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RINGKASAN

Flu burung atau Avian Influenza (AI) merupakan penyakit yang bersifat
zoonosis terjadi pada unggas dan manusia. Penyakit flu burung disebabkan oleh
virus Avian Influenza (Al) tipe A dari famili Orthomyxoviridae. Virus Al
dibedakan menjadi  Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan Low
Pathogenic Avian Influenza (LPAI). Di antara subtipe virus influenza A, subtipe
H5, H7 dan H9 telah diketahui mempunyai patogenitas yang tinggi. Kematian
pada unggas menimbulkan dampak sosial ekonomi yang sangat serius meliputi :
(a) keterpurukan pada industri perunggasan; (b) meningkatnya impor produk
peternakan; (c) kepanikan masyarakat yang berakibat pada konsumsi telur dan
daging ayam menurun.

Virus ini telah mengalami diversifikasi baik genetik maupun antigenik
sehingga berpengaruh pada kebutuhan virus sebagai kandidat seed vaksin untuk
persiapan apabila terjadi pandemi (WHO, 2012). Virus Al yang ditemukan tahun
2008-2010 diduga telah berubah secara genetik dan antigenik berbeda dengan
virus Al yang ditemukan saat terjadi kasus Al tahun 2003-2007. Virus ini
dikhawatirkan lebih berbahaya dibandingkan dengan sebelumnya, perubahan
tersebut tidak lepas dari karakter dasar virus Al yang mudah bermutasi. Tidak
semua vaksin yang terdaftar secara resmi memberikan perlindungan yang
memadai dan oleh karena itu seed vaksin secara antigenik dan genetik harus
sesuai dengan virus lapang. Pengkajian terhadap vaksin Al harus secara terus
menerus dilakukan untuk memastikan apakah vaksin masih memberikan
perlindungan secara sempurna.

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi secara molekuler gen
pengkode HA dan daerah antigenik/antigenic site virus Al isolat ayam kampung
yang diambil dari beberapa daerah di Indonesia yang akan digunakan sebagai
kandidat seed vaksin, dengan cara menganalisis heterogenitas asam amino pada
gen HA virus Al subtipe H5N1, menentukan kandidat seed vaksin berdasarkan
daerah antigenik/antigenic site, dan menganalisis hubungan
kekerabatan/phylogenic virus Al antar isolat ayam kampung dari beberapa daerah
di Indonesia dibandingkan dengan virus Al lain di Indonesia yang berada di bank
gen.

Jumlah sampel swab yang diambil secbanyak 33 dan 5 sampel organ
terdapat 6 sampel positif dalam uji Reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) menggunakan primer H5NI1, selanjutnya dilakukan
karakterisasi molekuler terhadap whole gen HA menggunakan empat pasang
primer HA10, HA20, HA30 dan HA40. Sekuensing terhadap DNA sampel yang
telah murni dilakukan dengan bantuan primer MI13F dan MI3R dengan
menggunakan mesin Genetic Analyser AB tipe 3130. Hasil sekuen DNA
menunjukkan bahwa ORF (Open Reading Frame) dari gen HA dari virus-virus ini
adalah 1689 bp dan ini mengkode 553 asam amino dari HA protein.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa hasil analisis sekuen DNA pada
whole gen HA terlihat adanya heterogenitas asam amino terlihat dengan adanya
beberapa perbedaan pada asam amino antar isolat yaitu sebesar 0 — 1,1 % dan
homologi sebesar 989 % - 100 % apabila dibandingkan dengan
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Alchicken/Legok/2003 yang dianggap virus Al pertama di Indonesia dan
A/chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 merupakan isolat yang digunakan sebagai
master seed vaksin yang beredar pada saat ini. Pada hasil penelitian ini
ditemukan variasi genetik pada daerah antigenik dengan adanya beberapa
substitusi asam amino pada posisi 53 (R53K), 115 (R115Q), 124 (D124N), 185
(E185A) dan 189 (R189M), perubahan ini kemungkinan akibat dari pengaruh
lingkungan, bukan pengaruh dari vaksinasi. Pada posisi asam amino 138 dan 140
tidak mengalami perubahan apabila dibandingkan dengan A/Chicken/West
Java/PWT-WIJ/2006 yang digunakan sebagai seed vaksin sehingga sifat
antigenesitas virus tidak berubah. Hasil analisis phylogenetic dan keragaman
genetik dengan menggunakan sofiware MEGA 5 menunjukkan bahwa pada
pohon phylogenic dari gen HA keenam isolat sampel penelitian termasuk dalam
clade 2.1.3.2 dimana mempunyai kedekatan kekerabatan dengan A/Chicken/West
Java/PWT-WIJ/2006 sebagai seed vaksin yang beredar pada saat ini, sehingga
keenam isolat tersebut dapat digunakan sebagai kandidat seed vaksin.
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SUMMARY

Avian Influenza (AI) is a lethal disease and zoonosis which occurred in
poultry and human. Bird flu disease is caused by Avian Influenza (AI) virus type
A of the Orthomyxoviridae family. Al viruses can be divided into Highly
Pathogenic Avian Influenza (HPAI) and Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI).
Among subtypes of influenza A virus, subtype HS, H7, and H9 have been known
to have a high pathogenicity. The poultry’s death has caused very serious socio-
economic impacts, such as: (a) the downturn of the poultry industry, (b)
increasing imports of livestock products, (c) public panicking which is resulting in
the declining of consumption of eggs and chicken meat.

This virus has undergone both genetic and antigenic diversification so that
affecting the needs of virus as a seed vaccine candidates in the preparation for the
event of a pandemic (WHO, 2012). Al virus which is found in 2008-2010 is
alleged to have changed, both genetically and antigenically different from the Al
virus which was found during the 2003-2007 Al cases. This virus is feared to be
more dangerous than earlier virus, moreover these changes can not be separated
from the basic character of the Al virus which could mutates easily. Not all
officially registered vaccines provide adequate protection, therefore a vaccine
seed should both antigenically and genetically be match with the field virus.
Assessment of Al vaccines should continuously be done to determine whether the
vaccine still provides protection completely.

This research aimed to characterize molecular the encoding HA gene and
the antigenic site Al virus isolate chicken taken from several areas in Indonesia,
which will be used as a vaccine seed candidates, by analyzing the heterogeneity of
amino acids in the HA gene Al virus of H5N1 subtype, to determine the seed
vaccine candidates based on antigenic site, and analyze the phylogenic Al virus
among isolate chicken from several areas in Indonesia which is compared with
other AI viruses in Indonesia located in the gene bank.

This research took 33 swab samples and 5 organ samples there are 6
positive samples in reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
test with HSN1 primers, then the molecular characterization was performed to the
whole HA gene using four pairs of primers HA10, HA20, HA30, and HA40.
Sequencing of the already pure DNA samples that had been done with the help of
M13F and M13R primers using sequencer Genetic Analyser AB 3130 type. The
results of DNA sequence showed that the ORF (Open Reading Frame) of the HA
gene of these viruses is the 1689 bp and encodes 553 amino acids of the HA
protein.

The results of this research showed that the analysis result of DNA
sequences in the whole HA gene indicate the presence of the nucleotide and
amino acid heterogeneity differences between isolates in the amount of 0 - 1.1%
and homology of 98.9% - 100% which are compared with A/chicken/Legok/2003
as the first Al virus in Indonesia and A / chicken / West Java/PWT-WIJ/2006 as
isolate which a master seed vaccine at this time. On the results of this study, the
transformation of amino acid that occurred in the antigenic positions 53 (R53K),
115 (R115Q), 124 (D124N), 185 (E185A) dan 189 (R189M), the transformation

Xii

TESIS ANALISIS ANTIGENIC SITE DAN PHYLOGENIC GEN HAEMAGLUTININ......... SNR. ANIEKA ROCHMAH




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

is more likely the result of environmental influences, ruther than because of the
effect of vaccination. The amino acid positions 138 and 140 did not transform so
that the natural characteristic of virus antigenecity does not exchange. The resuits
of phylogenetic analysis and genetic diversity using the Mega 5 software shows
that the phylogenic tree from the HA gene, the six sample study isolate are
included in clade 2.1.3.2 which have the proximity of kinship with A / Chicken /
West Java/PWT-WLJ/2006 as seed vaccine, so that the six isolate can be used as a
seed vaccine candidates.
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ANALYSIS OF ANTIGENIC SITE AND PHYLOGENIC
HAEMAGGLUTININ GEN OF Al VIRUS SUBTYPE H5N1
ISOLATE KAMPUNG CHICKEN
TAKEN FROM SEVERAL AREAS IN INDONESIA
AS SEED VACCINE CANDIDATES

SNR. Anieka Rochmah

ABSTRACT

Avian Influenza (Al) is a lethal disease and zoonosis which occurred in
poultry. The poultry’s death has caused very serious socio-economic impacts.
Molecular characterization was performed to analyse the whole HA gene Al virus
isolate kampung chicken taken from several areas in Indonesia using four pairs of
primers HA10, HA20, HA30, and HA40. Six samples were positive in the reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) with primers H5N1 test, then
the molecular characterization was performed to determine vaccine seed
candidates based on the analysis of the antigenic sites and phylogenetic analysis.
The results of this study should the transformation of amino acid that occurred in
the antigenic positions 53, 115, 124, 185, and 189 is more likely due to the
environmental influences, ruther than because of the effect of vaccination. The
amino acid positions 138 and 140 did not transform so that the natural
characteristic of virus antigenecity does not exchange. The result of phylogenic
analysis and genetic diversity of those six isolates have proximity of kindship with
A / Chicken / West Java/PWT-WIJ/2006 as seed vaccine, therefore it can be used
as seed vaccine candidates.

