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MOTTO

“Bertaqwalah kamu kepada Allah dan ketahuilah bahwa Allah melihat apa vang
kamu kerjakan™
(QS Al-Bagarah: 233)

“Cinta dan kasih sayang merupakan kekuatan abad:”
' (Myself)

“Bring beauty to life”
(Myself)

“Har1 1m1 harus lebth baik dari hart kemarin dan hari esok harus lebih baik dari
sekarang

(Ebban)
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ABSTRAR

Variasi Genetik Ikan Gurami (Osplironemus gouramy lLac.) Berdasarkan
Polimorfisme Protein Plasma Darah, Mamik Pristiwindari, 991810401028,
Skripsi, “September 2003, lurusan Biologi, Fakultas Matematika Dan Illmu
Pengetahuan Alam, Universitas Jember

Mutasi merupakan penentu adanya variast genetik. Studi tentang variasi
genetik sangat membantu dalam mempelajari organisme. Salah satu upaya yang
dapat dilakukan adalah dengan penelaahan pada polimorfisme protein plasma
darah. Penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui polimorfisme protein
plasma darah pada lokus transferin, albumin dan pre-albumin dan mengetahui
variasi genetik ikan gurami (Osphronemus gouramy Lac.). Polimorfisme protein
plasma darah pada ikan gurami ini dikaj dengan menggunakan teknik
elektroforesis. Hasil elektroforesis pada lokus Tf, Alb dan Pa menunjukkan bahwa
ketiga lokus dikontrol oleh tiga alel, berdasarkan perhitungan frekuensi gen
terlithat bahwa ketiga alel ini memiliki sifat polimorfik. Pada lokus transferin yang
merupakan alel umum adalah Tf-A. Untuk lokus albumin vang merupakan alel
umum adalah Alb-A dan Alb-C merupakan alel jarang. Lokus pre-albumin
memiliki alel umum vaitu Pa-A dan vang merupakan alel jarang adalah Pa-C.
Heterozigositas tingkat populasi ikan gurami sebesar 52%.

Kata kunci : polimorfisme, protein plasma darah, variasi genetik, ikan gurami
(Osphronemus gouramy Lac.).
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1.1 Latar Belakang

Gurami (Osphronemus gouramv Lac.) merupakan salah satu famili dari
ordo Labyrinthici vang dikenal sebagal ikan konsumsi, karena rasa dagingnva
yang sangat lezat. Selain itu ikan gurami juga memiliki nilai gizi yang cukup
tinggi, serta terbukti tidak mengandung kolesterol (Noe et.al., 2001). Ikan gurami
dapat tumbuh dan berkembang pada perairan tropis atau subtropis. Secara
geografis tkan ini tersebar di berbagai negara, seperti Indonesia (Puspowardoyo
dan Djarijah, 1992). Pada tahun 1902 menyebar ke Tondano, 1916 ke Madura
(Seputro, 2002). Selain itu ikan gurami i tersebar ke Malaysia, Filipina,
Thailand, Kepulauan Sychillin dan Australia. Berdasarkan beberapa penelitian
vang telah dilakukan selama inm ternvata gurami tidak tahan hidup dalam
lingkungan yang agak payau (asin). Meskipun mempunyai daya adaptasi yang
tinggi terhadap kondist lingkungan tawar. gurami lebih cocok hidup di daerah
rawa di dataran rendah sampai di kolam-kolam pekarangan pada ketinggian 600
meter di atas permukaan laut. Oleh karena itu ada penelitian yang mengemukanan
bahwa gurami merupakan ikan air tawar murni (Puspowardoyo dan Djarijah,
1992).

Menurut Sitanggang (1987), ikan gurami memiliki jenis yang
bermacam-macam dengan morfologi vang berbeda. berdasarkan kemampuan
bertelur, kecepatan tumbuh dan bobot maksimal vang bisa dicapai, salah satunya
adalah gurami Bastar. Gurami Bastar merupakan gurami vang banyak
dibudidayakan, gurami ini memiliki sisik besar-besar. warna tubuh agak
kehitaman serta mempunyail daya pertumbuhan relatif cepat dibandingkan strain
vang lain. Secara morfologi gurami Bastar memiliki karakteristik yang sama,
namun secara genetis susunan gen vang dimiliki kemungkinan berbeda, sehingga
pola profil protein yang dimiliki oleh tiap individu kemungkinan menunjukkan
perbedaan. Menurut Sofro (1994), secara genetik tidak ada dua individu dalam

satu spesies yang persis samna.
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Protein mcerupakan maxromoiekui

