke GD Coulum dan di sentifugasi dengan kecepatan
14000-16000 rpm dengan suhu 25 °C selama 30-60 detik.
Cairan pada tabung koleksi dibuang kembali kemudian
ditambahkan 600 uL. Wash Buffer ke GD Coulum dan di
sentifugasi 14.000-16.000 rpm pada suhu 25 °C selama
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30-60 detik. Cairan pada tabung koleksi dibuang dan di
sentifugasi dengan kecepatan 14.000-16000 rpm pada suhu
25 °C selama 3 menit. GD Coulum dipindahkan ke tabung
1.5 mL dan ditambahkan 100 pL pre heated elution Buffer.
Selama 3 menit sampel didiamkan pada suhu kamar lalu di
sentrifugasi dengan kecepatan 14000-16000 rpm pada suhu
25 °C selama 30 detik.

Amplifikasi Polymerase Chain Reaction (PCR)

Amplifikasi DNA dilakukan pada total volume 25
pL yang terdiri dari 0.3 uL DNA, 0.15 pL primer forward,
0.15 pL primer reverse, 12.5 uL PROMEGA Green Master
Mix dan 11.9 nuclease free water (NFW). Amplifikasi
fragmen gen BG1 dilakukan dengan menggunakan mesin
PCR thermocyler (ESCOSystem). Reaksi pelipat gandaan
fragmen DNA dimulai dengan kondisi predenaturasi 95 °C
selama 5 menit sebanyak 1 siklus, denaturasi 95 °C selama
10 detik, annealing pada suhu 60 °C selama 20 detik
dan ekstensi pada suhu 72 °C selama 30 detik dilakukan
sebanyak 35 siklus. Kemudian dilanjutkan dengan ekstensi
akhir pada suhu 72 °C selama 5 menit sebanyak 1 siklus.
Produk PCR hasil amplifikasi, selanjutnya dilakukan
proses elektroforesis menggunakan media gel agarose
1.5% dengan tegangan 100 V selama = 30 menit. Hasil
elektroforesis kemudian divisualisasikan dengan mesin UV
Transiluminator untuk membandingkan posisi pita produk
PCR dengan posisi pita DNA ladder.

Sekuensing DNA
Metode sekuensing yang digunakan adalah sanger
sequencing. Sebanyak 25 pL produk PCR sampel ayam
IPB-D2 disekuensing menggunakan primer forward dan
reverse. Sekuensing dilakukan oleh Macrogen di Korea
Selatan.

Analisis Data

Hasil sekuensing DNA berupa gambar-gambar
chromatogram dianalisis menggunakan program Finch TV.
Identifikasi keragaman dianalisis menggunakan program
DNAsp, Popgen32, BioEdit dan Molecular Evolutionary
Genetic Analysis (MEGA10). Genotipe yang didapatkan
melalui metode sekuensing digunakan untuk analisis data
frekuensi genotipe dan frekuensi alel (Nei dan Kumar
2000). Nilai heterozigositas dihitung menggunakan
frekuensi pengamatan (Ho) dan heterozigositas harapan
(He) (Weir 1996). Nilai keseimbangan Hardy-Weinberg

dianalisis menggunakan uji chi-square (x*) berdasarkan
perhitungan Hartl dan Clark (1997).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis Keragaman Gen BG1 pada Exon 19 dan Exon
20

Hasil amplifikasi gen BG1 menghasilkan produk
PCR sepanjang 665 bp (Gambar 1) menggunakan
temperatur annealing 60 °C. Produk PCR tersebut
kemudian di analisis dengan metode sekuensing untuk
mengetahui urutan basa nukleotida pada suatu molekul
DNA agar dapat dibandingkan dengan sekuen yang sudah
diketahui.

Sebanyak 85 sampel berhasil di sekuensing dari 143
sampel ayam IPB-D2. Hasil sekuensing yang diperoleh
berupa susunan basa DNA yang ditunjukkan dengan
warna berbeda pada setiap nukleotida. Hasil pensejajaran
urutan nukleotida sampel dibandingkan terhadap urutan
nukleotida acuan dari NCBI (NC_006103.5) menggunakan
program ClustalW. Nukleotida yang berbeda ditandai
sebagai keberadaan mutasi atau SNP (Gambar 2).