Key words : antigenic sites, phylogenic, seed candidates
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BAB 1 PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Flu burung atau Avian Influenza (AI) merupakan penyakit yang bersifat
zoonosis terjadi pada unggas dan manusia. Penularan pada manusia dapat dicegah
dengan mengetahui karakteristik virus dan cara pengendaliannya. Kasus flu burung
merupakan salah satu penyakit yang menarik perhatian dunia.

Penyakit flu burung disebabkan oleh virus Avian Influenza (AI) tipe A dari
famili Orthomyxoviridae. Virus Al dibedakan menjadi Highly Pathogenic Avian
Influenza (HPAI) dan Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI). Di antara subtipe
virus influenza A, subtipe H5, H7 dan H9 telah diketahui mempunyai patogenitas
yang tinggi/High Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan sering menimbulkan
penyakit serius pada ternak unggas (Asmara, 2006; Pattnaik et al., 2006). Virus
Avian Influenza subtipe H5N1 yang High Pathogenic (HPAI) telah mempengaruhi
kesehatan manusia dan perekonomian di Asia Tenggara sejak virus tersebut terdeteksi
tahun 1997 (Gutierres et al., 2009). Nenek moyang semua virus H5N1 yang
bersirkulasi saat ini adalah A/goose/Guangdong/1/1996, yang pertama kali diisolasi
dari seekor angsa sakit di Guangdong, China pada 1996. Turunan virus dari
Guangdong China ini yang kemudian menyebar ke Asia Tenggara, Eurasia dan
Afrika. Sejalan dengan penyebarannya, virus-virus HSN1 yang telah berdiversifikasi,
banyak diantaranya terus bersirkulasi secara bersamaan dan menyebabkan infeksi

pada manusia sampai saat ini (Ducatez , et al., 2011; Pfeiffer, 2009).
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Kasus flu burung menjadi perhatian dunia ketika ditemukan ada strain
(turunan) dari subtipe H5N1 yang patogen, yang mungkin sudah muncul di China
Selatan sebelum tahun 1997, menyerang ternak unggas di seluruh Asia Tenggara
ketika terjadi penularan dari burung ke mamalia (kucing, babi, manusia) (Perkins and
Swayne, 2003). Sejak mewabahnya kembali flu burung (HPAI H5N1) pada tahun
2003 telah menjadi enzootik di beberapa negara dan terus menimbulkan wabah pada
unggas serta infeksi sporadis pada manusia. Virus ini telah mengalami diversifikasi
baik genetik maupun antigenik sehingga berpengaruh pada kebutuhan virus sebagai
kandidat seed vaksin untuk persiapan apabila terjadi pandemi (WHO, 2012). Wabah
dilaporkan menyebar luas pada unggas akhir tahun 2003 dan pada awal tahun 2004 di
negara kawasan Asia Timur dan Asia Tenggara seperti Thailand, Vietnam, Kamboja
dan Indonesia (Peiris ef al., 2007; Lupiani and Reddy, 2009). Pada bulan Januari
2010 telah dilaporkan sudah sekitar 470 orang terinfeksi di lebih dari 15 negara dan
tingkat kematian sekitar 60 %. Virus H5N1 masih menjadi ancaman pandemik yang
sangat potensial di masa depan karena terjadinya evolusi dan penyebaran secara
global (OIE, 2010).

Di Indonesia wabah flu burung terjadi sejak pertengahan tahun 2003, tetapi
secara resmi pemerintah Indonesia baru mengumumkan kepada masyarakat adanya
wabah flu burung pada ayam dan unggas lainnya di Indonesia pada tanggal 25 Januari
2004 melalui Keputusan Menteri Pertanian No. 96/Kpts/PD.620/2/2004. Kasus flu
burung di Indonesia mencapai puncaknya pada bulan Januari-Februari 2004.

Kejadian flu burung kemudian menurun sejalan dengan mulai dilakukannya
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kebijakan pemerintah melakukan vaksinasi pada unggas. Kasus flu burung mulai
terjadi kembali secara sporadis di beberapa tempat pada bulan Agustus 2004. Wabah
flu burung gelombang ke dua di Indonesia terjadi sekitar akhir bulan Oktober 2004-
Maret 2005 (Dharmayanti dkk., 2005). Kematian pada unggas menimbulkan dampak
sosial ekonomi yang samgat serius meliputi : (a) keterpurukan pada industri
perunggasan; (b) meningkatnya impor produk peternakan; (c) kepanikan masyarakat
yang berakibat pada konsumsi telur dan daging ayam menurun (Martindah et af.,
2007).

Virus Al yang ditemukan tahun 2008-2010 diduga telah berubah secara
genetik dan antigenik berbeda dengan virus Al yang ditemukan saat terjadi kasus Al
tahun 2003-2007. Virus ini dikhawatirkan lebih berbahaya dibandingkan dengan
sebelumnya, perubahan tersebut tidak lepas dari karakter dasar virus Al yang mudah
bermutasi. Perubahan ini juga dipicu dari pemilihan vaksin yang tidak tepat, hal ini
akan menimbulkan cemaran virus (viral shedding) yang sangat tinggi di lingkungan
kandang,

Virus Al subtipe HSN1 dari berbagai negara, secara phylogenetic terpisah
menjadi 2 clade. Clade 1 adalah virus yang diisolasi dari unggas dan manusia di
Kamboja, Thailand, Vietnam, Laos, Korea Selatan, dan Jepang tahun 2003-2004.
Clade 2 terbagi menjadi 3 subclade, subclade 1 adalah virus dar Indonesia tahun
2004-2006 dan isolat Hongkong tahun 2003 (WHO, 2005; Webster and Govorkova,

2006).
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Virus Al mempunyai kemampuan untuk mempertahankan diri di alam.
Karakteristik khusus dari virus Al adalah kemampuan untuk bermutasi di dalam
genom RNA, kemampuan bermutasi ini dipengaruhi oleh 2 faktor yaitu faktor
internal dan faktor eksternal. Pada faktor internal, enzim polimerase yang berperan
dalam proses replikasi (perbanyakan) virus tidak dilengkapi dengan sistem
proofreading menjadi faktor utama yang mendorong virus Al bermutasi. Faktor
internal lain yaitu proses multiplikasi virus Al yang terjadi dalam inti sel. Kondisi
dimana RNA yang saling lepas satu dengan lainnya dapat memperbesar kemungkinan
kesalahan penyusunan asam amino dalam RNA pada saat proses replikasi.
Sedangkan faktor eksternal yang memicu terjadinya mutasi virus Al yaitu
penggunaan vaksin dengan kandungan seed yang berbeda dengan virus Al lapangan
sehingga penggunaan vaksin ini tidak akan memberikan perlindungan yang
sempurna.

Gen eksternal pada virus Al terdiri dari gen haemaglutinin (HA) dan gen
neuraminidase (NA) yang banyak berfungsi dalam perlekatan dengan sel inang dan
bersifat antigenik (Horimoto and Kawaoka, 2001). Respons imun yang timbul dalam
tubuh baik oleh alam, maupun akibat program vaksinasi dapat menimbulkan tekanan
pada gen HA maupun gen NA yang akan menyebabkan terjadinya antigenic drift.
Adanya infeksi virus Influenza A di alam maupun penggunaan vaksin influenza
diperlukan koreksi terhadap seed vaksin yang digunakan (Tamura and Kurata, 2004,
Seo et al,2002; CDC, 2005). Proses mutasi virus Al secara umum dibedakan

menjadi dua yaitu antigenic drift dan antigenic shifi. Antigenic drift terjadi secara
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perlahan-lahan dengan menghasilkan sedikit perubahan pada struktur antigen
permukaan HA dan atau NA, sehingga dihasilkan virus strain baru (CDC, 2005).
Proses mutasi antigenic shift membutuhkan waktu yang relatif lama, dengan efek
yang ditimbulkan sangat berbahaya.

Virus Al mempunyai mekanisme untuk menghindari respon imun dari inang
sehingga virus dapat bertahan hidup dan bereplikasi dalam tubuh sel inang secara
langsung berkorelasi dengan peningkatan patogenitas virus. Patogenitas virus Al
subtipe HSN1 secara molekuler dapat ditentukan berdasarkan pada sekuen asam
amino regio cleavage site pada gen HA (Plotkin and Dushof, 2003; Hulse ef al, 2004;
Horimoto and Kawaoka, 2005). Gen HA berperan sebagai pengikat reseptor, fusi
membran, target utama netralisasi oleh antibodi sel inang (Cross et al., 2001; Hulse et
a.l, 2004; Hoffman et al., 2005; Gambaryan et al., 2006). Disamping itu pada gen
HA yang harus diperhatikan adalah daerah antigenik (antigenic site), reseptor binding
site, reseptor binding pocket dan glikosilasi. Daerah antigenik berkaitan dengan
pertahanan terhadap respon imun sel inang. Reseptor binding pocket berkaitan
dengan kemampuan adaptasi virus pada inang dan patogenitas strain. Sedangkan
posisi glikosilasi ikut menentukan afinitas ikatan reseptor serta pengenalan daerah
antigenik oleh antibodi. Reseptor binding site adalah asam amino yang berikatan
secara langsung dengan reseptor sel inang (Hulse ef al., 2004; Gambaryan ef al.,
2006; Smith et al., 2006; Steven et al., 2006). Daerah antigenik merupakan asam
amino dimana sebagai target pengenalan dan netralisasi oleh antibodi. Substitusi

asam amino pada daerah antigenik meningkatkan potensi terjadinya antigenic drift
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karena mekanisme virus untuk menghindari respon imun dari inang dan antibodi
yang terbentuk akibat vaksinasi (Plotkin and Dushof, 2003; Campitelli et al., 2006).
Pada glikoprotein HA terdapat lima epitop daerah antigenik sebagai daerah target
netralisasi antibodi (Smith et al., 2004). Kelima epitop tersebut terdapat pada 25
asam amino subunit HA1 (Plotkin and Dushoff, 2003).

