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Abstract

IREZ2 s a member of the Interferon Regularory Transcription Factor (IRF)
which encodes interferon regulating factors. The study aimed to describe the character
of the Interferon Regulatory Factor 2 (IRF-2) gene sequence from maleo and provide
experimental module abour molecular genetic methods. This study used descriptive
methods. Genetic data was obtained by using molecular method through three stages
of DNA iselation, DNA amplification and sequencing. Alignment is done by using
Clustal X in MEGAG program. Phylogeny rree constructed by Neighbor-Joining
algorithm and Juke-Cantor evolution’s model from program MEGAG., The sample
consisted of 0,3 ml blood from two individual maleo and species of Megapode group
as comparison that were obtained from GenBank. The results of the analysis from
612 bp of IRF-2 genes identified with the composition of the nucleotide base of
23.1% T, 20.8% C, 35.1% A and 21.0% G. IRF-2 gene sequence of nucleotide
composition was rich in adenine (A). Analysis of IRF-2 gene sequences phylogeny trec
topolegy tree was produces good enough and has ageregared species from Megapodiidae
family. Moveover, the validation suggested that the practical guide book in this study

Macrocephalon maleo, IRF-2
gene

were ‘eligible’ to be wsed as learning media.

doi: 10.22487/j25490192.2017.v1.i1.xxxx

Pendahuluan

Holmes  dan  Phillips (1999)
menyatakan Sulawesi adalah sebuah pulau
dengan segala keunikan, baik bentuk pulau itu
sendiri yang mirip huruf K, masyarakatnya,
terutama faunanya yang kaya akan jenis-jenis
endemik. Hal ini dikarenakan pulau Sulawesi
merupakan pulau terbesar dikawasan Wallacea
dan secara geologis paling rumit dimana
menjadi  tempat  hidup fauna campuran
oriental dan Australia, serta menjadi arena
evolusi berbagai jenis endemik (Coates er 4/,

2000). Salah satu jenis burung endemik dan
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terkenal di daerah Sulawesi adalah burung
maleo (Macrocephalon maleo).

Burung maleo adalah salah satu jenis
satwa liar endemik Sulawesi yang langka.
Burung ini termasuk spesies burrow nester,
yaitu burung pembuat lubang atau liang dan
tersebar hampir di semua daratan Sulawesi
Utara,
Tengah dan Sulawesi Tenggara (Whitten ez af.,
1987).

International Union for Conservation of
Nature and Natural Resources (JUCN) (2013),
mengkategorikan

yang meliputi  Sulawesi Sulawesi

tingkat konservasi
Macrocephalon maleo dalam tingkatan genting
atau Endangered Species (EN). Total populasi
diperkirakan berada berjumlah 4.000-7.000
pasang, setara dengan 8.000-14.000 individu
dewasa atau 12.000-21.000 individu secara
total dan menurun dengan cepat hingga 90%

sejak 1950 (Butchart dan Baker, 2000). Maka
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dari itu, ddak menutup kemungkinan jika
burung maleo akan berubah statusnya menjadi
kritis atau Critically Endangered (CR) apabila
mulai kehilangan habitat alaminya. Hilangnya
habitat alami disebabkan karena kegiatan
(logging),

petburuan telur dan dagingnya serta fakeor

pencbangan  hutan selain  itu
predator  alami  turut  mempengaruhi
keberadaan spesies ini (Ahmad, 2014).
Eksploitasi  terhadap telur burung
maleo secara berlebihan menjadi  masalah
utama, selain itu juga pengrusakan habitat dan

habitat

penurunan populasi burung maleo bahkan

fragmentasi dapat  menyebabkan
akan menuju kepunahan (Gunawan, 1995).
Sehubungan dengan masalah tersebut perlu

dilakukan

melestarikan populasi burung maleo melalui

tindakan ~ untuk  membantu
upaya konservasi satwa baik secara in situ atau
(Yuriadi, 2009). upaya

konservasi tersebut masih belum membuahkan

ex  situ Namun
hasil yang baik, schingga perlu dibutuhkan
informasi ilmiah tertentu mengenai burung
maleo untuk menentukan langkah strategis
dalam upaya konservasi satwa tersebut.
Informasi ilmiah mengenai karakter
atau penanda genetik burung maleo belum
banyak dilaporkan. Oleh karena itu, perlu
upaya peneclitian untuk menggali informasi
mengenai  karakter atau  penanda  genetik

Salah

informasi

burung tersebut. satu cara untuk

menggali tersebut  dengan
menggunakan data molekuler. Riset dasar
genetika molekuler perlu dilakukan karena
informasi genetik yang diperoleh memiliki
kontribusi penting dalam taksonomi dan
tindakan konservasi (Supriatna, 2008). Hasil
serta kajian penelitian tersebut dapart dijadikan
acuan untuk penelitian selanjutnya sekaligus
dapat membantu penentuan konservsi burung
maleo menjadi lebih terarah  dan  dapat
mencapai sasaran dimasa mendatang (Yuriadi,
2009).