kompieks vang terdapat di dalam
semua sel dan mengekspresikan informasi genetik dalam ribuan gen dalam inti sel
(Pai, 1992). Protein in1 dapat digunakan sebagai salah satu acuan untuk
mempelajari karakteristik genetik. Akhir-akhir im1 karakteristik genetik dirasakan
sangat perlu dalam membantu mempelajart orgamisme. Dengan cara menelusuri
kemiripan dari struktur protein tertentu. Selain ifu protein juga bisa digunakan
untuk mengkaji keanckaragaman, baik protein struktural maupun protein
fungsional (Hartl, 1980). Protein struktural terdapat dalam membran, serabut
kontraktil dan filamen intraseluler. Protein fungsional seperti enzim sangat
dibutuhkan untuk menjadi katalisator pada sintesa berbagai macam persenyawaan
kimia yang sangat dibutuhkan untuk kehidupan (Suryo, 1986). Upava vang dapat
dilakukan adalah penelaahan pada polimorfisme protein plasma darah. Beberapa
protein vang mudah ditemukan dan diamati adalah pre-albumin, albumin dan
transferin. Ketiganva merupakan protein yang mudah ditemukan dalam jumlah
besar. Melalui metode elektroforesis akan dapat diketahui polimorfisme plasma
darah tersebut. Oleh karena itu adanya polimorfisme protein plasma darah dapat
digunakan untuk menentukan variasi genetik pada ikan gurami.

Berdasarkan uraian di atas perlu dilakukan penelitian tentang “Variasi
Genetik lkan Gurami (Osplironemus gouramy Lac.) Berdasarkan Polimorfisme

Protein Plasma Darah™.

1.2 Permasalahan

1.2.1 Apakah pada plasma darah ikan gurami terjadi polimorfisme protein pada
lokus pre-albumin, albumin dan transferin?

1.2.2  Bagaimanakah variasi genetik ikan gurami (tingkat heterozigositas) vang
diteliti berdasarkan polimorfisme protein pada lokus pre-albumin, albumin

dan transferin?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Mengetahui poiimorfisme protein plasma darah pada ikan gurami pada

lokus pre-albumin, albumin dan transferin.
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Mengetahui variasi genetik  ikan gurami (lingkat heierozigositas)

b=

(78]
[R®)

berdasarkan polimorfisme protein plasma darah pada lokus pre-albumin,

albumin dan transferin.

i.4 Manfaat

1.4.1 Sebagai bahan dokumentasi genotip-genptip tertentu untuk keperluan
konservasi ikan di Indonesia.

1.42 Memberi tambahan informasi tentang karakteristik genetis tkan gurami

untuk mempermudah usaha pengembangan budidaya gurami.
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2.1 Sistematika dan Karakter Morfologi lkan Gurami (Osphronemus
- gouramy Lac.)

Klasifikast gurami menurut sistematika yang disusun oleh Saanin (1984)

adalah sebagai berikut :

L)

Filum : Chordata

Subfilum : Vertebrata

Kelas 5 Pisces

Subkelas : Teleostel

Ordo : LLabyrinthici

Subordo : Anabantoidel

Familia : Anabantidae

Genus : Usphronemus

Spesies : Osphronemus gouramy Lac.

Ikan gurami termasuk dalam ordo Labyrinthici vaitu sebangsa ikan yang
memiliki alat pernafasan berupa insang tambahan (labvrinth). Labirynth adalah
alat pernafasan yang berupa selaput tambahan berbentuk tonjolan pada tepi atas
lapisan insang pertama. Pada selaput ini terdapat pembuluh darah kapiler sehingga
memungkinkan bagi gurami untuk mengambil oksigen langsung dari udara dalam
aktivitas pernafasannya (Puspowardoyo dan Djarivah. 1992).

Gurami memiliki bentuk badan pipith dan lebar, panjang tubuhnya dari
ujung moncong sampai pangkal ekor kira-kira 2-4 kali tinggi tubuhnva. Sewaktu
muda kepalanya runcing ke depan dan berubah menjadi tumpul setelah dewasa.
Sepasang sirip perutnya mengalami perubahan menjadi sepasang benang panjang
yang berfungsi sebagai alat peraba, jari-jari sirip punggungnya keras dan tajam
(Sitanggang, 1987). Gurami memiliki sirip punggung berjari-jari keras sebanyak
12-13 buah dan jari-jari lemah 11-13 buah. Sirip duburmya mempunyai
mempunyai jari-jart keras 9-11 buah dan jari-jari lemah 19-21 buah. Sirip dadanya

2 buah, terietak di sisi kanan dan kiri dengan jumlah jari-jari lemah 13-14 buah
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dan sepasang siTip perutnva yang mempunvai jari-jari keras 1 buah dan jari-jan
lemah 5 buah. Letak garis rusuk menyilang di bagian bawah sirip punggung,
jumlah sisik pada garis rusuk 30-33 buah (Puspowardovo dan Djarijah. 1992).
Menurut Puspo-‘,‘.'ardoyc dan Djariyah (1992), warna ikan gurami ada
yang hitam, ada pula vang putih kemerah-merahan, tetapi keduanya memiliki
warna bagian punggung lebih gelap dan bagian perut lebih terang seperti lazimnya
warna ikan air tawar lainnya. Tetapi warna ini tidak mutlak demikian, tegantung

dari keadaan lingkungan, terutama warna tanah atau air tempat hidupnya.