Protein HA pada virus Al mempunyai asam amino Leucine pada posisi 222
dan Serine pada posisi 224 berikatan dengan asam sialat a2-6NeuAcGal pada
manusia. Sedangkan protein HA pada virus Al mempunyai asam amino Glutamine
pada posisi 222 dan Glycine pada posisi 224 berikatan dengan asam sialat a2-
3NeuAcGal pada unggas (Suzuki ef al., 2000; Leung, 2007). Strategi virus Al untuk
menutup atau membuka daerah antigenik dari sistim kekebalan adalah dengan
menambah posisi glikosilasi pada asam amino 84-86 yang merupakan mekanisme
virus untuk menghindar pengenalan daerah antigenik oleh antibodi (Campitelli et a/.,
2006; Smith et al., 2006). Posisi asam amino 138 dan 140 pada daerah antigenik
sangat berpengaruh dalam spesifisitas karbohidrat molekul gen HA  sehingga
mempengaruhi sifat antigenesitas virus (Duvvari ef al., 2009).

Virus Al selalu melakukan adaptasi, baik adaptasi terhadap tekanan respon
imun maupun terhadap spesies inang baru (Taunberger, 2005). Adaptasi merupakan
kekuatan utama virus Al untuk melakukan evolusi. Perbedaan spesies inang dan
perbedaan tekanan respon imun menyebabkan perbedaan kecepatan evolusi virus

(Brown et al, 2001). Perubahan pada satu asam amino saja dapat merubah
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konfigurasi reseptor tersebut sehingga virus HSN1 sangat berpotensi untuk
melakukan mutasi dan dapat membuat varian baru dari HPAT H5N1.

Berdasarkan sifat virus Al tersebut diperlukan pemilihan seed vaksin yang tepat
karena sampai saat ini belum ada vaksin yang tepat. Tidak semua vaksin yang
terdaftar secara resmi memberikan perlindungan yang memadai dan oleh karena itu
seed vaksin yang ada saat ini perlu disesuaikan dengan virus lapang. Pemerintah
Indonesia memiliki kebijakan untuk mengembangkan kemampuan dalam
menyediakan vaksin yang sesuai untuk digunakan di semua sektor industri unggas.
Strain seed vaksin H5N1 yang akan digunakan harus secara antigenik dan genetik
sesuai dengan virus lapang (strain yang non homolog tidak disarankan untuk
digunakan) (Kawaoka, 2009). Seed vaksin dari strain virus yang relevan secara
epidemiologis dan antigen yang spesifik diperlukan agar dapat mencakup semua
sektor produksi, oleh karena itu diperlukan lebih dari satu strain seed vaksin H5N1
(OFFLU, 2010).

Dalam pengendalian penyakit Al yang sangat patogen, pemusnahan hewan
(stamping out) merupakan kebijakan yang dirckomendasikan oleh Office
International des Epizooties/OIE (2000). Pada pertemuan OIE/FAO/WHO di Roma
pada bulan Februari 2004, program vaksinasi dapat dilakukan untuk mengendalikan
penyebaran penyakit Al di negara-negara tertular wabah yang berat dan telah meluas.
Program ini dilakukan dalam periode waktu tertentu dan secara serempak di seluruh

wilayah dimana merupakan suatu aksi darurat. Sebagai bagian dari pengendalian
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virus, vaksinasi dilakukan pada berbagai spesies unggas seperti ayam kampung, ayam
ras, bebek dan burung puyuh (Nidom dkk., 2012).

Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan Kementerian
Pertanian pada tahun 2009 mengeluarkan kebijakan berdasarkan pada rekomendasi
Komisi Ahli Kesehatan Hewan, Komisi Obat Hewan, narasumber UPP-AI dan
OFFLU (kerjasama OIE dan FAO) memberikan gambaran mengenai kriteria vaksin
yang baik dengan kualitas, efikasi dan keamanan yang tinggi serta potensi yang
optimal adalah dengan kriteria subtipe HSN1 (homolog), mempunyai sifat
imunogenitas tinggi, antigenisitas dengan cakupan geografis yang luas, sifat genetik
dan antigenik yang stabil, dan tingkat proteksi yang tinggi terhadap wji tantang
dengan beberapa isolat virus yang berbeda karakter genetik dan antigentknya

(OFFLU, 2010).

Berdasarkan uraian diatas, maka vaksin merupakan salah satu bagian penting
dalam pengendalian virus Al. Pengkajian terhadap vaksin Al harus secara terus
menerus dilakukan untuk memastikan apakah vaksin masih memberikan
perlindungan secara sempurna. Penelitian mengenai urutan nukleotida dan asam
amino pada daerah antigenik virus Al sangat diperlukan guna memberikan informasi
secara ilmiah tentang perkembangan genetik dan antigenik virus Al dan dapat

digunakan sebagai salah satu dasar untuk menentukan kandidat seed vaksin.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang tersebut di atas, maka didapatkan beberapa

permasalahan yang mendorong dilakukannya penelitian ini :
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1. Bagaimanakah heterogenitas asam amino pada gen HA virus Al subtipe
H5N1 isolat ayam kampung di beberapa daerah di Indonesia?

2. Apakah virus Al isolat ayam kampung yang diambil dari beberapa daerah di
Indonesia berdasarkan heterogenitas asam amino pada daerah
antigenik/antigenic site dapat digunakan sebagai kandidat seed vaksin?

3. Bagaimanakah hubungan kekerabatan/phylogenetic virus Al isolat ayam
kampung di beberapa daerah di Indonesia dibandingkan dengan virus Al lain

di Indonesia yang berada di GenBank?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi secara molekuler gen
pengkode HA dan daerah antigenik/antigenic site virus Al isolat ayam kampung yang

diambil dari beberapa daerah di Indonesia yang akan digunakan sebagai kandidat

seed vaksin dalam rangka pengendalian virus Al di Indonesia.

1.3.2 Tujuan Khusus

Secara khusus penelitian ini bertujuan untuk :

1. Menganalisis heterogenitas asam amino pada gen HA virus Al subtipe H5N1
isolat ayam kampung di beberapa daerah di Indonesia.

2. Menentukan kandidat seed vaksin berdasarkan daerah antigenik/antigenic site
dari virus Al isolat ayam kampung yang diambil dari beberapa daerah di

Indonesia.
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3. Menganalisis hubungan kekerabatan/phylogenetic virus Al antar isolat ayam
kampung dari beberapa daerah di Indonesia dibandingkan dengan virus Al

lain di Indonesia yang berada di GenBank.

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat yaitu informasi
ilmiah tentang kekerabatan dan antigenik virus Al isolat ayam kampung yang berasal
dari beberapa daerah di Indonesia sehingga dapat digunakan scbagai strategi awal

dalam rangka pengendalian virus Al di Indonesia.
1.4.2 Manfaat Praktis

Manfaat penelitian ini diharapkan dapat sebagai data pembanding berdasarkan
susunan nukleotida dan asam amino pada daerah antigenik virus Al sehingga dapat
digunakan sebagai bahan pertimbangan pemerintah dalam pengambilan kebijakan
pada penentuan strain seed vaksin Al di Indonesia. Vaksinasi terhadap penyakit flu
burung dapat tercapai dan berhasil dengan baik menggunakan vaksin yang protektif

sesuai penyakit di lapangan.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA
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BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sejarah Virus Avian Influenza

Sejak lebih dari satu abad yang lalu berbagai variasi mutasi subtipe virus
Influenza A menyerang manusia dan menyebabkan pandemi, sehingga meningkatkan
kewaspadaan global terhadap wabah pandemi flu burung. Tingkat kematian yang
cukup tinggi sebanyak 25-40 juta jiwa di dunia terjadi pada tahun 1918 disebut
“Spanish Pandemi”, merupakan sejarah pandemi yang terjadi luar biasa (XU Cuilin et
al., 2009; Taubenberger et al., 2006; Lupiani and Reddy, 2009). Tahun 1957 terjadi
wabah global “Asian Flu” yang telah merenggut 100.000 jiwa disebabkan oleh virus
H2N2. Pada tahun 1968, kembali terjadi pandemi menyebabkan 700.000 orang
meninggal dunia yang dikenal dengan “Hongkong Flu” yang disebabkan oleh virus
H3N2. Kasus Avian Influenza H5N1 pertama kali menewaskan 6 orang penduduk di
Hongkong pada tahun 1997 dari 18 orang terinfeksi (Horimoto and Kawaoka, 2001;
Chengjun, 2009). Nenek moyang virus Al subtipe H5N1 yang bersirkulasi saat ini
adalah A/goose/Guangdong/1/1996, yang pertama kali diisolasi dari seekor angsa
sakit di Guangdong, China pada 1996. Virus tersebut kemudian menyebar ke Asia

Tenggara, Eurasia dan Afrika. (Ducatez, et al., 2011; Pfeiffer, 2009).