Penelidan penentuan karakter genetik
gen IRF-2 pada burung maleo diharapkan
dapat melengkapi data genetik burung maleo

dan dapat digunakan sebagai panduan dalam

konservasi. Alasan pemilihan gen ini salah
satunya karena gen IRF-2 termasuk dari intron
vang telah
digunakan sebagai kajian karakter genedk

gen nukleus terbukt  cocok
suatu spesies karena kelimpahannya dalam

genom nukleus  dan  berpotensi  untuk
diamplifikasi dengan metode PCR schingga
mudah untuk dianalisis (Prychitko dan Moore,

1997).

Material dan Metode

Jenis penelitian ini adalah penelitian
deskriptif eksploratif. Data yang diperoleh
dianalisis secara deskriptf. Populasi dalam
penelitian ini adalah burung maleo yang
terdapat di desa Tuva, sedangkan yang
menjadi sampel dalam penelitian ini adalah
darah dari burung maleo. Tahap awal dalam
proses pengambilan sampel adalah penentuan
lokasi penelitian, kemudian pengambilan
sampel darah dan dilanjutkan dengan tahap
isolasi, amplifikasi dan sequencing.

Penelitian ini menggunakan data primer
yang dikumpulkan secara langsung dari hasil
analisis sequencing gen IRF-2. Data sekunder
adalah data sckuen gen IRF-2 yang diunduh
GenBank  National — Center  for
Biotechnology Information (NCBI) sebagai data

pembanding dan data pendukung lainnya yang

dari

diperoleh dari artikel ilmiah, jurnal, dan buku

serta  referensi  lainnya  yang mendukung
penelitian ini

Pengambilan sampel dalam penelitian
ini menggunakan metode yang digunakan oleh
Buchart (1998) yang dimodifikasi. Sampel
darah sebanyak 0,3 ml diambil dari burung
Macrocephalon maleo yang diperoleh di desa
Saluki.

Amplifikasi DNA mengikuti protokol
PCR Kit (Takara Ex TaqTM), DNA total
diamplifikasi di dalam 50 pl
volume reaksi yang terdiri daril pl DNA
sampel (17,44-18, 21ng/ul, Sul 10xbuffer
PCR, 4pl ANTP (40mM), 2ul primer forward
(20 picomol/ul), 2 pl primer reverse (20
picomol/pl), 0,25pl Taq Polymerase (5
unit/ul), dan 35,075 ul ddH2O.

hasil ekstraksi
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Amplifikasi dilakukan
menggunakan Perkin-Elmer Thermal Cycler

dengan

9600 dengan kondisi sebagai berikut: pre-
denaturasi pada suhu 95°C selama 1 menit,
denaturasi pada suhu 94°C selama 15 detik,
penempelan {(annealing) pada suhu 51,5°C
selama 30 detik, pemanjangan (extension) pada
suhu 72°C selama 30 detik yang diikuti
dengan pemantapan (post-extension) pada suhu
72°C selama 5 menit. Proses amplifikasi
dilakukan sebanyak 35 siklus. Amplifikasi gen
IRF-2 pada sampel penelitian burung maleo
menggunakan primer forward IRF2.2F (5'-
ATGTCTTTGGGTCGGGTTTA-3)  dan
primer reverse IRF2.3R (5-
GAAACTGGGCAATTCACACA-3)