Keberadaan mutasi gen BG1 hanya ditemukan
di wilayah pengkodean yaitu di ekson 19 dan ekson 20
sebanyak 6 mutasi titik dan delesi 2 basa. Mutasi titik
atau SNP merupakan variasi genetik berupa perubahan
nukleotida tunggal, penyisipan atau penghapusan dalam
susunan basa DNA (Mathur ef al. 2018). SNP g.4712 C>T,
24741 T>C, g4747 T>C, g.4749 T>C dan g.4761 G>A
merupakan mutasi transisi, yaitu jenis mutasi yang memiliki
empat pola T—>C, C—T, A—G dan G—A, Mutasi tranversi
terdapat pada SNP g.4489 G>T yaitu terjadi substitusi
basa purin digantikan basa pirimidin atau basa pirimidin
digantikan oleh basa purin (Allendorf et al. 2007).

Keberadaan mutasi transversi umumnya memberikan
efek terhadap perubahan struktur dan fungsi gen (Stoltzfus
dan Norris 2016). Hal ini disebabkan oleh mutasi tranversi
dapat mengubah ikatan hidrogen serta memiliki struktur
basa berbeda. Struktur basa pirimidin adalah cincin tunggal
sedangkan basa purin memiliki struktur bisiklik sehingga
proses mutasi transversi cenderung lebih rumit (Luo et al/
2016).

10 11 12 13 14 15

Gambar 1. Hasil amplifikasi gen BG1 pada ayam IPB-D2

146  Edisi Oktober 2022



Miraj et al.
Jurnal Ilmu Produksi dan Teknologi Hasil Peternakan 10 (3): 144-151

Primer forward
4410 4420 4430 4440 4450 4480 4470 44;

A ERE A RRtad EER RS ERRAN R tha RN RRREY RERES REEES EELE ERREH RSt BEt il Rt nl ARt
Sequence NC 006103.5 TTTTTTTTMWWMWTMWMTTMWWC%

2083 0 e e e e s s
324R T o e s - S e S o e o S AR RN S
7 B et .

4490 4500 4510 4520 45320 4540 4550 45
A L T O P T [ e Py Ay (RO Iy pursuty [Py [Pararty Jaruriey Postary
Sequence NC 006103.5 MTMMTMTWMMTMMTMETTNTMCWW

2023 0 i S R e T

JMR 0 dhiseess o S I A PRI b S S P S R ey R AR (RS- SRS
T assssass r T e o rmm I I mITmmmmmm mrm r
(a)
4570 4580 4530 4600 4610 4620 4630 46

A e o e A N D i T
Sequence NC_GDSI 03.5 WWMWWTM@TWT@MWWWT@MWWW

| e

k| I I T T I T T Tty
- i) = i Ty A i O i o ey WO S N e S ey S Y
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710 47,
R e e T T I T T
Sequance NC_006103.5 GAGATGTTCCCCTCATCATTCATTTCTGCTTTTTCTTTGCAGGGCGATGETATATAAAGTCTGATTATCCTCAGTACCCA
B - b R
SR @300 e e iR e R e e R e R e R e e e e e e e e e Beiciiveia
T el R R e R A S G e T e . SFTED
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 481
Siiifiiialasesfass il esiaiss i sanifabas] o i) | | | | | | |
Sequence NC_006103.5 AACCAAAGAGGTGTGGGT CCTGCACATGTGGGCACACATGGGACTCCAAT CTGACCCAGAAAAACAATCTGAAGAATCAC
L il 0.0y T e e D R S
SR 0000 daebubseaevsedvesives Gt "l s R .A .......................................
T sdieeseesseissessenn Crroes CaCosnnssnne——ollssninsenivivsesusesnssiassstnissnsanisnn
© (@) (f) (2)
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 48
e e T T o ooy i ooy e | |
Sequence NC 006103.5 ACTGAGATATTAAATGCACCTCAGTTACCACTGGTGTTAAAAATCCATACTGEAAGAAGAGGAGACAGTGTTTGTATTGA
s I L T Tome
AEEIE. =000 i Emmie e e e e B i A e A T R R R e R R e e e B
7 S R R S R T e R S R e G R e
48390 4900 4910 4920 4930 4940 4950 42
snrebasvelsusrlsvns byl beisinee TR | | ! | |
Sequence .Ni'_'.'_006103. 5 GIGAGAACACTGCAGTTCTGTGAGCCAAAGCTGCCTGAGAAACCACCEAACTGAGGGTGTGTGACCTCCAACTCAAATCC
T T o ) L e
FBER. 0 e e e e SRR R S S B R
-2 e L A e
43970 4980 49390 5000 5010 5020 5030 50
e L o T N T e T o,