Kasus flu burung akhir-akhir ini memperoleh perhatian dunia ketika
ditemukan ada strain (turunan) dari subtipe H5NI1 yang sangat patogen, yang
mungkin sudah muncul di China Selatan sebelum tahun 1997, menyerang ternak
unggas di seluruh Asia Tenggara dan secara tidak terduga melintasi batas antar kelas

11
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(Perkins and Swayne, 2003) ketika terjadi penularan dari burung ke mamalia (kucing,
babi, manusia) (Koopmans 2004, Hayden and Croisier 2005). Sejumlah kasus infeksi
pada manusia ditandai dengan gejala yang parah dan menyebabkan kematian telah
menimbulkan kekhawatiran akan kemungkinan terjadinya pandemi infeksi virus
strain H5N1 (Klempner and Saphiro 2004; Webster 2006). Virus Infuenza A
ditemukan pada unggas, manusia, babi, kuda dan kadang-kadang pada mamalia lain,
misalnya anjing laut dan ikan paus. Sedangkan virus Influenza B dan C hanya
ditemukan pada manusia (OIE, 2004). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
virus H5N1 telah mengalami peningkatan potensi patogenik pada beberapa spesies
mamalia. Oleh karena itu dapat dipahami bahwa hal ini telah menimbulkan
kekhawatiran umum di seluruh dunia (Kaye and Pringle, 2005).

Wabah flu burung di Indonesia terjadi sejak pertengahan tahun 2003, tetapi
secara resmi pemerintah Indonesia baru mengumuinkan kepada masyarakat adanya
wabah flu burung pada ayam dan unggas lainnya di Indonesia pada tanggal 25 Januari
2004 melalui Keputusan Menteri Pertanian No. 96/Kpts/PD.620/2/2004. Pada
laporan resmi tersebut dilaporkan telah terjadi kematian ayam sebanyak 4,7 juta ekor,
sampai dengan akhir februari 2004 telah tercatat kematian unggas 6,2 juta ekor
(Nidom dkk, 2006). Data Direktorat Jenderal Peternakan dan Kesehatan Hewan
Kementerian Pertanian tahun 2004, awal kejadian Al yang ganas di Indonesia tidak
diketahui secara pasti. Kasus flu burung pada ayam diduga muncul pertama kali pada
bulan Agustus 2003 di beberapa peternakan ayam ras komersial di Jawa Barat dan

Jawa Tengah. Kasus tersebut kemudian secara cepat meluas ke berbagai daerah di
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wilayah Jawa, Bali, Sumatera dan Kalimantan. Pada tahun yang sama, 9 propinsi,
yang terdiri dari 51 kabupaten/kota dinyatakan telah terjangkit penyakit avian
influenza, dengan kasus kematian unggas mencapai 4,13 juta ekor. Jenis unggas yang
terserang meliputi ayam ras petelur, pedaging, ayam bibit, ayam buras, ayam arab,
burung puyuh, burung merpati, itik, entok, burung perkutut dan burung merak. Hasil
kajian lapangan, klinik, patologik dan laboratorik yang dilakukan oleh Office
International des Epizooties (OIE) yang merupakan organisasi kesehatan hewan
dunia menunjukkan bahwa penyebab kematian jutaan unggas di Indonesia sejak
bulan Agustus 2003 adalah virus Influenza tipe A, subtipe H5N1 yang termasuk

dalam virus Highly Pathogenic Avian Influenza (Asmara, 2006, UGM, 2006).

Virus Avian Influenza subtipe H5N1 di Indonesia termasuk genotipe Z.
Genotipe ini pertama kali ditemukan pada unggas di China Selatan pada tahun 2002
(Smith et al., 2006). Analisis filogenik dari gen HA virus AT H5N1 dari beberapa
wilayah geografis dan berbagai spesies hewan di Indonesia menunjukkan bahwa virus

tersebut termasuk dalam satu cluster (Smith et al., 2006).

Kasus flu burung di Indonesia mencapai puncaknya pada bulan Januari~
Februari 2004. Selama wabah dari bulan Agustus 2003 sampai September 2004 ada
16 propinsi dan 99 kabupaten/kota di Indonesia yang tertular (Naipospos, 2004) dan
sampai saat ini dari 33 propinsi yang ada di Indonesia sejumlah 32 propinsi sudah
merupakan daerah endemis terhadap virus Al kecuali Propinsi Maluku Utara. Data
terakhir menyebutkan masih terjadi 22 kasus di 22 desa (diantara 76.613 desa se-

Indonesia) pada 18 kabupaten/kota di 10 propinsi. Sampai saat ini kasus flu burung
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(HS5N1) masih membayangi Indonesia, bahkan kematian pada manusia akibat flu
burung di Indonesia, tertinggi di dunia. Sejak tahun 2003, ada 182 kasus penularan
flu burung terhadap manusia di Indonesia dan hampir 80 persen berakhir dengan
kematian yaitu sekitar 150 kasus. Menurut data WHO (2012), Indonesia sebagai

negara dengan jumlah korban H5N1 pada manusia tertinggi di dunia.

Kementrian Kesehatan pada tgl 12 Agustus 2012 menyatakan korban akibat
flu burung (H5N1) di Indonesia menjadi 191 orang dengan kasus kematian mencapai
159 orang, terakhir adalah warga Prambanan Jogjakarta berusia 37 tahun menurut
data Riset dan Investigasi Lembaga Riset Indonesia, Jumat (19/10/2012). Direktur
Jenderal Pengendalian Penyakit dan Penyehatan Lingkungan Kementerian Kesehatan
mengatakan, tingginya kematian terkait dengan faktor virus dan manusia. Virus_ini
menyebar dari unggas ke manusia melalui kontak langsung, tetapi para ahli
mengkhawatirkan kemungkinan adanya mutasi virus sehingga dapat menular dari

manusia ke manusia.

2.2 Virus Avian Influenza

Virus Influenza tipe A termasuk dalam famili Orthomyxoviridae selain tipe B,
dan tipe C. Pembagian ketiga tipe ini berdasarkan sifat antigenik yang terdapat pada
gen matrix (M) dan nucleoprotein (NP) pada virus tersebut (Horimoto and Kawaoka,
2001). Virus Influenza A selain menginfeksi unggas dapat juga menginfeksi
mamalia, dan hanya virus Influenza A yang dapat menyerang unggas. Sedangkan

yang bertindak sebagai host alamiah dan reservoir adalah unggas air liar yang
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termasuk di dalam ordo Anseriformes dan Charadriformes (Capua and Alexander,
2009). Virus AI mempunyai rentang hospes yang sangat luas dan dapat menginfeksi
beberapa jenis unggas, manusia, babi, kuda dan mamalia tingkat rendah seperti anjing
laut dan paus (Cardona et al., 2009; Zhou ef al., 2000). Lee et al. (2009) menemukan
anjing yang memiliki titer antibodi terhadap virus Influenza A di Korea. Hewan
kamivora lainnya pernah dilaporkan terinfeksi oleh virus Influenza tipe A seperti
kucing dan harimau. Selain pada hewan liar, virus avian ini juga peka terhadap
hewan laboratorium. Beberapa peneliti melakukan penelitian dan mengisolasi virus
Influenza tipe A pada hewan laboratorium diantaranya pada tikus (Diskell et a/,
2010), ferret (Maines et al., 2011), cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) (Itoh

et al., 2010).

Virus Influenza tipe A dan B mempunyai kesamaan yaitu sama-sama
mempunyai delapan macam fragmen gen yang dapat dikelompokkan menjadi dua
yaitu gen eksternal dan gen internal. Gen eksternal terdiri dari gen haemaglutinin
(HA) dan gen neuraminidase (NA) yang banyak berfungsi untuk perlekatan dengan
sel inang dan bersifat antigenik. Gen internal terdiri dari gen polymerase basic-2
(PB2); polymerase basic-1 (PB1), polymerase acidic (PA); nucleoprotein (NP),
matrix (M) dan non structural (NS). Gen internal ini berfungsi dalam replikasi dan
transkripsi virus. Kedelapan fragmen ini akan menghasilkan sepuluh macam protein.
Masing-masing fragmen akan menghasilkan satu macam protein, kecuali fragmen M

dan NS yaitu masing-masing menghasilkan dua macam protein yaitu protein M1 dan
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M2, serta protein NS1 dan NS2 seperti yang dapat dilihat pada Gambar 2.1 (Rantam,

2003).

Gambar 2.1. Fragmen gen yang membentuk virus Al (Rantam, 2003).

Virus Avian Influenza (AI) termasuk dalam klasifikasi virus Influenza tipe A
dimana pembagian sub-tipe selanjutnya didasarkan pada struktur antigen dua
glikoprotein eksternal virus, yaitu haemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA)
(Suarez, 2008). Virus Al sampai saat ini telah dapat diidentifikasi ada 16 subtipe HA
(H1 - H16) dan 9 NA (N1 — N9) (Harimoto and Kawaoka, 2005; De jong and Hien,
2006; OIE, 2008). Di antara subtipe virus influenza A, subtipe H5, H7 dan H9 telah
diketahui mempunyai patogenitas yang tinggi/High Pathogenic Avian Influenza
(HPAI) dan sering menimbulkan penyakit serius pada ternak unggas. Subtipe H5 dan
H7 dapat menginfeksi unggas, tetapi tidak semua kombinasi subtipe tersebut
merupakan subtipe yang virulen (Swyne and Suarez, 2000; Asmara, 2006; Pattnaik ez

al., 2006; Alexander, 2007).
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Virus Al tipe A subtipe H5N1 atau lebih dikenal dengan flu burung adalah
virus single stranded (ss)-RNA famili Orthomyxoviridae berbentuk pleomorfik
dengan diameter 80-120 nm dan panjang 200-300 nm. Virus ini berbentuk spheris
atau longitudinal, memiliki dua protein permukaan yang merupakan variabel
perlekatan utamanya (Murphy et al., 2008; Suarez, 2008). Asam nukleat berantai
tunggal dengan kutub negatif, sepanjang kurang lebih 13.588 nukleotida yang
tersusun dalam 8 segmen gen yang mengkode sekitar 10 jenis protein yaitu PB-2
(Polymerase Basic-2), PB-1 (Polymerase Basic-1), PA (Polymerase Acidic), HA
(Haemaglutinine), NP (Nucleoprotein), NA (Neuraminidase), M2 (Matrix-2), Ml
(Matrix-1), NS2 (Non Structural-2), , NS1 (Non Structural-1) (Ghedin et al., 2005;
Rantam dkk, 2007).