DNA yang diperoleh dari hasil PCR
dimurnikan dengan menggunakan QIAquick
gel extraction kit. Kemudian dilanjutkan
sequencing  menggunakan

dengan primer

seperti pada tahap amplifikasi. Hasil sequencing
dipurifikasi dengan QIAGEN QiaQuick PCR
Purification Kit dan dilakukan pengukuran
DNA uv
spectrophotometer pada panjang gelombang
230, 260 dan 280 nm. Konsentrasi DNA yang
dipakai

konsentrasi menggunakan

untuk  reaksi  cyele  sequencing
disesuaikan dengan produk PCR  dengan
menggunakan kembali primer yang digunakan
pada  saat  amplifikasi

gen dengan

menggunakan program yang disesuaikan
dengan suhu annealing primer dan ukuran
DNA. Hasil ¢ycle sequencing  yang berupa
fragmen-fragmen DNA  terlabel fluoresens
dipurifikasi dengan metode puritikasi EDTA.
Selanjutnya fragmen DNA dilarutkan dalam
10 ul Hi-Di Formamide sebelum didenaturasi
pada suhu 95°C selama 4 menit.

Urutan DNA yang diperoleh dari hasil
sequencing berupa sekuen forward dan reverse
yang perlu diedit dan digabungkan menjadi
sckuen utuh gen IRF-2 menggunakan program
MEGAG dengan memilih opsi yang tersedia
pada tab program MEGA6. Urutan DNA
disejajarkan dengan pembanding dari beberapa

yang
Proses

anggota famili

dipublikasikan

Megapodiidae

dalam  GenBank.

penjajaran menggunakan Clustal W yang ada
dalam program MEGAG.

Analisis  yang dilakukan meliputi
perhitungan komposisi nukleotida, subtitusi
basa, jarak genetik berdasarkan sekuen gen
IREF-2. Proses analisis menggunakan program
MEGAG (Tamura er al., 2013). Perhitungan
jarak genetik dilakukan berdasarkan model
Juke Cantor. Rekonstruksi pohon filogeni
dilakukan berdasarkan sckuen gen IRF-2
untuk semua nukleotida yang bersifat variatif.
Rekonstruksi pohon filogeni kedua dilakukan
menggunakan mevode Neighbor-Joining model
Juke-Cantor dengan bootstrap 1000 kali.

Data sckuen dianalisis menggunakan
program software Clustal X dan MEGAG.
Data sekuen gen IRF-2 famili Megapodiidae
dari International Database (DNA Data Bank
of Japan dan NCBI) diedit dengan program
MEGAG dan digunakan sebagai pembanding
Macrocephalon untuk  di
dengan

data sckuen

program  MEGAG
mengkarakterisasi genetiknya.

dengan maleo

alignment program  Clustal X
Kemudian dianalisis

menggunakan untuk

Hasil dan Pembahasan

Amplifikasi Gen Interferon Regulatory Factor

2 (IRF-2)
Visualisasi DNA  hasil

menggunakan primer forward IRF2.2F dan

IRF2.3R  disajikan

amplifikasi

pada

primer
Gambar.

reverse

612 bp

Gambar 1. Hasil Visualisasi pita DNA sampel
amlifikasi gen IRF-2

Ket. MM-= sampel penelitian maleo 612 bp
MM2 MM3 MM4
M= DNA ladder (promega)
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Hasil visualisasi pada Gambar 1.
memperlihatkan pita IRF-2 tampak tebal dan
dapat teramplifikasi dengan baik. Pada gambar
terdapat lajur dengan tanda MCT1, MCT2,
MMI, dan MM2 menunjukkan pita pita hasil
visualisasi sampel penelitian burung maleo
sedangkan lajur tanda M merupakan ladder
atau marker (penanda) Promega 100 bp. Pita
wunggal yang dihasilkan jelas dan  tebal
menunjukkan kondisi PCR yang optimal

tercapai  schingga  proses PCR  dapat
berlangsung dengan baik dan dapat diproses
pada tahap selanjutnya vyaitu sequencing
Selanjutnya dilakukan analisis BLAST, yaitu
membandingkan  sckuen  kedua = sampel
penelitian burung maleo dengan database yang
ada pada GenBankt untuk melihat tingkat
homologinya. Hasil analisis BLAST dapat

dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Analisis BLAST Perbandingan Sekuen gen Inteferon Legulatory Factor 2 (IRF-2)