2.2 Variasi Genetik

Para ahli taksonomi telah mengelompokkan makhluk hidup 1n
berdasarkan adanva kesamaan dan perbedaan vang tampak secara morfologis.
Namun demikian makhluk hidup vang sudah digolongkan pada takson vang
paling spesifik yaitu spesies (jenis) tetap menunjukkan adanya beberapa
perbedaan di antara individu-individunya. Secara genetik tidak ada dua individu
dalam satu spesies yang persis sama. Perbedaan di antara individu ini disebabkan
oleh adanya variasi berbagai faktor antara lain faktor genetik, umur, jenis kelamin,
makanan, stadium daur hidup, bentuk tubuh, habitat (Sofro, 1994). Sedangkan
variasi genetik itu sendiri menurut Yatim (1996). merupakan variasi yang
disebabkan oleh perubahan nada bahan genetis (mutasi).

Lebih lanjut menurut Sofro (1994), dalam mempelajan variasi terutama
ditekankan pada bentuk morfologis. Sesungguhnya banyvak wujud fenotip yang
lebih beranekaragam tetapi tidak mudah dilihat secara langsung. Dengan teknik
biologi molekuler dapat dilakukan pemeriksaan terhadap keanekaragaman genetis
pada individu-individu anggota spesies, bukan saja sampai aras protein bahkan
sampai aras DNA.

Hipotesa “one-gene-one-protein” hubungannya tidak dapat ditemukan
apabila hanya dilithat dar faktor fenotip dengan menggunakan cin fisik
Kenyataannya pada manusia maupun organisme lainnya diduga bahwa sintesa
serta struktur dari protein struktur tunggai bisa dikontrol oleh dua atau lebih gen.

Konsep “ene-gene-one-enzyme” mengemukakan bahwa gen mengontrol produksi

T ——
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dari polipeptida. Kemudian konsep ini berkembang menjadi ~one-gene-one-
polipeptida”™ (Verma and Agarwal, 1975).

Kekhasan molekul protein ditentukan mulai dar urutan asam amino
yang membentuk polipeptida. Urutan asam amino ini ditentukan secara mend
berdasarkan “perintah™ gen. Jadi posisi masing-masing asam amino pada rantai
polipeptida dikendalikan secara genetik. Jika satu atau lebth asam amino pada
urutan tersebut diganti atau dilepas akibat suatu mutasi titk (point mutation)
konsekuensinya bisa sangat mengerikan atau mungkin akibat mutasi ini akan
terbentuk protein baru vang menjamin kelangsungan hidup organisme (Rafelson
et. al. , 1980 dalam Riandi. 1997). Mutasi tittk mempunvai arti terbatas dan
umumnya dikenal sebagai mutasi vang terjadi pada tingkat molekuler dalam gen
(sistron). Mutasi ini menunjukkan ragam pada tempat tertentu dalam ADN, vaitu
perubahan satu pasang nukleotida (Crowder, 1997). Mutasi in1 memiliki
konsekuensi yang sangat mengerikan atau mungkin akibat mutasi ini akan
terbentuk protein mutan vang justru menjamin kelangsungan hidup organisme
(Rafelson er.al., 1980 dalam Riandi, 1997) Salah satu faktor penentu adanya
variasi geneuk adalah mutasi. Variasi genetik ini terjadi apabila ada beberapa
perubahan materi genetik. Dengan adanya mutasi maka akan muncul variasi baru
dalam suatu populasi dan juga membawa perubahan dalam frekuensi alel.
Semakin tinggi variasi genetik, menunjukkan tinggi pula variasi yang ada pada

suatu populasi (Ferguson, 1980).

2.3 Polimorfisme Protein Plasma Darah

Evolusi Darwin tergantung pada variasi dalam suatu populasi. Batasan
mengenai genetika polimorfisme vang terjadi dikontrol oleh 1 alel atau lebih pada
lokus tertentu. Biasanva polimorfisme terjadi dalam populasi yang memiliki
frekuensi genetik yang lebih dari 5%. Alel polimorfisme dalam suatu populasi
dihitung menggunakan nilai heterozigositas, frekuensi alel atau metode yang lain
(Tamarin, 2002). Kebanyakan dari polimorfisme protein darah diatur secara
genetik clch pasangan alel atau rangkaian alel tanpa dominansi (Warwick ef. al.,

1990). Pada tahun 1966 genetika populasi mulai menggunakan ~prinsip
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ciekiroforesis protein untuk mempeiajari popuiasi vang ada di aiam (Kusell.
1994). Pada tahun 1970 juga dilakukan elektroforesis gel pada protein terlarut
vang merupakan penelitian vang banvak dikaj oleh para ilmuwan (L1, 1997).