Tabel 2.1. Beberapa Fungsi Protein pada Virus Al Subtipe HSN1 (Whitaker, 2001).

Segmen Protein Nukleotida Fungsi
1 PB2 (Polymerase Basic2) | 2341 bp | Transcriptase, cap binding
Transcriptase, elongasi,
. polimerisasi mRNA,
2 PB1 (Polymerase Basic 1) | 2342 bp menghambat respon  imun
selluler
Transcriptase, aktifitas
3 PA (Polymerase Acidic) 2233 bp | protease, menghambat respon

imun selluler

Berikatan dengan reseptor,

4 HA (Haemaglutinine) 1704 bp target netralisasi antibodi

Pelepasan virus,memotong
wung asam sialat dari reseptor
sel hospes sehingga progeni
virion lepas dari sel, target
netralisasi antibodi

5 NA (Neuraminidase) 1413 bp

RNA binding, transportasi
vRNA antara

6 NP (Nucleoprotein) 1565 bp
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nukleus/sitoplasma,
menghambat respon imun selulter

7 M (Matrix 1 dan 2) 1027 bp | Komponen utama  virion,
perakitan (assembly) progeni
virus (M1), tanda isyarat transpor
ke permukaan sel, kanal ion (M2)

8 NS (Non Struktural 1 dan 890bp | Splicing, translasi, Ekspor
2) mRNA virus dari nukleus |,
menghambat pemotongan dan
penyambungan

(splicing) pre mRNA seluler,
menghambat  ekspor mRNA
seluler,

menghambat respon anti virus
interferon (IFN), menginduksi
badai sitokin (sitokines storm)
(NS1),

bersama-sama dengan M1

sebagai tanda isyarat ekspor
vRNP dari nukleus {NS2)

TESIS ANALISIS ANTIGENIC SITE DAN PHYLOGENIC GEN HAEMAGLUTININ......... SNR. ANIEKA ROCHMAH




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

15

M, PRI, PA
NA

Gambar 2.2. Struktur virus Al A). Delapan B). Struktur dan segmen genom virus Influenza
segmen gen yang mengkode sekitar 10 jenis A (Webster, 2001).

protein (Sumber : Avian Influenza, Molecular

Diagnosis of Infectious Disease. CSIRO Modul.

Australia.

Protein PB2, PB1 dan PA adalah protein pembentuk enzim RNA polimerase
yang berperan pada proses transkriptase dan replikasi pada saat komponen virus di
dalam nukleus sel inang. Protein NP bersama dengan protein PB1, PB2 dan PA
menyusun ribonukleoprotein yang dikeluarkan oleh virus pada saat prekursor HA
(HAO) diaktifasi oleh enzim protease sel inang. Protein HA adalah glikoprotein
permukaan yang berikatan dengan reseptor sel inang. Protein NA adalah glikoprotein
yang berfungsi melepaskan virion yang baru terbentuk dari sel inang. Protein Ml
merupakan protein penyusun struktur virion, sedangkan protein M2 adalah penyusun
saluran ion. Protein NS1 berperan pada transport mRNA keluar dari nukleus sel

inang dan proses translasi bersama dengan protein NS2 yang dibentuk pada saat di

nukleus dan sitoplasma sel inang (Steven et al., 2007).

Infeksi virus Al pada sel inang dapat terjadi karena adanya kecocokan antara

virus dengan reseptor spesifik pada permukaan sel inang. Untuk dapat terjadinya
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infeksi virus Al ini berikatan dengan glikoprotein atau glikolipid permukaan sel yang
mengandung gugus terminal sialyl-galactosyl a2-3NeuAcGal atau a2-6NeuAcGal.
Reseptor spesifik a2-3NeuAcGal merupakan reseptor yang mendominasi jaringan
epitel endodermis intestinal dan paru-paru pada unggas yang menjadi target virus
tersebut. Sedangkan virus Influenza pada manusia umumnya berhubungan dengan
reseptor a2-6NeuAcGal yang mendominasi sel epitel tidak bersilia pada saluran
pernapasan. Kondisi ikatan ini ikut berperanan dalam spesifitas virus dengan inang

(Suzuki and Nei, 2002; Matrosovich, 2004, Gambaryan, et al., 2005; Kim et al.,

2005).
H5/(02,3) H5/(a2,6)
GleNAc-3 tf c%
Gah2 ] TRANS Gal—za_“, ‘
S ’ﬁé% ® Sia-1
?ﬂ N _ f Sla-1 S j i_,,
. :\‘_/

Gambar 2.3. Struktur sialyvl-galactosyl 42-3NeuAcGal dan a2-6NeuAcGal (Ha Ya er al., 2001).

Proses replikasi virus Influenza A didalam sel inang diawali dengan
terjadinya infeksi protein HA menempel pada reseptor sel inang, penetrasi melalui
endositosis, virus membuka amplopnya dan masuk ke dalam nukleus sel inang. Di
dalam nukleus sel inang terjadi splicing dan transcriptase membentuk mRNA
selanjutnya mRNA keluar dari nukleus, Pada proses translasi RNA membentuk
PB2, PB1, PA, NSI, NS2 dan M1 dimana protein ini masuk kembali ke dalam

nukleus menjadi virion. Protein HA, NA dan M2 yang terdapat di sitoplasma
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dibentuk di endoplasmik retikulum melalui golgi aparatus dibawa ke permukaan sel

inang untuk menempel pada virion yang baru terbentuk (Bateman et al., 2008)

‘t:nm..ﬁg}*f ®F 4;\ {:‘I‘

.
oz
influenza A Virus Replication 18

sumber : www.accessexcellence.org

Gambar 2 4. Replikasi virus Influenza A (www.accessexcellence org)

2.3 Gen Haemagilutinin Virus Al subtipe H5N1

Protein haemaglutinin (HA) merupakan faktor patogenitas virus Al. Protein
ini berperan sebagai pengikat reseptor sel, fusi membran serta target utama netralisai
antibodi sel inang (Cross et al., 2001; Hulse et al., 2004; Hoofman et al, 2005,

Gambaryan et al., 2006).

Protein haemaglutinin (HA) disusun oleh 568 asam amino dengan berat
molekul 56 kDA. Haemaglutinin (HA) merupakan glikoprotein pada amplop virus
yang mampu berikatan dengan reseptor sialic acid pada permukaan sel hospes (De

jong and Hien, 2006). Molekul HA terdiri dari subunit HA1 dan HA2. Protein HA1
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mempunyai berat molekul 45 kDA berperan dalam mediator kontak awal dengan
membran se] dan protein subunit HA2 bertanggungjawab terhadap fusi membran
(Nwe, 2006). Protein HA terdiri dari glikoprotein homotrimer, pada permukaannya
berbentuk seperti jamur. Gen HA terdiri atas sekitar. 1704 nukleotida, pada bagian
ujung dari gen HA terdapat tempat melekatnya virus pada reseptor yang disebut

receptor binding site (Stevens et al., 2007),

Pada awal infeksi, protein HA akan berikatan dengan reseptor sel inang dan
melepaskan ribonukleoprotein. Aktivasi prekursor polipeptida tunggal HA oleh
protease sel inang mengakibatkan protein akan terbelah menjadi HA1 dan HA2.
Daerah cleavage site pada protein HA menentukan patogenesitas virus AL
Proteolisis HA pada cleavage site bersifat spesifik dan spesifitas jenis protease
membatasi jaringan yang dapat dinfeksi virus ini sehingga proteolisis HA ini sangat
diperlukan untuk infektivitas virus (Croos ef al., 2001; Munch ef al, 2001). Pada
protein HA1 mempunyai domain-domain penting seperti daerah antigenik, posisi
glikolisasi dan reseptor binding pocket. Daerah antigenik berkaitan dengan
pertahanan terhadap respon imun sel inang. Reseptor binding pocket bekaitan dengan
kemampuan adaptasi virus pada inang dan patogenitas strain. Sedangkan posisi
glikosilasi ikut menentukan afinitas ikatan reseptor serta pengenalan daerah antigenik
oleh antibodi sedangkan reseptor binding site adalah asam amino yang berikatan
secara langsung dengan reseptor sel inang (Hulse et al., 2004, Gambaryan et al.,
2006; Smith et al., 2006; Steven et al., 2006). Protein HA1 akan berikatan dengan

reseptor dan merupakan target utama dalam menimbulkan respon imun, sedangkan
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protein HA2 akan membantu fusi membran dengan amplop virus pada inang
bersama protein M2. Protein HA dan NA menyusun struktur amplop virus dan
berperan sebagai saluran ion (Nwe ef al., 2006, Suwarno, 2009). Protein HA

merupakan protein penentu terjadinya infeksi virus (Suzuki and Nei, 2002)

Asam amino pada cleavage site protein HA digunakan untuk membedakan
virulensi virus Influenza. Virus Influenza mempunyai asam amino Arginine (R) pada
ujung karboksil HA1 dan asam amino Glysine (G) pada ujung amino HA2. Asam
amino pada regio HA1 berperan sebagai antigenitas merupakan faktor pembeda antar
subtipe. Perbedaan subtipe pada regio ini minimal sebesar 30%. Pada virus dengan
patogenitas tinggi mempunyai sekuens multiple basic amino acid residue yang
terletak di bagian upstream (ujung 5°) dari hemaglutinin cleavage site ,sedangkan
virus dengan patogenitas rendah hanya memiliki asam amino dasar tunggal
(Arginine/R) yang berefek pada terbatasnya pemecahan haemaglutinin (Horimoto
and Kawaoka, 2001). Sekuen HA dengan polybasic cleavage site memungkinkan
proses proteolitik oleh protease lain seperti furin yang terdapat di aparatus Golgi
semua sel. Subtipe Al dengan polybasic cleavage site mempunyai jaringan distribusi

yang tidak terbatas dan menyebabkan infeksi sistemik yang fatal (Whittaker, 2001).