pada Burung Maleo dengan Pembanding dari GenBank

No Pembanding (GenBank) ACC Number  Homologi E-value Query
1 Macrocephalon maleo KF833788.1 99% 0.0 99%
2 M cumingii KF833759.1 97% 0.0 99%
3 Eulipoa wallacei KF833811.1 97% 0.0 99%
4 M eremite KI833788.1 97% 0.0 99%
5 M. forstenii KF833766.1 97% 0.0 99%
6 M freycinet KF833768.1 97% 0.0 99%
7 M. decollates KF833760.1 97% 0.0 99%
8 M. laperouse KF833778.1 96% 0.0 99%
9 M. layard: KF833786.1 96% 0.0 99%
10 M. pritchardii KF833793.1 96% 0.0 99%
11 M reinward: KF8338006.1 96% 0.0 99%
12 M. tenimberensis KF833807.1 96% 0.0 99%
13 Talegalla fuscivostris KF833770.1 96% 0.0 99%
14 Talegalla jobiensis KE833772.1 95% 0.0 99%
15 Alectura lathami KF833784.1 96% 0.0 99%
16 Leipoa ocellata KF833790.1 97% 0.0 99%
17 Aepypodius arfakianus KF833757.1 97% 0.0 99%
18 Aepypodius bruijnii KF833758.1 97% 0.0 99%

Karakter gen Interferon Regulatory Factor 2
(IRF-2)

Merujuk pada data yang terdapat pada
Tabel 1, diperoleh nilai homologi tertinggi gen
IRF-2 burung maleo dengan tingkat kesamaan
(homologi) yaitu 99%. Hal ini menunjukkan
bahwa benar burung maleo sampel dalam
penclitian adalah identik dengan burung
maleo dari GenBank. Nilai homologi pada
kisaran 95%-99% yang terjadi pada sampel

penelitian dengan pembanding dari GenBank
menunjukkan kekerabatan yang dekat antara
spesies sampel penelitian dengan spesies dari
kelompok Megapodiidae.

Komposisi Nukleotida

Berdasarkan pada Tabel 2, sekuen gen
IRF-2 pada kedua sampel penelitian burung
maleo yang berukuran 612 bp diperoleh
komposisi nukleotida antara lain 23,1% (T),

20,8% (C), 35,1 (A) dan 21,0 (G). Gen IRF-2

78



Volume, 2, No. 2, 2018, pp-pp

Jurnal Riset Pendidikan MIPA

pada burung maleo kaya kandungan adenin
(A). Perbandingan kandungan basa A-T (58,2
%) pada gen IRF-2 M. maleo lebih tinggi
dibandingkan kandungan G-Cnya (41,8 %).
Komposisi A+T paling rendah ditemukan
pada Aepypodius bruijnii (57,8%) dan paling
tinggi M. pricchardii = (58,8%).
Sebaliknya, kandungan G+C paling tinggi
pada Aepypodius bruijnii (42,2%) dan paling
rendah pada 7alegalla jobiensis (40,1%).

Chalikian et 2l (1999),
kandungan A+T dan G+C menunjukkan

pada

Menurut

tingkat kestabilan antar ikatan untai heliks
ganda DNA. Kandungan G+C yang tinggi
memiliki interaksi antar untai yang kuat
karena G+C memiliki ikatan hidrogen rangkap

tiga, sedangkan kandungan A+1 yang tinggi
memiliki interaksi antar untai yang lemah
karena A+T memiliki ikatan hidrogen rangkap
dua. Schingga DNA yang  mengandung
pasangan basa G+C yang tinggi lebih stabil
daripada DNA berpasangan basa G+C rendah.
Stabilitas DNA salah satunya dapac diukur
berdasarkan temperatur lebur DNA (T'm),
dimana temperatur lebur ini bergantung pada

DNA
(Isaksson e al., 2004). Hasil analisis persentase

kekuatan ionik dan konsentrasi
komposisi basa nukleotida pada sekuen gen
IRF-2 burung maleo dan beberapa spesies
anggota famili Megapodiidae disajikan pada
Tabel 2.

Tabel 2. Komposisi basa nukleotida burung maleo dan beberapa spesies anggota famili