Faktor yang menetukan fenomena polimerfisme adalah
Secara umum vang dimaksud dengan mutasi merupakan perubahan dalam bahan
genetik namun secara terbatas, mutasi lebth menuju ke perubahan dalam gen
(intragenik). Produk mutasi dalam sepasang individu induk dapat pula dilihat pada
keturunannya (Sofro. 1994) Suatu lokus tergolong lokus polimorfisme apabila
memiliki frekuensi alel terbanvak vang ditemukan tidak melebitht 99% (L1 dan
Graur, 1991).

Pemeriksaan vanasi genetik dapat dilakukan pada molekul protein,
termasuk enzim (Sofro, 1994). Protein tersusun atas satu atau lebih rantai
polipeptida vang terbentuk sebagai benang panjang asam-asam amino yang
dihubungkan satu sama lain dengan ikatan peptida dalam susunan linier yang
spesifik (Harris, 1994). Protein membentuk bagian terbesar dari komponen yang
tidak mudah menguap di dalam plasma darah. Konsentrasinya berkisar antara 60-
80 g L. Dengan demikian sekitar 4% dari seluruh protein tubuh adalah protein
plasma (Physiol, 2000). Protein plasma sebenarnya merupakan campuran yang
sangat kompleks vang tidak hanya terdini dan protein sederhana namun juga
protein campuran seperti glikoprotein dan berbagai jenis hpoprotein (Harper.
1979).

Berdasarkan tingkah lakunya yang berbeda dalam elektroforesis protein
dapat dibedakan secara kasar menjadi 5 kelompok besar vaitu albumin dan o,
o, B dan v globulin. Protein dan enzim yang bermuatan listrik lainnya dapat
dipisahkan dengan cara elektroforesis (Physiol, 2000). Elektroforesis tergantung
pada ukuran, bentuk molekul serta medium yang digunakan (Jenkins, 1990).
Elektroforesis bisa digunakan untuk memisahkan hasil isoalel misalnya dilakukan
pada Drosophila sp. (Crowder, 1997). Menurut Jusuf dan Subamia (2000), untuk
studi aktivitas enzimatik protein sistem pencernaan gurami (Osphronemus
gouramy) usia muda dilakukan dengan menggunakan teknik elektroforesis. Hadie

et. al., (1999) mengemukakan bahwa teknik elektroforesis juga digunakan uniuk
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mengetahul keanekaragaman genetik anlara popuiasi ikan ieie (Clarias batrachus)

di sungai Musi dan Bengawan Solo.

Protein plasma yang terdapat dalam plasma darah antara lain:
a. Albumin (Alb)

Fraksi protein plasma ini paling banvak ditemukan, selain 1tu protein ini
ditemukan di dalam hati. Berat molekulnva kira-kira 68.000-69.000 Dalton
(Harper et. al., 1995 dan Sofro, 1992). Struktur primer dari albumin terdiri atas
610 asam amino vang tersusun dalam satu rantai peptida (Sofro, 1992). Albumin
memiliki fungsi dalam transpor dari asam lemak, bilirubin asam empedu, hormon-
hormon steroid, obat-obatan juga ion-ion anorganik (Physiol, 2000). Selain itu
juga bertanggungjawab pada sekitar 80% dari tekanan osmotik potensial dari
plasma. Hal int disebabkan karena albumin dan protein-protein lain vang berat
molekulnya lebih tinggi. tidak dapat melewati dinding pembuluh atau dinding
kapiler dan oleh karenanya akan membantu mempertahankan cairan berada di

dalam sistem vaskuler (Frandson, 1992).

b. Pre Albumin (Pa)

Pre-albumin (Pa) mempunvar berat molekul 55.000 Dalton. Dalam
analisis elektroforesis protein Pa bermigrasi di depan protein albumin (Putham
dalam Mu’in, 1996). Termasuk dalam fraksi albumin yang mentranspor hormon
tiroksin dan metabolitnya (1odotironin) bersama-sama dengan suatu transferin

vang berikatan pada tiroksin dan albumin (Physiol, 2000).