2.4 Patogenitas Virus Al subtipe H5N1

Virus Al bersifat patogen intraseluler mempunyai mekanisme untuk
menghindari respon imun dari inang sehingga virus dapat bertahan hidup dan

bereplikasi dalam tubuh sel inang. Peningkatan kemampuan virus untuk menghindari
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dari sistim imun inang secara langsung berkorelasi dengan peningkatan patogenitas
virus. Virus Al mempunyai berbagai mekanisme untuk menghindar dari sistim imun

bawaan dan respon imun perolehan (adaptif) dari sel inang (Coleman, 2007).

Patogenitas virus Al subtipe HSN1 secara molekuler dapat ditentukan
berdasarkan pada sekuen asam amino daerah pemotongan (cleavage site) pada HA
(Plotkin and Dushof, 2003; Hulse ef a/, 2004; Horimoto and Kawaoka, 2005).
Berdasarkan patogenitas virus Al dibedakan menjadi Highly Pathogenic Avian
Influenza (HPAI) dan Low Pathogenic Avian Influenza (LPAI). Di antara subtipe
virus influenza A, subtipe HS5, H7 dan H9 telah diketahui mempunyai patogenitas
yang tinggi/High Pathogenic Avian Influenza (HPAI) dan senng menimbulkan
penyakit serius pada ternak unggas (Asmara, 2006; Pattnaik et al., 2006). Analisa
molekuler menunjukkan adanya perbedaan susunan asam amino pada regio cleavage
site gen hemaglutinin antara virus Al yang berpatogenitas tinggi (HPAI) dengan virus
yang berpatogenitas rendah (LPAI). Pada HPAI ditemukan adanya regio multiple
basic amino acids dengan dominasi Arginine (Arg/R) dan atau Lysine (Lys/K),
sedangkan pada LPAI hanya mempunyai satu atau dua asam amino basa pada
cleavage site (Horimoto and Kawaoka, 2005). Virus Al non-virulen atau /ow
pathogenic mempunyai monobasic cleavage site {contoh: HA1-PSIQVR-GL-HA2),
namun strain highly pathogenic mempunyai polybasic cleavage site (contoh: HA1-
KKREKR-GL-HA2). Cleavage site bersifat spesifik dan spesifitas jenis protease

membatasi distribusi jaringan yang dapat diinfeksi virus ini (Munch et a/., 2001).
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Penelitian terhadap virus HPAI di Indonesia dan Vietnam memperlihatkan
perbedaan susunan asam amino pada regio cleavage site dibandingkan virus dari
negara lain. Virus HSN1 yang menginfeksi manusia mempunyai suatu konsensus
PQRESRRKKR (CDC, 2007). dan sekuen yang khas pada virus strain patogenik
yaitu PQRERRRKKR untuk virus-virus yang menginfeksi unggas (Smith et al, 2006;

Steven et ai., 2006).

LPAI
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Gambar 2.5. Perbedaan susunan asam amino pada cleavage site antara LPAI dan HPAI (Harimoto and
Kawaoka, 2005).

2.5 Daerah Antigenik (4Antigenic site)

Pada glikoprotein HA terdapat lima epitop daerah antigenik sebagai daerah
target netralisasi antibodi (Smith et al., 2004). Penentuan lima epitop (A sampai E)
daerah antigenik berdasarkan pada struktur HA virus Influenza A subtipe H3N2
penyebab pandemi flu di Hongkong tahun 1968. Daerah antigenik tersebut bersifat
tidak linier, masing-masing epitop terbentuk pada struktur tersier molekul HA
schingga asam amino yang berjauhan akan bersama-sama membentuk satu epitop.
Menurut Duvvuri ef a/, 2009 virus HSN1 mempunyai lima epitop (A sampai E), dan
daerah antigenik terletak pada asam amino dengan posisi 36, 48, 53, 115, 124, 126,

128, 136, 138, 140, 141, 152, 153, 182, 185, 189, 412 dan 446. Substitusi asam
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amino pada daerah antigenik merupakan salah satu pendorong terjadinya evolusi pada
gen haemaglutinin (Shih et al., 2007). Perubahan pada epitop dapat terjadi secara
terus menerus, pada jangka waktu dua sampai lima tahun biasanya perubahan terjadi
pada satu epitop saja sehingga setiap dua sampai lima tahun terjadi dominasi

perubahan pada epitop (Plotkin, 2002).

2.6 Karakteristik Virus Al subtipe HSN1

Karakteristik khusus dari virus Al adalah memiliki kemampuan untuk mutasi di
dalam genom RNA. Kemampuan mutasi ini dipengaruhi oleh 2 faktor yaitu faktor
internal dan faktor eksternal. Pada faktor internal, enzim polimerase yang berperan
dalam proses replikasi virus tidak dilengkapi dengan sistem proofreading menjadi
faktor utama yang mendorong virus Al bermutasi. Proofreading merupakan
kemampuan polimerase DNA untuk membaca rangkaian DNA dan memperbaiki
kesalahan penyusunan bagian dari salinan untaian DNA. Pada virus Al jika terjadi
kesalahan pembacaan susunan asam amino dalam rantai RNA, kesalahan tersebut
tidak dapat terdeteksi sehingga akan mengakibatkan munculnya varian baru virus Al
Faktor internal lain yang berperan dalam proses mutasi yaitu proses multiplikasi virus

Al yang terjadi dalam inti sel.

Proses mutasi Al secara umum dibedakan menjadi 2 yaitu antigenic drifi dan
antigenic shift. Respons imun yang timbul dalam tubuh baik oleh alam, maupun
akibat program vaksinasi dapat menimbulkan tekanan pada fragmen HA maupun

fragmen NA yang akan menyebabkan terjadinya antigenic drift. Adanya infeksi virus
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Influenza A di alam maupun penggunaan vaksin Influenza diperlukan koreksi
terhadap virus (seed) yang digunakan (Tamura and Kurata, 2004; Seo et al.,2002;
CDC, 2005). . Proses Antigenic drift terjadi secara perlahan dengan menghasilkan
sedikit perubahan pada struktur antigen permukaan HA dan atau NA, sehingga
dihasilkan virus strain baru (CDC, 2005). Determinan antigenik dari glikoprotein
permukaan HA dan NA dipengaruhi oleh mekanisme yang dipicu oleh kekebalan
(Fergusson et al, 2003). Waktu yang diperlukan untuk proses mutasi ini relatif
singkat, kira-kira 1 tahun. Perubahan terjadi secara dilesi, insersi atau substitusi,
yaitu pergantian nukleotida pada satu atau beberapa asam amino yang disebabkan

oleh perubahan lingkungan, perubahan inang, tekanan imunologis.

Mutasi antigenic shift terjadi karena suatu mekanisme yang menyebabkan
perubahan struktur virus secara drastis yang diakibatkan oleh genetic reassortment
pada saat dua atau lebih subtipe virus Al bercampur dalam satu inang membentuk
subtipe. Proses genetic reassortment ini pula yang diduga menyebabkan virus
mampu menembus species barrier. Proses mutasi ini dapat terjadi pada gen HA, NA
atau gen lainnya sehingga mengakibatkan meningkatnya diversitas virus pada sifat
antigenik maupun virulensinya. Proses ini membutuhkan waktu yang relatif lama,
sekitar 8-10 tahun dengan efek yang ditimbulkan sangat berbahaya. ( Hoffmann et a/.,

2005; Harimoto and Kawaoka, 2005; Rantam dkk., 2007).
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2.7 Klasifikasi Virus Al subtipe H5N1 di Indonesia

Virus Al subtipe H5N1 dari berbagai negara, secara phyilogenetic terpisah
menjadi 2 clade. Clade 1 adalah virus yang diisolasi dari unggas dan manusia di
Kamboja, Thailand, Vietnam, Laos, Korea Selatan, dan Jepang tahun 2003-2004.
Clade 2 terbagi menjadi 3 subclade. Subclade 1 adalah virus dari Indonesia tahun
2004-2006 dan isolat Hongkong tahun 2003. Subclade 2 adalah isolat virus dari
Rusia, Turki, dan Timur Tengah tahun 2005-2006. Subclade 3 adalah isolat dan
Laos, Thailand, Kamboja, dan Vietnam tahun 2005-2006 (WHO, 2005, Webster and
Govorkova, 2006).

Menurut Klasifikasi WHO/OIE/FAO, semua virus H5N1 yang diisolasi dari
unggas dan manusia di Indonesia termasuk dalam clade 2.1. Virus H5N1 yang
predominan ditemukan sejak tahun 2005 sampai saat ini berasal dari clade 2.1.3
(2.1.3.1,2.1.3.2, dan 2.1.3.3). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa infeksi virus
H5N1 clade 2.1 pada golongan ayam (gallinaceous) seperti ayam layer, ayam broiler,
ayam kampung bersifat sangat pathogen, menyebabkan sakit perakut dan kematian
dalam jumlah tinggi, sedangkan itik dan unggas air lainnya relatif lebih tahan
terhadap infeksi virus-virus ini (Bingham ef al., 2009; Swayne, 2007, Wibawa et al.,
2012). Menurut Wibawa dkk. (2012), isolat virus HSN1 yang diisolasi dar itik muda
di Jawa Tengah, Jogjakarta dan Jawa Timur merupakan clade baru di Indonesia
dengan tingkat kekerabatan yang tinggi terhadap virus dari clade 2.3.2.1 (97-98%).