Megapodidae dengan menggunakan software MEGAG

Kandungan Basa

Nitrogen Total
T+A G+C

(%) (%) (%) Basa

No. Sampel dan Kode Akses GenBank T € A G (bp)
1 M. maleo (51) 231 20,8 35.1 21.0 58,2 41,8 612
2 M. maleo (S2) 23.1 20.8 35.1 21.0 58,2 41,8 612
3 KF833788.1 Macrocephalon maleo 23.2 20.8 35.2 20.8 584 41,6 0612
4 KF833811.1 Eulipoa wallacei 23.2 209 35.1 20.8 38,3 41,7 0612
5  KF833759.1 M. cumingii 23.5 20.6 35.1 20.8 58,6 414 0612
6 KF8337064.1 M. eremite 23.3 20.7 35.0 21.0 58,3 41,7 612
7 KF833766.1 M. forstenii 23,5 20.5 34.9 21.1 584 41,6 612
8 KF833768.1 M. freyciner 23.6 206 34.9 209 584 41,6 612
9  KF833760.1 M. decollatus 23,5 20.5 34.9 21.1 584 41,6 612
10 KF833778.1 M. laperouse 23.3 21.0:34.8 21.0 58,0 42,0 612
11 KF833786.1 M. layard: 23.6 20.7 35.0 20.8 58,5 41,5 612
12 KF833793.1 M. pritchardii 23.7 20.3 35.1 209 58,8 41,2 612
13 KF833806.1 M. reinwardt 23.4 20.6 349 21.1 58,3 41,7 612
14 KF833807.1 M. tenimberensis 236 20.8 34.4 21.3 57,9 42,1 612
15 KF833770.1 Talegalla fuscivosiris 23.3 20.8 35.0 20.8 58,3 41,7 612
16 KF833772.1 {alegalla jobiensis 22.8 20.7 37.0 19.5 59,9 40,1 612
17 KF833784.1 Alectura lathami 22.6 209 355 21.1 38,0 42,0 o612
18  KF833790.1 Leipoa ocellata 23.0 20.8 35.3 20.8 58,3 41,7 0612
19 KF833757.1 Aepypodius arfakianus  22.5 209 355 21.1 58,0 42,0 0612
20 KF833758.1 Aepypodius bruijnii 22.5 21.0 35.3 21.2 57.8 422 612
Rata-rata 23.7 20,8 35.1 20.3 58,35 41,65 612

79



Abdul Ashari

The Characterization of Interferon Regulatory .............

Ket. : Basa Nukleotida

Hubungan Filogenetik

Berdasarkan ~ Neighbor-Joining  (N])
(Saitou dan Nei, 1987) dengan  Bootstrap
1000x ulangan (Falsenstein, 1985) diperoleh
konstruksi filogeni (Nei dan Kumar, 2000)

50

=T (Timin), C (Sitosin), A (Adenin) dan G (Guanin)

burung maleo dengan beberapa spesies anggota
Megapodiidae. Analisa hubungan kekerabatan
antar sampel penelitdan dengan pembanding
dilakukan terhadap 612 bp nukleotida yang
ditunjukkan pada Gambar 2.

KF833759.1 Megapodius cumingii
KF833768.1 Megapodius freycinet
KF833764.1 Megapodius eremita

|— KF833778.1 Megapodius laperouse
54 | KF833760.1 Megapodius decollatus
— KF833793.1 Megapodius pritchardii
KF833766.1 Megapodius forstenii
KF833786.1 Megapodius layardi
KF833806.1 Megapodius reinwardt
KF833807.1 Megapodius tenimberensis
— KF833811.1 Eulipoa wallacei

Macrocephalon maleo 1

Macrocephalon maleo 2

KF833788 1 Macrocephalon maleo

54 | KF833770.1 Talegalla fuscirostris
KF833772.1 Talegalla jobiensis
KF833790.1 Leipoa ocellata
KF833758.1 Aepypodius bruijni
KF833757.1 Aepypodius arfakianus
KF833784 1 Alectura lathami
KF833816.1 Callipepla californica

Gambar 2. Pohon filogenetik berdasarkan gen IRF-2 antara M. maleo dan beberapa

spesies pembanding Megapode dengan kelompok outgroup menggunakan

Neighbor-Joining dan model Juke-Cantor

R Dari Gambar 2, terlihat bahwa
Genus Megapodius, Macrochepalon, Eulipoa,
Leipoa, Tallegala dan Aepypodius bergabung
membentuk elzde tersendiri karena merupakan
ingroup Megapode. Pada ingrup Megapode
juga terbagi lagi menjadi 2 clade utama. Clade
pertama beranggotakan Genus Megapodius,
Eulipoa dan Macrocephalon, sedangkan Clade
kedua beranggotakan genus Leipoa, Tallegala
dan Acpypodius. Adapun Callipepla californica
clade  ingroup
Megapodiidae karena jauh kekerabatannya dan

tampak memisah dengan

merupakan kelompok outgroup yang berperan

untuk  menyempurnakan topologi  pohon

filogeni.