¢. Transferin (Tf)

Merupakan protein plasma vang heterogen dengan berat molekul
78.000-80.000 Dalton. Sebagai molekul protein majemuk, transferin mengandung
6% hidrat arang. Transferin berfungsi dalam pengangkutan zat besi dalam bentuk
ferri ke sumsum tulang sebagai temipat penvimpanan zat besi {Sofro, 1992).
Berdasarkan atas mobilitas elektroforesisinya transferin dapat dibedakan menjadi

a-globulin, ap-globulin, B-globulin  dan y-globulin vang memiliki fungsi antara
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lain mentransfer lemak. meniransier hormon. vitamin dan ion-ion logam (Pysiol,
2000).Sedangkan berdasarkan struktur dan fungsinya, transferin dibagi menjadi

glikoprotemn. likoprotein, protein pengangkut logam, enzim., hormon dan

Polimorfisme pada ikan pernah dilakukan beberapa kali oleh para peneliti,
misalnva pada ikan lele. Riandi (1997). Tkan Gaqlaxias olidus vaitu pada lokus
Malate Dehidrogenase (Mdh), Gyserol-3-Phosphate Dehidrogenase-1 dan
2(Gpdh-1 dan GPDH-2) (Arnisuryanti, 2000). Pada Anoplarchus terbukti bahwa
terdapat lokus polimorfisme sebesar 2%-26% pada alel LDH dan LDH-I
(Scroder, 1973). Polimorfisme pada ikan nila hitam (Oreochronis nilotus), ikan
nila merah (Oreochronis sp.) dan ikan mujair (Oreochornis mossambica)
ditemukan pada lokus Tranferin (Tf), Albumin (Alb) serta Pre Albumin (Pa)

(Widiasworo, 2002).
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3.1 Tempat dan Waktu Penelitian I

Sampe! ikan gurami diperoleh dam petani ikan di Desa Rambutai
Kecamatan Bangsalsari Kabupaten Jember. Preparasi sampel darah dan analisis
protein plasma darah dilakukan di Laboratorium.Biologi Molekuler Universitas

Jember. Pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan Mei 2003 sampai Juli 2003.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian

3.2.1 Alat n
Sentrifugase (SIGMA 3 K12), disposible syringe 1 ml (TERUMO, Japan),

tabung eppendrof 1.5 ml, mikropipet (SOCOREX, Swiss), vellow tip, blue tip,

freezer —20°C (SANYO SCF 4N), shaker (RIKO RS-12TE), seperangkat alat

elektroforesis sistem vertikal (BIO CRAFT MODEL BE 210. Japan), power

supply (KAYAGAKI PS-10), kaca, penjepit. kertas kaca, cutrer gel, erlenmeyer

25 ml. termos es. tissue, kamera (NIKON 10 FM).

3.2.2 Bahan

a. Hewan coba:
Sampel vang digunakan sebanyak 55 ekor dengan berat masing-masing ikan
500 gram.

b. Preparasi sampel: alkohol 70 %, EDTA (ethvlene diamine tetra acetic-acid).

c. Gel: Acrviamide-bis (SIGMA, USA), Tris HC! (MERCK, Germany),
ammonium persulfate (APS) 10% (BIO-RAD Laboratories), sodium dodecyl
sulphate (SDS) 10% (BDH LIMITED POOPLE, England), NN,N' N’ retra
methyl ethylene diamine (TEMED) 0.05 % (BIO-RAD Laboratories), glycin
(MERCK, Germany), glvcerin (MERCK, Germany), mercaptoethanol 2-b
(MERCK, Germany) dan aquadest.

d. Pewarnaan, pencucian dan penyimpanan gel: bromophenol blue (MERCK,

Germany), coosmassie brillicnt hlue R-250 (BDH CHEMICAL Ltd, England),

lista Kaig
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tricioro acetic acid (TCA), metharol. acetic acid glacial (AAG) (MERCK |

Germany).

3.3 Prosedur Penelitian

Identifikasi protein plasma darah menggunakan teknik elektroforesis gel

pohiakrilamid sistem vertikal (Sofro. 1992): v

1)

[
~—

LI

4)

Pengambilan sampel darah

Darah diambil dari insang sebanyak 1 ml dengan menggunakan disposibie
syringe, Kemudian dimasukkan ke dalam tabung eppendorf yang telah diberi
EDTA. Tabung eppendorf ditutup lalu digovang-goyang agar darah bercampur
dengan EDTA, kemudian dimasukkan ke dalam termos es yang berisi es batu
sampai dilakukan sentrifugase.

Penyiapan plasma darah

Sampel darah yvang diperoleh disenrrifugase 4000 rpm selama 10 menit
sehingga sel darah terpisah dengan plasma darah, kemudian plasma darah
dimasukkan ke dalam tabung eppendorf dan disimpan dalam freezer suhu
-20"C sampai dilakukan elektroforesis.

Penviapan gel pemisah atau running gel

Untuk gel pemisah dibuat dengan kadar acrviamide sebesar 12.5%. Cara
membuatnya vaitu dengan mencampurkan 2.5 ml larutan buffer 7ris-HCl 1.5
M pH 8.8; 4.15 ml stok acrylamide-bis (30%); 50 uL. APS 10% dan 5 pL
TEMED 0.05% larutan dalam 3.3 mL aquadest.