Sequence NC 006103.5 MMWTWWMTTM
2023 i ee e e e e e e e e R R eSS e SRS ISR e

MR 0 e ol e R R o e R e e R R A S R R

7 M

5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 51

Avuiilaanlpesdseiluseilcmilcnboes Fnsines o alne haveale doe ol

Sequence NC 006103.5 AMWTWWTMWTIWW
2 - P g - gl O G = e N
FRER. =000 e s st RSN EEe ERE ReE e e
T e e R R e

Primer Reverse

Gambar 2. Pensejajaran sekuen gen BG1 pada ekson 19, intron 19 dan ekson 20
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Delesi 2 Basa (g.4758 — g.4759 DelAT)

Delesi merupakan bagian dari mutasi genetik yang
diakibatkan adanya pengurangan basa nitrogen pada suatu
sekuen. Alignment urutan nukleotida gen BG1 pada ayam
IPB-D2, ditemukan delesi 2 basa (g.4758 - g.4759 delAT)
pada ekson 20. Genotipe normal TCC-CAT-GTG mengala-
mi kehilangan basa nitrogen AT di tengah rantai (Gambar

ISR N R RN U N SN R O RN B |
3 T c c c | - 1 e T ¢
340
WAYAYAA WA AVAY,

/
Normal

Stop kodon prematur terjadi diseluruh sampel
yang mengalami delesi. Keberadaan stop kodon prematur
dimungkinkan oleh adanya delesi yang menyebabkan
pergeseran  kerangka kodon. Pembentukan protein
semestinya terputus ketika sudah terbentuk stop kodon,
namun pada penelitian ini masih terdeteksi adanya mutasi.
sehingga disimpulkan bahwa asam amino yang terdapat
setelah stop kodon menghasilkan polipeptida yang tidak
berfungsi (Warmadewi 2017).

l----4 (ﬂ;

3

\[ﬂ

| s

Delesi (g.4758 — g.4759 delAT)

Gambar 3. Visualisasi indel basa g.4758 — g.4759 delAT

Penghapusan nukleotida selama replikasi DNA men-
garah pada gangguan gen dan disebut mutasi frameshifi.
Mutasi frameshift menyebabkan pergeseran kerangka baca
dari gen. Kehilangan nukleotida mengakibatkan semua ko-
don dan semua asam amino setelah mutasi frameshift men-
jadi berubah (Najafi dan Pezeshki 2013).

Perubahan pola baca asam amino ke rantai protein
ditentukan oleh tiga kodon basa. Apabila hanya satu atau
dua nukelotida yang hilang, berpotensi membentuk urutan
polipeptida yang inaktif. Insersi 225 pb pada alel gen BG1
di identifikasi dapat berasosiasi dengan resistensi penyakit
Marek Disease (MD) yang disebabkan oleh virus herpes-2
gallid (GaHV-2) dan tumor yang diinduksi virus sarkoma
Rous (RSV) (Goto et al. (2009).

Deteksi Perubahan Asam Amino

Seluruh mutasi berada di wilayah pengkodean CDS
yaitu pada ekson 19 dan ekson 20. CDS (coding DNA
sequences) merupakan wilayah yang dapat diterjemahkan
menjadi asam amino untuk pembentukan protein. Berikut
disajikan Gambar 4 dan Tabel 1 yang menunjukan bahwa
dari 6 titik mutasi hanya ada 4 SNP yang mengalami
perubahan asam amino.

Perubahan asam amino pada SNP g.4489 G>T
(sisteina>fenilalanina), g.4749 T>C (valina>alanina)
dan g.4761 G>A (glisina>glutamat) merupakan mutasi
nonsynonymous, yaitu adanya perubahan urutan basa yang
menyebabkan perubahan asam amino (Hamilton 2009) serta
umumnya berpengaruh terhadap perubahan fungsi, bentuk
dan regulasi protein (Zhang et al. 2012).