Kedua sampel penelitian burung maleo
berada dalam satu clade dengan burung maleo
dan memiliki nilai boosstrap 94 artinya set data
yang digunakan dalam pohon filogeni ini baik
dan valid schiingga dapat dipercaya serta dapat
dilibatkan dalam konstruksi pohon filogeni.
filogenetik

Analisis pohon

menggunakan metode

dengan Bootstrap 1000x model Juke-Cantor,

Neighbor-Joining
memperlihatkan bahwa analisis menggunakan

gen IRF-2 menghasilkan pohon filogenetik
yang memiliki daya pilah cukup baik.
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Pembahasan

Karakter Molckular Macrocephalon maleo

Pada penelitian ini diekplorasi sekuen
gen Interferon Regulatory Factor 2 (IRF-2) pada
burung maleo. IRF-2 diidentifikasi sebagai
faktor transkripsi yang rterlibat dalam sistem
regulasi interferon (IFN). Interferon adalah
protein  berbentuk sitokinin yang terlibat
dalam berbagai interaksi kekebalan tubuh baik
pada kekebalan bawaan maupun kekebalan
yang didapat selama infeksi virus (Priyanka,
2014). Alasan pemilihan gen ini salah satunya
karena gen IRF-2 termasuk dari intron gen
nukleus yang telah terbukti bermanfaat uncuk
analisis filogenetik vertebrata yang baru saja
berevolusi (Shapiro dan Dumbacher, 2001).

Kondisi PCR yang optimal untuk
mengamplifikasi gen IRF-2 pada sampel
burung maleo yaitu tahap pre-denaturasi pada
suhu 95°C selama 1 menit, denaturasi pada
suhu 94°C selama 15 detik, annealing pada
suhu 51,1°C selama 30 detik, elongation awal
pada suhu 72°C selama 30 detk, diikud
dengan elongation akhir pada suhu 72°C
selama 5 menit. Proses amplifikasi dilakukan
sebanyak 35 siklus yang menghasilkan fragmen
DNA dengan panjang 612 bp.

Amplifikasi daerah gen IRF-2 pada
kedua sampel
menggunakan primer forward IRF2.2F dan
primer reverse IRF2.3R (Kimball ez 2/, 2009).

Keberhasilan amplifikasi gen IRF-2 sejalan

penelidan  burung maleo

dengan pernyataan Prychitko dan  Moore
(1997) bahwa intron mudah
diamplifikasi oleh PCR untuk berbagai
tingkatan karena mereka diapit oleh ekson,

untuk

yang menyediakan bagian untuk primer PCR.
Hasil dari amplifikasi PCR berjalan

baik, hal ini ditandai
tampaknya pita tunggal pada sampel yang tebal
dan jelas. Terlihat adanya pola band DNA

dengan dengan

vang  tetbentuk  terbentuk  twebal  dan
mengumpul  (tidak  menyebar).  Tingkat
ketebalan  band DNA  ditentukan  dari

kemurnian atau proses ckstraksi kurang tepat
pada sampel yang diamati. Band DNA yang

tebal (tidak

menunjukkan konsentrasi yang

terbentuk dan mengumpul
menyebar)
tinggi dan DNA total yang di ekswak dalam
kondisi utuh (Irmawati, 2003). Hal ini juga
menunjukkan kondisi PCR yang dilakukan
berjalan  dengan baik dan optimal karena
primer forward dan reverse yang digunakan
berhasil menempel dengan baik schingga
diperoleh pita gen IRF-2 sesuai target yang
berukuran +612 bp. Selajutnya hasil PCR pada
gen IRF-2 tersebut akan digunakan sebagai
template untuk kewahap sequencing DNA.
Berdasarkan hasil BLAST dari ketiga
sekuen sampel penelitian  yang diperoleh
menunjukkan nilai homologi yaitu 99% pada
gen IRF-2 Macrocephalon maleo (GenBank).
Hal tersebut menunjukkan bahwa M. maleo
penelitan hubungan