Virus-virus dalam clade dan subclade terpisah mempunyai perbedaan struktur
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antigenik, sehingga setiap clade atau subclade memerlukan vaksin yang berbeda

(Smith et ai., 2006).

2.8 Vaksin Flu Burung

Vaksinasi terhadap penyakit flu burung bertujuan untuk: (i) perlindungan
terhadap penyakit secara klinis, (i} perlindungan terhadap virus yang virulen, (iii)
perlindungan terhadap ekskresi virus. Perlindungan terhadap infeksi virus virulen
masih kurang optimal, sehingga dapat menimbulkan masalah epidemiologik yang
signifikan di daerah endemik yang sudah mendapat vaksinasi secara luas. Virus Al
dalam clade dan subclade terpisah mempunyai perbedaan struktur antigenik sehingga
setiap clade dan subclade memerlukan vaksin yang berbeda. Hasil penelitian pada
feret menunjukkan bahwa vaksin terhadap satu clade tidak protektif terhadap clade
yang lain (Webster and Govorkova, 2006).

Vaksin yang terdaftar secara resmi di Indonesia tidak semuanya memberikan
perlindungan yang memadai. Strain seed vaksin HSN1 yang akan digunakan harus
secara antigenik dan genetik sesuai dengan virus lapang (strain homolog). Seed
vaksin dari strain virus yang relevan secara epidemiologis dan antigen yang spesifik
diperlukan agar dapat mencakup semuwa sektor produksi. Penanganan dan
pelaksanaan vaksinasi yang tepat dengan vaksin yang berkualitas sebagaimana
tercantum dalam petunjuk pemakaian dari produsen vaksin sangat penting agar

diperoleh kekebalan yang optimal (OFFLU, 2010).
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Gambar 3.1 Kerangka Konseptual
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3.1 Penjelasan Kerangka Konseptual

Virus Al tipe A subtipe HSN1 adalah termasuk virus single stranded (ss)-
RNA famili Orthomyxoviridae. Virus Al mempunyai panjang kurang lebih
13.588 nukleotida , yang tersusun dalam 8 segmen gen yang mengkode sekitar 10
jenis protein yaitu PB-2 (Polymerase Basic-2), PB-1 (Polymerase Basic-1), PA
(Polymerase acidic), HA (Haemaglutinin), NP (Nucleo Protein), NA
(Neuraminidase), M2 (Matrix-2), M1 (Matrix-1), NS2 (Non Strutural-2), , NS1

(Non Strutural-1).

Virus Al secara alami menyerang unggas terutama ayam kampung yang
hidup secara bebas tidak dikandangkan, sehingga ayam-ayam ini sulit dikontrol
terhadap penyebaran penyakit.  Keadaan ini berpengaruh dalam upaya
penanganan dan pencegahan kasus Al di lapangan karena kebanyakan ayam
kampung tidak mendapatkan vaksinasi Al secara teratur sehingga rentan terhadap

penularan virus HSN1 dan mudah tertular.

Virus Al selalu melakukan adaptasi terhadap respon imun maupun
adaptasi terhadap inang dengan kondisi tertentu. Adaptasi merupakan kekuatan
utama pada virus Al untuk berevolusi dengan melakukan mutasi. Faktor tekanan
respon imun tubuh inang yang disebabkan oleh infeksi alam, vaksinasi atau
penggunaan obat-obatan misalnya antibiotik yang secara langsung akan
mempengaruhi proses imunitas oleh sel-sel imun dan turut memberikan tekanan
pada virus Al khususnya pada gen cksternal HA yang akan menyebabkan
terjadinya antigenic driff. Secara umum proses mutasi dapat dibedakan menjadi

dua yaitu antigenic drift dan antigenic shift. Mutasi pada fragmen HA berakibat

TESIS ANALISIS ANTIGENIC SITE DAN PHYLOGENIC GEN HAEMAGLUTININ......... SNR. ANIEKA ROCHMAH




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 32

pada perubahan genetik dan karakter fenotip. Analisis phylogenic dan homologi
yang dibandingkan dengan data nukleotida ataupun asam amino di GenBank
dapat melihat perubahan karakter atau keragaman genotip dengan melihat pada

perubahan urutan nukleotida atau asam aminonya.

Analisis molekuler terhadap protein HA keseluruhan (complete gen HA)
sangat diperlukan. Protein haemaglutinin (HA) merupakan faktor patogenitas
virus AL Protein ini berperan sebagai pengikat reseptor sel, fusi membran serta
target utama netralisai antibodi sel inang. Patogenitas virus Al subtipe H5NI1
secara molekuler dapat ditentukan berdasarkan pada sekuen asam amino regio
cleavage site pada gen HA, disamping itu pada gen HA yang harus diperhatikan
adalah daerah antigenik/antigenic site, dimana daerah antigenik berkaitan dengan
pertahanan terhadap respon imun sel inang. Daerah antigenik adalah asam amino
dimana sebagai target pengenalan dan netralisasi antibodi dari sel inang.
Substitusi asam amino pada daerah antigenic site meningkatkan potensi terjadinya
antigenic drift, karena berkaitan dengan mekanisme virus dalam menghindari
respon imun dari inang dan antibodi yang terbentuk akibat vaksinasi. Substitusi
asam amino yang berjauhan membentuk satu epitop pada daerah antigenik
merupakan salah satu pendorong terjadinya evolusi pada gen haemaglutinin.
Perubahan pada epitop dapat terjadi secara terus menerus, pada jangka waktu dua
sampai lima tahun, biasanya perubahan terjadi pada satu epitop saja sehingga
setiap dua sampai lima tahun perlu dilakukan koreksi terhadap virus (seed) yang
digunakan. Vaksin Al yang selama ini beredar di pasaran masih belum
memberikan perlindungan secara sempurmna sehingga harus secara terus menerus

dilakukan pengkajian.
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Berdasarkan sifat virus Al yang mudah mengalami mutasi pada gen HA
maka diperlukan koreksi dan pemilihan seed vaksin yang tepat dengan melihat
urutan nukleotida dan asam amino terutama pada daerah antigemk/antigenic site
pada gen HA. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi secara
ilmiah tentang perkembangan genetik dan antigenik virus Al H5N1 yang dapat
digunakan sebagai salah satu dasar untuk menentukan kandidat seed vaksin,
sehingga dapat digunakan sebagai bahan pertimbangan pemerintah dalam

pengambilan kebijakan pada penentuan strain seed vaksin yang akan digunakan.
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4.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif yaitu menganalisa nukleotida
gen haemaglutinin (HA) pada virus avian influenza (H5N1) yang berasal dari

beberapa daerah di Indonesia.

4.2 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Peningkatan Mutu dan
Pengembangan Produksi Pusat Veterinaria Farma (Pusvetma) JI. A. Yani 68-70
Surabaya. Penelitian dilakukan mulai dari tanggal 3 Agustus 2011 sampai April

2013.

4.3 Sampel Penelitian

Sampel adalah isolat hasil usapan/swab yang menunjukkan reaksi positip dengan
menggunakan uji reaksi cepat (rapid test antigen) dan organ dari ayam kampung yang
mati dalam kondisi tersangka penyakit flu burung. Sampel-sampel tersebut
memenuhi kriteria untuk diidentifikasi dengan menggunakan metode Reverse

Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) terhadap virus Al (H5N1).

4.4 Bahan dan Alat Penelitian
4.4.1 Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut . Qldamp

Viral Mini Kit (250) (Qiagen, Cat. 52906), SuperScriptTM III One-Step RT-PCR
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Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen, Cat. 12574-035), 1 kb DNA Ladder
(Biolabs, N3232L), Agarose LE (Roche, Cat. 11685678001), Red Safe (Intron, Cat.
21141), QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Cat. 28704), Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Cat. 4336915), Big Dye Terminator v3.1 5X
Cycle Sequencing Buffer (Applied Biosystems, Cat. 4336697), Big Dye X Terminator
Purification Kit (Applied Biosystems, Cat. 4376486), DNAse & RNAse freewater

(MP Bio 821932), Loading Dye Solution (Fermentas 00020337).

4.4.2 Alat Penelitian

Alat yang dipakai pada penelitian ini meliputi : Micropippet (BioRad), PCR
Cabinet (Esco), BioSafety Cabinet (Kojair), Sentrifuge (Hermle Z 233 MK-2), Vortex
(Maxi Mix II Barnstead Thermolyne), Spindown (Hermle Z 100 M), Thermocycler
(9700 Gene Amp, Applied Biosystems), Gel Documentation/High Performance

Ultraviolet Tranluminator (UVP), 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.5 Teknik Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel ayam kampung dilakukan di berbagai daerah yang terjadi
wabah penyakit flu burung di daerah Kabupaten Lembata (Nusa Tenggara Timur),
Kota Mataram (Nusa Tenggara Barat), Kota Situbondo (Jawa Timur) dan Kabupaten

Sinjai (Sulawesi Selatan).

Virus Al didapatkan dengan melakukan usapan/swab pada bagian kloaka unggas
atau organ (saluran pernafasan dan saluran pencernaan) dari ayam kampung yang

mati kemudian dimasukkan dalam media transport yang telah dicampur dengan
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antibiotik penisilin dan streptomisin dengan dosis 3.000 IU/ml. Selanjutnya usapan
kloaka tersebut diinokulasikan pada telur ayam berembrio (TAB) Specific Antibody
Negative (SAN) produksi Pusvetma berumur antara 9-11 hari dan diinkubasikan pada
inkubator dengan suhu 37°C selama 2-5 hari. Satu sampel ditanam pada TAB
sebanyak 3 butir dan diamati perkembangannya setiap hari dengan cara candling
apabila terdapat TAB yang embrionya mati setelah hari ke 2 maka dimasukkan
kedalam refrigerator dengan suhu 4°C. Pada hari ke 5 semua telur dimasukkan ke
dalam refrigerator, semua cairan alantois dari TAB dipanen dan kemudian disimpan

di dalam refrigerator 4°C.