Perubahan basa yang tidak menyebabkan perubahan
asam amino terjadi pada SNP g.4741 T>C dan g.4747 T>C
disebut mutasi diam atau silent. Mutasi pada basa g.4712
C>T menyebabkan perubahan asam amino glutamina
menjadi stop kodon. Mutasi yang terjadi pada SNP g.4712
C>T disebut mutasi tanpa arti (nonsense mutation). Stop
kodon yang berada di tengah sekuen disebut stop kodon
prematur. Stop kodon menjadi tanda berakhirnya rantai
polipeptida secara otomatis selama translasi (Riyanti et al.
2018).
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Frekuensi alel dan Geneotipe, Uji Chi-Square dan Nilai
Heterozigositas

Polimorfisme atau keragaman genetik merupakan
penyimpangan sifat individu yang disebabkan oleh
perkawinan yang tidak terkontrol (Muliadi dan Arifin
2010). Polimorfisme dalam urutan DNA dapat mengubah
struktur protein serta memengaruhi fenotip individu
seperti warna mata atau kulit, respon terhadap obat,
vaksin dan patogen serta ketahanan terhadap penyakit
(Sukhumsirichart 2018).

Keragaman genetik dalam populasi digambarkan
dengan frekuensi genotipe dan frekuensi alel sebagai
persentase lokus polimorfik pada populasi. SNP g.4741
T>C dan g4761 G>A pada alel T dan G memiliki
nilai frekuensi alel tertinggi sebesar 59%. Perhitungan
frekuensi alel dan genotipe bertujuan mengetahui apakah
perubahan basa nukleotida dikategorikan polimorfik
atau monomorfik. Seluruh SNP dikategorikan polimorfik
karena memiliki lebih dari satu alel dengan nilai frekuensi
minimal 0.01 (1%) (Rell et al. 2013).

SNP £.4489 G>T memiliki 2 genotipe yaitu GG
dan TT. SNP g4712 C>T, g.4741 T>C, g.4747 T>C dan
2.4749 T>C memiliki alel yang sama yaitu C dan T namun
genotipe berbeda. Genotipe GG,GA dan AA terdapat pada
SNP 2.4761 G>A (Tabel 2). Fragmen gen BG1 pada ekson
19 dan 20 ditemukan frekuensi genotipe paling tinggi yaitu
GG pada SNP 2.4489 G>T dan g.4761 G>A, genotipe CC
pada SNP g.4712 C>T dan genotipe TT pada SNP g.4741
T>C dengan masing-masing proporsi nilai sebesar 0.58.

Berdasarkan analisis yang dilakukan, ditemukan
bahwa nilai heterozigositas pengamatan (Ho) lebih rendah
dibandingkan nilai heterozigositas harapan (He), yang
menunjukan pada populasi calon galur ayam IPB-D2
telah dilakukan seleksi dan perkawinan sckerabat atau
inbreeding (Zhao et al. 2019). Populasi dengan tingkat
heterozigositas rendah sangat sensitif terhadap perubahan
alam dan potensi untuk evolusi rendah (Frankham et al.
2004).

Hukum Hardy-Weinberg menyatakan bahwa
frekuensi alel dan frekuensi genotipe suatu populasi akan
tetap konstan dari satu generasi ke generasi berikutnya,
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Gambar 4. Urutan perubahan asam amino gen BG1

Tabel 1. Perubahan asam amino pada ekson 19 dan 20 gen BG1

Mutasi titik Perubahan Asam Amino
(SNP)
2.4489 G>T Sisteina (TGC) > Fenilalanina (TTC)
¢4712 C>T  Glutamina (CAG) >  Stop Kodon (TAG)
2.4749 T>C Valina (GTG) > Alanina (GCG)
24761 G>A Glisina (GGG) > Glutamic (GAG)

(>) terjadi perubahan asam amino

kecuali terdapat faktor tertentu yang dapat mengganggu
kesetimbangan tersebut (Pangabean 2016). Melalui
perhitungan Uji chi-square (y?) dapat diketahui nilai
kesetimbangan Hardy-Weinberg. Tabel 1 menunjukan
bahwa tidak terdapat kesetimbangan Hardy-Weinberg
di seluruh lokus karena nilai 2 hitung < %2 tabel (Pillai
dan Patel 2019). Frekuensi genotipe yang tidak setimbang
menunjukan bahwa populasi tersebut sudah mengalami
evolusi dalam bentuk migrasi, mutasi, perkawinan terpilih
dan seleksi (Hadini et al. 2015).