sampel mempunyai

kekerabatan yang sangat dekat atau identik
(GenBank). Perbedaan

nukleotida antara kedua sampel penelitian dan

dengan M. maleo

pembanding digambarkan melalui sekuen
nukleotida hasil alignmenr BLAST (Gambar
4.2). Terdapat perbedaan pada basa pertama
dan kedua yaitu A & G dimana terjadi mutasi.
Li dan Graur (1991} melaporkan bahwa
beberapa nukelotida lebih rentan terhadap
mutasi dari yang lain dimana frekuensi mutasi
untuk keempat basa nitrogen tidak selalu sama
dan arah mutasi tidak bersifat acak (rnon-
random).
Berdasarkan runutan frekuensi
nukleotida dalam sekuen gen IRF-2 pada
kedua sampel penelidan A, Maleo yang
berukuran 612 bp diperoleh  komposisi
nukleotida antara lain 23,1% (T}, 20,8% (C),
35,1 (A) dan 21,0 (G). Gen IRF-2 pada M.
maleo kaya  kandungan  adenin  (A).
Perbandingan kandungan basa A-T (58,2 %)
pada gen IRF-2 M. maleo lebih tinggi
dibandingkan kandungan G-Cnya (41,8 %)
(Tabel 4.1). Hasil tersebut sesuai pendapat
Dimcheff er al. (2002) dan Uddin ez 2. (2015)
bahwa Aves memiliki komposisi kandungan
basa A+T lebih tinggi dibandingkan dengan
kandungan G+Cnya pada gen IRF-2. Li and

Graur (1991) menyatakan bahwa 64,5% dari
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semua mutasi yang terjadi didaerah noncoding
menghasilkan basa A dan T, schingga seiring
berjalannya evolusi maka sekuen noncoding
seperti gen IRF-2 menjadi kaya akan basa A-T.
Fenomena melimpahnya basa A-T ini juga
menjadi keunikan dari sckuen noncoding.
Analisis  filogenedk  menggunakan
metode Neighbor-Joining model Juke-Cantor
dengan Bootstrap 1000x ulangan terhadap
runutan nukleotida gen IRF-2 terlihat bahwa
kedua

GenBank membentuk cabang tersendiri begitu

sampel penelitian dan M.  maleo
pula dengan spesies pembanding membentuk
cabang tersendiri. Pemisahan ini didukung
oleh nilai bootstrap yang cukup tinggi (>70%).
Gen IRF-2 menghasilkan topologi  pohon
filogenetik yang baik memiliki daya pilah pada
tingkat  spesies namun tdak mampu
membedakan intraspesies karena tidak dapat
percabangan  kedua  sampel
peneliian dan M. maleo GenBank. Hasil

penelitian ini menunjukkan bahwa gen IRF-2

memisahkan

dapat untuk membedakan spesies Megapode.
Hal ini sesuai dengan peneclitian yang
dilakukan Prychitko dan Moore (1997), yang
melaporkan bahwa intron memiliki beberapa
sifac untuk  analisis

dapat  digunakan

filogenetik. Selain mudah untuk diamplifikasi
oleh PCR, lebih

daripada nukleus

intron berevolusi cepat

urutan  ekson (secara
keseluruhan), meskipun lebih lambat dari
mtDNA (Hughes dan Yeager, 1997). Schingga
gen IRF-2 dapatr digunakan sebagai penanda
genetik untuk membedakan antar  spesies
kelompok Megapode tetapi tidak dapat untuk
membedakan intra spesies burung maleo. Hal
ini disebabkan karena kedua sampel penelitian
dan burung maleo bergabung dalam satu clade
yang sama.

Berdasarkan hasil pohon filogenetik,
bahwa  kedua

penelitian dan burung maleo berada dalam
satu clade dengan nilai bootstrap 94% dimana

menggambarkan sampel

hal ini menunjukkan kekerabatan yang sangat
dekat (identk). Nilai bootstrap menjadi tolak
ukur penentu tingkat kepercayaan pohon
filogeni, semakin besar nilai bootstrap maka

semakin tinggi pula tingkat kepercayaan
topologi  pohon hasil rekonstruksi tersebut
(Zein dan Sulandari, 2008). Pada ingrup
Megapode juga terbagi lagi menjadi 2 clade
utama. Clade pertama beranggotakan Genus
Megapodius, Macrochepalon dan Eulipoa,
sedangakn clade  kedua beranggowakan genus
Leipoa, Tallegala dan Aepypodius. Hasil ini
sesuai dengan penelidan Birks dan Edwards
(2002) dan Harrris et.al., (2014) dimana
kelompok Megapode terbagi menjadi 2 clade
clade  yang

beranggoatkan beranggotakan Genus Leipoa,

utama  yaitu  ‘brush-turkey
Tallegala dan Aepypodius serta ‘scrubfow! clade

‘yang beranggotakan Genus Megapodius,
Macrochepalon dan Eulipoa. Topologi pohon
filogenetik menempatkan burung maleo pada
scrubfow! clade bukan pada brush-rurkey clade .
Hal ini dikarenakan burung ini memiliki
motfologi unik termasuk tonjolan kepala mirip
tombol dan pola yang berbeda di antara jari-
jari kakinya. Dengan demikian, penempatan
filogenetiknya menjadi sesuatu yang menarik,
tetapi terthambat oleh fakea bahwa perbedaan
lebih
Megapode, dan saat ini tidak ada spesies yang
terkait erat (Harris, et.zl., 2014)