Penviapan gel penggertak atau stacking gel

Dibuat dengan kadar acrviamide sebesar 4.5%. Cara membuatnya vaitu
dengan mencampurkan 0.75 mL 7ris-HCI 0.5 M pH 6.8; 0.45 mi stok
acrylamide-bis (30%); 10 pL APS 10% dan 4.5 pl. TEMED 0.05% dan
dilarutkan dalam 1.8 mL aquades (khusus TEMED dicampurkan ketika akan

dituang ke apitan kaca).
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3)

6)

Pelaksanaan eiektroforesis gel

a. Menggabungkan dua keping kaca pada rakitan alat elektroforesis diantara
plastk spacer yang diletakkan di sisi kanan dan kin kemudian dijepit
dengan kuat.

b. Menuangkan campuran gel pemisah vang telah disiapkan ke rakitan
elektroforesis gel sampai 23 is1 rakitan, kemudian menambahkan
1sobutanol pekat ke dalam permukaan gel dan dibiarkan memadat Setelah
memadat, 1sobutanol dituang dan dihisap dengan kertas hisap.

¢. Memasukkan sisir gel di antara dua keping kaca, kemudian menuangkan
gel penggertak ke dalam rakitan tersebut. Apabila gel pengeertak telah
memadat, sisir gel dilepaskan.

d. Keping kaca yang telah berisi gel pemisah dan pencvertak vane telah
memadat dipasang ke holder, selanjutnya dimasukkan ke dalam bejana
alat elektroforesis dan diisi buffer elektroda sampai meredam alur gel

(well).

4]

Mencampurkan Sul. plasma darah dengan 20ul larutan buffer sampel,
kemudian dipanaskan pada suhu 95°C selama 4 menit.

f. Pemuatan atau /oading vaitu memasukkan Sul protein standar ke dalam -
alur gel di sisi paling kanan. sedangkan Sulcampurah’plasma darah dan

buffer sampel (poin e) dimasukkan ke dalam alur gel lainnva.

2

Rakitan alat elektroforesis vang telah berisi gel dan running buffer diahri

arus listrik 5 A dengan power supplv dengan tegzingan 100V, sampai

warna penanda mencapai lcm dari dasar gel atau kurang lebih selama 2

jam.

h. Running dihentikan, gel dilepas dari apitan kaca dan dicuci sampai bersih
dengan aquadest. Gel penggertak dipisahkan dengan cutter gel, salah satu
ujung gel pemisah diberi penanda.

Pewarnaan gei atau staining

Gel direndam dalam pewarna yaitu coomasie brilliant blue 0.1% selama 24

jam dengan diinkubasi d1 atas shate;.
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7) Pencucian (destaining) dan penyvimpanan gel
Proses pencuctan gel dilakukan dengan cara merendam ke dalam larutan
pencuct vang terdirt dan methanol, acetic acid glacial dan agquadest,
kemudian dimasukkan ke dalam shaker selama 30 menit. Proses pencucian
dapat diulang sampai tampak pita-pita protein pada gel. Gel kemudian difoto
dan disimpan dalam larutan asam asetar 3% selanjutnya dikeringkan dengan

apitan kertas kaca.

3.4 Analisis Data

Untuk mengidenufikasi pita protein plasma darah vang tampak pada gel
maka dilakukan penghitungan berat molekul vang didasarkan pada mobilitas
relatf (Rf) dan membandingkan dengan marker dimana sudah diketahui berat
molekulnya (Chung, 1987). Sedangkan frekuensi alel serta heterozigositas dapat
dihitung sesuai data pada fenoup Albumin (Alb). Pre-Albumin (Pa) dan
Transferin (Tf) menurut Ferguson (1980) dapat digunakan tumus sebagai

berikut:

IHo+ He
T

Frekuensi alel =

Dimana; Ho: Jumlah alel homozigot
He: Jumlah alel heterozigot

N : Jumlah individu

Heterozigositas:

—_—

H,=1-Y x,

Dimana; H; : Heterozigositas per lokus

X; : Frekuensi alel ke-1
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Heterozigosnas populasi:

Dimana; H, : Heterozigositas populasi
H; : Heterozigositas per lokus

L. :Lokus
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, maka dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut:

1) Pada plasma darah ikan gurami terjadi polimgrfisme protein pada lokus pre-
albumin, albumin dan transferin. Lokus pre-albumin dikontrol oleh 3 alel
vaitu Pa-A, Pa-B dan Pa-C, lokus albumin dikontrol oleh 3 alel vaitu Alb-A.
Alb-B dan Alb-C. lokus transferin dikontrol oleh 3 alel vaitu Tf-A. Tf-B dan
TEC.