Keragaman Haplotipe

Haplotipe merupakan kombinasi alel mayor dan
minor pada SNP yang berbeda di wilayah yang sama dan
diwariskan sebagai satu kesatuan (Sukhumsirichart 2018).
Umumnya, SNP memiliki sedikit pengaruh pada fenotipe,
sementara haplotipe merupakan komposit dari SNP
heterozigot yang terletak pada kromosom tunggal, sehingga
mampu memberikan informasi yang lebih banyak (Zhang et
al. 2022). Hasil analisis DNASp terhadap 85 individu ayam
IPB-D2 ditemukan 4 haplotipe yang berasal dari 6 situs
polimorfik (Tabel 3).

Frekuensi haplotipe gen BG1 tertinggi dari populasi
ayam IPB-D2 terdapat pada H1 (56.4%). Komposit
haplotipe 1 (GCTTTG) merupakan haplotipe yang sesuai
dengan urutan basa kontrol dari NCBI (NC_006103.5)
atau tidak terdapat mutasi. H1 mewakili lebih dari setengah
wilayah, yaitu 48 sampel dari 85 sampel yang dianalisis.
Haplotipe 2 merupakan kombinasi mutasi pada seluruh
lokus dengan frekuensi lebih rendah sebesar 41.2%.
Haplotipe 3 hanya mengandung perubahan SNP g.4749

Tabel 2. Frekuensi genotipe, frekuensi alel, heterozigositas dan chi square test ( ¥2)

SNP N Frekuensi Genotipe Frekuensi Alel Ho He x2

2.4489 G>T 85 GG GT TT G T 0 0.49 86.06
0.58 - 0.42 0.58 0.42

24712 C>T 85 CcC CT TT C T 0 0.49 86.06
0.58 - 0.42 0.58 0.42

24741 T>C 85 TT TC CcC T C 0.02 0.49 77.97
0.58 0.02 0.4 0.59 0.41

24747 T>C 85 TT TC cC T C 0.06 0.5 66.93
0.52 0.06 0.42 0.55 0.45

24749 T>C 85 TT TC CcC T C 0 0.49 86.05
0.56 - 0.44 0.56 0.44

24761 G>A 85 GG GA AA G A 0.04 0.49 74.02
0.58 0.03 0.39 0.59 0.41

2.4758 - 24759 85 (+/+) (+/-) (-/-) + - 0 0.49 86.06

delAT 0.58 - 0.42 0.58 0.42

%2 (0.05;1) = 3.84 , N = jumlah sampel
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Tabel 3. Keragaman haplotipe gen BG1 pada calon galur ayam
IPB-D2

Posisi Mutasi Haplotipe

1 2 3 4
2.4489 G>T G T G T
g.4712 C>T C T C T
2.4741 T>C T C T C
2.4747 T>C T C T C
2.4749 T>C T C C C
2.4761 G>A G A G G
Frekuensi 56.40%  41.20% 1.20% 1.20%

T>C, distribusinya terbatas di lokasi tertentu. Komposite
TTCCCG merupakan keragaman haplotipe terkecil yaitu
1.2% dan hanya terdistribusi pada satu sampel.

KESIMPULAN

Hasil penelitian pada gen BG1, menemukan 6 titik
mutasi dan delesi 2 basa g.4758-2.4759 delAT di ekson 19
dan 20. Mutasi yang menyebabkan perubahan asam amino
terjadi pada SNP g.4489 G>T, g.4749 T>C dan g.4761 G>A.
Mutasi diam atau silent mengakibatkan perubahan asam
amino glutamina menjadi stop kodon pada SNP g.4712
C>T. Kombinasi 6 SNP membentuk 4 haplotipe. Seluruh
mutasi yang ditemukan polimorfik dan tidak berada dalam
kesetimbangan Hardy-Weinberg.
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