Hasil  konstruksi  pohon  filogeni
(Gambar 4.5) menjelaskan  bahwa kedua

sampel penelitian merupakan monofiledk dari

garls  keturunannya awal  dalam

kelompok ingrup karena memiliki moyang
yang sama. Hasil ini sesuai dengan Birks dan
Edwards (2002) yang melaporkan bahwa
famili Megapodiidae merupakan monofiletik.
Berdasarkan  analisis  pohon filogenetik,
kelompok owutgroup yairu Callipepla californica
yang berkerabat sangat jauh dengan kedua
sampel penelitian terpisah dalam percabangan
pohon filogenetiknya. Hal ini dikarenakan
Callipepla  californica  merupakan parafiletik
dengan kedua sampel karena memiliki nenek
moyang yang berbeda. Penggunaan kelompok
outgroup dalam penentuan pohon filogeni
bertujuan untuk menyempurnakan topologi

Hal ini dilihat  dari

memisahnya clade antara ingroup dan outgroup.

pohon  filogeni.

Pohon filogeni direkonstruksi kembali untuk
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melihat kestabilan topologi pohen filogeni
IRE-2 tidak
melibatkan kelompok ousgroup dan pohon

berdasarkan  gen dengan
filogeni yang dihasilkan tetap stabil, hal ini
ditunjukkan dengan tidak berubahnya susunan
clade pohon filogeninya. Hal ini dikarenakan
karakter genetik pada famili Megapodiidae
schingga menycebabkan pohon filogenetik yang
dihasilkan tetap stabil.

Brito dan Edwards (2008) menyatakan
bahwa karakter genetik memiliki peranan yang
penting di dalam analisis filogenetik dan
baik yang dilakukan

menggunakan single lokus ataupun multiple

filogeograli,

lokus. Karena masing-masing gen memiliki
perbedaan karakter pohon filogenetik yang
dihasilkan. Berdasarkan hasil analisis, dapat
bahwa karakrer
genetik pada sampel penelitian M. maleo
dengan

disimpulkan penelusuran

menggunakan analisis  filogenetik
molekular berdasarkan sckuen gen IRF-2
dianggap dan  baik

pembeda antar individu dalam satu spesies dan

representative sebagai

penanda (marka) untuk pemisahan antar
spesies.

Hasil dari penelidan ini memiliki
kontribusi penting dalam rtaksonomi dan
tindakan konservasi (Supriatna, 2008). Hal ini
dapat dilakukan karena setiap organisme
memilki perbedaan susunan nukleotida dalam
interspesies atau antaraspesies populasi dan
perbedaan tersbut dapar digunakan untuk
mempelajari diversitas genetik dan hubungan
kekerabatan suatu organisme (Weising er al.,
1994).. Oleh sebab itu hasil penelitian ini
dijadikan

selanjutnya

dapat acuan untuk penelitian

sckaligus ~ dapat  membantu
penentuan konservsi burung maleo menjadi
ebih terara an dapat mencapai sasaran
lebih h dan dap p

dimasa mendatang (Yuriadi, 2009).

Kesimpulan

Karakter maleo

IRF-2  pada
menghasilkan ukuran sekuen gen sebesar 612.

gen

Hasil analisis sekuen gen IRF-2 kedua burung
maleo sampel penelitian diperoleh komposisi

nukleotida 23,1% T, 20,8% C, 35,1% A dan

21,0% G serta A+T 58,2% dan G+C 41,8%.
Sckuen gen IRF-2 pada maleo memiliki kadar
basa adenin (A) yang tinggi dan kadar A+T
yang lebih tinggi daripada G+C. Topologi
IRF-2
menghasilkan pohoen filogeni yang baik dan

pohon filogeni  berdasarkan

gen
memiliki daya pilah pada tingkat spesies.
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