2) Nilal heterozigositas masing-masing sebesar 0.5 untuk lokus Tf. 0.49 lokus
Alb dan 0.54 lokus Pa. Sedangkan nilai heterozigositas tingkat populasi vaitu

sebesar 0.52 atau 52%

5.2 Saran
Dalam penelitian tentang variasi genetis ikan gurami berdasarkan
polimorfisme protein plasma darah, untuk mendapatkan data vang lebih akurat

disarankan dihitung total proteinnya terlebih dahulu.
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Lampiran 1. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami
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Gambar 2. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.

Keterangan gambar : Pa = pre-albumin, Alb — Albumin, Tf= Transferin,
S= protem standart (A : Myosin = BM 200 kDA: B :
galaktosidase = BM 116.2 kDA; C : Phosphorilase b
= BM 97 .4 kDA D : Bovine Serum Albumine = BM
66.2 kDA E : Ovalbumine = BM 45 kDA F :
Carbonic anhydrase = BM 31 kDA G : Trypsin
inhibitor = BM 21.5 kDA
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Gambar 3. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.
Keterangan gambar : Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin,
S= protein standart (A : Myosin = BM 200 kDA; B :
galaktosidase = BM 116.2 kDA, C : Phosphorilase b
BM 97.4 kDA; D : Bovine Serum Albumine = BM
66.2 kDA E : Ovalbumine = BM 45 kDA F :
Carbonic anhydrase = BM 31 kDA; G : Trypsin
inhibitor = BM 21.5 kDA.
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Lampiran 3. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.
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Gambar 4. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.

Keterangan gambar : Pa = pre-albumin. Alb = Albumin, Tf= Transferin.
S= protein standart (A : Myosin = BM 200 kDA; B :
galaktosidase = BM 116.2 kDA; C : Phosphorilase b
= BM 97.4 kDA D : Bovine Serum Albumine = BM
66.2 kDA E : Ovalbumine = BM 45 kDA
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Lampiran 4. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.
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Gambar 5. Elektroforegram profil protein plasma darah ikan gurami.

Keterangan gambar : Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin,
S= protein standart (A : Myosin = BM 200 kDA; B :
galaktosidase = BM 116.2 kDA; C : Phosphorilase b
= BM 97.4 kDA; D : Bovine Serum Albumine = BM
66.2 kDA E : Ovalbumine = BM 45 kDA F .
Carbonic anhydrase = BM 31 kDA G : Trypsin
inhibitor = BM 21.5 kDA,

R R R—
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Lampiran 3. Skema pola profil protein piasima darah ikan gurami iokus iransfenm.

albumin dan pre-a'bumin terlihat pada gambar berikut :

Pa

2 2 4 ! 6 7 8

Tf AA BB AA AA AA AA  AA  AA

Alb

AB AB AA AA AB AB AA

Pa AA AC AB AB AB AB AB AC

Keterangan

: Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin, S=protein
standart (A : Myosin = BM 200 kDA B : galaktosidase = BM 116.2
kDA; C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA; D : Bovine Serum
Albumine = BM 66.2 kDA; E : Ovalbumine = BM 45 kDA; F :
Carbonic anhydrase = BM 31 kDA; G : Trypsin inhibitor = BM
21.5kDA.
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Lampiran 6. Skema pola profii protein plasma darah 1kan guram uniuk iokus
transferin, albumin dan pre-albumin terlihat pada gambar berikut :

-) |-
Al
B )
C — Tf
D % Y, H H H Alb
— == Pa
g
¥
G
(+)
S 9 10 11 12 13 14 15 16
TE AA AA AA AC AB AC AB AB
Alb AA AA AC AB AC AA  AA  AA
Pa AB AA BC BC BC AB AB  AA
Keterangan @ Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin, S=protein

standart (A : Myosin = BM 200 kDA; B : galaktosidase = BM
116.2 kDA; C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA:; D : Bovine
Serum Albumine = BM 66.2 KDA; E : Ovalbumine = BM 45 kDA,
F : Carbonic anhydrase = BM 31 kDA G : Trypsin inhibitor = BM
21.5kDA.
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Lampiran 7. Skema poia profii protein piasma darah ikan guram untuk lokus
transferin, albumin dan pre-albumin terlihat pada gambar berikut

) | |
|
A b
B \
Ci 7 e ol Lo AT
D H — - p - -4 P A
== Y- g Pa
2
G
(+)
S 17 18 15 20 21 22 23 24
[ 3 AA AA AB AA AB AA  AB AB
Alb AA AB AB AB AA AA AB AB
Pa AB AB AA AC AB AB AB AB
Keterangan . Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tt = Transferin, S=protein

standart (A : Myosin = BM 200 kDA; B : galaktosidase = BM
116.2 kDA; C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA; D : Bovine
Seruni Albumine = BM 66.2 kDA E : Ovalbumine = BM 45
kDA; F : Carbonic anhydrase = BM 31 kDA; G - Trypsin
inhibitor = BM 21.5 kDA.
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Lampiran 9. Skema pola profil protein plasma daran ikan gurami uniuk iokus
transferin, albumin dan pre-albumin terlihat pada gambar berikut

(-)
A L ‘
| i
B A
4o ! S Tf
D u H u H AA]b
— — Pa
E
Sy L
(+)
S 41 42 43 44 45 46 47 48
it BB AB AB BB AB BB AB
Alb AB AA  AA AA AC AC AB AC
Pa AB AB  AA AB AB  AB AB AB
Keterangan : Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin, S=protein
standart (A : Mvosin = BM 200 kDA B : galaktosidase = BM 116.2
kDA; C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA; D : Bovine Serum
Albumine = BM 66.2 kDA; E : Ovalbumine = BM 45 kDA F :
Carbonic anhydrase = BM 31 kDA; G : Trypsin inhibitor = BM
21.5 kDA.
‘W - ﬂ
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Lampiran 8. Skema pola profil protein plasma darah ikan gurami untuk lokus
t } | } S5

transterin, aibumin dan pre-albumin terlihat pada gambar berikut

D > Tt T Lﬁ jA]b

= Pa

E = !
G |
(+)

9 25 26 27 28 29 30 31 32

Tt AB AC AA AB AB AB AC AC

Alb AB AB AB AB AB AB AB AB

Pa AA AB AB AA AB AA AA  AA
Keterangan  : Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin, S=protein

standart (A : Myosin = BM 200 kDA. B : galaktosidase = BM
116.2 kDA; C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA; D : Bovine
Serum Albumine = BM 66.2 kDA; E : Ovalbumine = BM 45
kDA; F : Carbonic anhvdrase = BM 31 kDA; G : Trypsin
inhibitor = BM 21.5 kDA
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Lampiran 10, Skema pola profi! protein plasma darah :kan gurami untuk lokus

transterin, albumin dan pre-albumin terlihat pada cambar berikut :
" p | 2

m M

7 — |Pa
E
.
G |
(+)
S 49 50 51 32 53 54 55
Tf

Alb AA AC AC AC AC AC AC
Pa AA AC AA AC AC AC AC

Keterangan : Pa = pre-albumin, Alb = Albumin, Tf = Transferin, S=protein
standart (A : Myvosin = BM 200 kDA; B : galaktosidase = BM
116.2 kDA: C : Phosphorilase b = BM 97.4 kDA, D : Bovine
Serum Albumine = BM 66.2 kDA: E : Ovalbumine = BM 45 kDA;
F . Carbonic anhydrase = BM 31 kDA; G : Trypsin inhibitor = BM
21.5kDA.
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Lampirain 11, Perhitungan frekuensi genotip dan alel pada lokus transterin,
albumin dan pre-albumin pada ikan gurami
a. Lokus Transferin

Gcﬁg@\ o Jumlah
TE-A/TEA 18
TE-B/TE-B 6 \
TECITEC 0
TE-A/TEB 18
TE-B/T-C 0
TE-A/TE-C 5

Frekuensi alel A=(18 x 2) + 23
2x47
=0.63

Frekuensialel B=(6x2)+ 18§
2x47

=0,32

Frekuensialel C= 0+ 5

Heterozigositas Tingkat Lokus (H; )= 1-Y X/
=1-(0.396 + 0.102 + 0.05)
=1-0.5
=0.5
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b. Lokus Albumin

-Gcnoirip' e Jumlah
Alb-A/AIb-A T
Alb-B/ATb-B 0
Alb-C/Alb-C 0
Alb-A/Alb-B 24 .
Alb-B/Alb-C U
Alb-A/Alb-C 11

Frekuensi alel A = (19 x 2) 4 35
2 x 54
=0.68

Frekuensialel B=(0x2)+24
4

tn

Bl

=022

Frekuensialel C= (Ox2)-11

2x54
=0.10
Heterozigositas Tingkat Lokus (Hy)=1-Y X/
=1-(0.46 ~ 0.04 +0.01)
=} =0,51
=0.49

pL——
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¢. Lokus Pre-Albumin 4
~ Genotip ~ Jumlah
~ Pa-APaA 14 '
Pa-B/Pa-B 0
Pa-C/Pa-C 0
Pa-A/Pa-B 30 '
Pa-B/Pa-C 3
Pa-A/Pa-C 8
Frekuensi alel A = (14 x 2) + 38
RS
=0.6
Frekuensi alel B=(0 x 2) + 33
2 x 55 i eiee—=""""] [}

=03 | ?‘&; Mg}i*}\ 46T Porpustabasd

: i
i A
Frekuensialel C= (0 x2)+ 11 i //

X

1

ro
n
Ln

<

Heterozigositas Tingkat Lokus (H; )= 1-3% ¢
=1-(0.01+ 0.09 +0.36)
=1-046
=0.54

d. Heterozogositas Tingkat Populasi

Hp= YH;
L

=05+049+054 =052

~
.

s —
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