4.6 Polymerase Chain Reaction (PCR)
4.6.1 Ekstraksi RNA

Ekstraksi RNA virus avian influenza dilakukan dengan menggunakan
QOlAamp Viral Mini Kit (WHO, 2007). Langkah ekstraksi adalah dengan
memasukkan 560 pl Buffer AVL (viral lysis buffer) yang mengandung carrier RNA
dengan perbandingan : volume Buffer AVL 0,56 ml + carrier RNA-AVE 5,6 pl.
Kemudian dimasukkan 140 pl sampel dan spin selama 30 detik, ditambahkan 560 pl
Ethanol absolut, divortex 15 detik, lalu dispin down 30 detik. Selanjutnya
dimasukkan 630 pl ke dalam spin column dan disentrifus dengan kecepatan 8000 rpm
selama 1 menit. Cairan pada bagian bawah, dibuang dan ditambahkan 500 pl Buffer
AWI (washing buffer) dan disentrifus dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 menit.
Kemudian dipindahkan ke tabung baru dan ditambahkan 500 pl Buffer AW2

disentrifus dengan kecepatan 14000 rpm selama 3 menit dan dipindahkan ke tube 1,5
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ml, kemudian ditambahkan 60 pl Buffer AVE. Selanjutnya diinkubasi pada suhu

ruang selama 1 menit lalu disentrifus dengan kecepatan 8000 rpm selama 1 memit.

4.6.2 Deteksi Virus Al subtipe HSN1 dengan PCR
Deteksi terhadap virus Avian Influenza subtipe HSN1 menggunakan primer
spesifik sesuai Lisa, ef al. 2006 sebagaimana terlihat pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1. Urutan Nukleotida Primer Spesifik Deteksi Virus Al Subtipe H5N1.
Primer Sekuen Ukuran (bp)

Forward 5'ACTATGAAGAATTGAAACACCT 3
456

Reverse 5" GCAATGAAATTTCCATTACTCTC 3

Uji Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) dilakukan
dengan metode One Step PCR menggunakan SuperScript™ 11 One-Step RT-PCR
Platinum® Taq High Fidelity dari Invitrogen (Trani et.al,2006; Gall et.al, 2008).
Pelaksanaan One Step PCR dilakukan dengan cara mencampurkan ke dalam tabung
PCR bahan komponen One Step PCR yang terdiri dari 2X Reaction Mix 12,5 pl,
template RNA (1 pg-1 ug) 2 pl, sense primer (10 pM) 0,5 ul, anti-sense primer (10
uM) 0,5 pl, SuperScript™ [Il RT/ Platinum® Taq High Fidelity Enzyme Mix 1 pl,
lalu tambahkan Rnase free water sampai 25 pl. Kemudian tabung PCR tersebut
dimasukkan ke dalam mesin Thermocycler dengan siklus suhu di program dalam
kondisi suhu 1) sintesis cDNA 50°C selama 30 Menit, 2) pre-denaturasi 94 °C selama
5 menit. 3) denaturation 94 °C selama 1 menit, annealling 50 °C selama 1 menit, dan

extention 72 °C selama 1 menit, dimana no 3) dilakukan sebanyak 40 siklus. Suhu
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untuk final extention adalah 72 °C selama 10 menit dengan hasil produk PCR 456 bp

pada gel elektroforesis 1,2 % (Lisa FP. NG, et al. 2006).

4.6.3 PCR gen HA virus Al subtipe H5N1

Pelaksanaan PCR terhadap gen HA virus avian influenza ini dilakukan dengan
beberapa pasang primer yang mempertimbangkan kemampuan membaca panjang
nukleotida oleh mesin sekuenser. Gen HA yang memiliki kurang lebih 1700
nukleotida, PCR gen HA menggunakan 4 pasang primer spesifik hasil desain dari

Australian Animal Health Laboratory (AAHL) sebagaimana terlihat dalam Tabel 4.2.

Tabel 4.2. Urutan Nukleotida Primer Specifik untuk PCR Gen HA (AAHL, 2010).

Primer Sekuens Ulkuran (bp)
HA1OF 5 GGCCAGTAGCAAAAGCAGGGGT 3’
HAIOR 5’ CTTCTCCACTATGTAAGACCATTCCGGTACAT 3’ 2
HA20F 5 GTTACTGTTACACATGCCCAAGACATACTG3S’
HA20R 5 AATTGCTGAGTCCCCTITICTTGACAATTTTGT 3” [
HA30F $ CCTATATTTCCGTTGGGACATCAACACTAAY
HA30R 5 CATTTTCCATGAGAACCAGAAGTTCAGCA 3 e
HA40F 5 GAGGGAGGATGGCAGGGAATGGTAGATG ¥ ;

71

HA40R 5" CCAGTAGAAACAAGGGTGTT 3’

Tabel 4.3. Urutan Nukleotida Primer untuk Cycle Sequencing (AAHL, 2010)

MI13F 5" TGT AAA ACG ACGGCC AGT ¥

MI3R 5" CAGGAA ACA GCT ATGACC ¥
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Gambar 4.1. Desain primer untuk amplifikasi/PCR gen HA virus Al subtipe HSN1 (AAHL, 2010).
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Gambar 4.2. Desain primer untuk cycle sequencing gen HA virus Al subtipe HSN1 (AAHL, 2010).

Pelaksanaan One Step PCR untuk gen HA dilakukan dengan cara
mencampurkan ke dalam tabung PCR bahan komponen One Step PCR yang terdiri
dari 2X Reaction Mix 12,5 pl, template RNA (1 pg-1 pg) 2 pl, primer Forward (10
uM) 0,5 ul, primer Reverse (10 uM) 0,5 ul, SuperScript™ Il RT/ Platinum® Taq

High Fidelity Enzyme Mix 1 pl, lalu tambahkan DNAse & RNAse freewater sampai
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25 ul. Kemudian tabung PCR tersebut dimasukkan ke dalam mesin PCR
Thermocycler dengan siklus suhu di program dalam kondisi suhu 1) sintesis cDNA
48°C selama 30 Menit, 2) pre-denaturasi 94 °C selama 2 menit. 3) denaturation 94 °C
selama 30 detik, annealling 50 °C selama 40 detik, dan extention 68 °C selama 40
detik, dimana no 3) dilakukan sebanyak 40 siklus. Subu untuk final extention adalah

68 °C selama 5 menit (FAO, 2010).

4,7 Elektroforesis

Sebanyak Spl DNA hasil PCR ditambah dengan 2 pl Loading Dye Solution,
dimasukkan ke dalam well Agarose LE 1,2 % yang mengandung Red Safe 1mg/ml
untuk proses running. Marker yang digunakan sebagai acuan adalah 1 kb DNA ladder
dengan batas bawah 100 bp dan batas atas 1000 bp. Plat dijalankan dalam kondisi
100 V, 80 mA dalam waktu 30-45 menit. Kemudian gel hasil ¢lektroforesis dibaca

pada Gel Documentation/Transluminator dan didokumentasikan.

4.8 Purifikasi Produk PCR

Purifikasi produk PCR dilakukan dengan menggunakan QlAquick Gel
Extraction Kit, fragmen DNA dari gel agarose dipotong dengan menggunakan scalpel
yang bersih dan tajam. Potongan gel kemudian dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml dan
ditimbang dan selanjutnya ditambahkan 3x volume gel dengan Buffer OG. Tube
berisi potongan gel dan buffer selanjutnya diinkubasi pada suhu 50 °C selama 10
menit pada waterbath. Setelah gel larut sempurna ditambah dengan isopropanol
sebanyak 1x volume gel, kemudian larutan tersebut diamsukkan ke dalam QlAquick

spin column dan disentrifus dengan kecepatan 17.900 ref/g selama 1 menit. Cairan
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pada bagian bawah kemudian dibuang dan selanjutnya ditambahkan 500 ul Buffer
OG ke dalam QIAquick column dan disentrifus dengan kecepatan 17.900 rcf/g
selama 1 menit. Cairan pada bagian bawah kemudian dibuang dan selanjutnya
ditambahkan 750 pul Buffer PE ke dalam QIAquick column dan disentrifus dengan
kecepatan 17.900 rcf/g selama 1 menit. Cairan pada bagian bawah kemudian dibuang
dan disentrifus ulang dengan kecepatan 17.900 rcf/g selama 1 menit. QlAquick
column dimasukkan ke dalam tube 1,5 ml dan ditambahkan Buffer EB sebanyak 30 ul
dibiarkan dahulu selama 3 menit pada suhu ruang, selanjutnya disentrifus dengan

kecepatan 17.900 rcf/g selama 1 menit.

4.9 Sekuensing
Sekuensing nukleotida merupakan teknik yang digunakan untuk menentukan

urntan nukleotida secara langsung dari suatu fragmen DNA. Sekuensing nukleotida

ini dilakukan melalui tiga tahap yaitu :

4.9.1 Cycle Sequencing

Pada tahap ini dilakukan cycle sequencing dengan memasukkan ke dalam tube
PCR ukuran 0,2 ml Big Dye Terminator v3.1 cycle sequencing Kit sebanyak 1,5 ul,
5X Buffer cycle sequencing 9 pl, DNAse & RNAse freewater 6,5 pl, DNA pure 2,5
ul dan primer M13 F atau M13 R sebanyak 1 pl sehingga jumlah volume menjadi 20
pl. Tahapan selanjutnya tube tersebut dimasukkan ke dalam mesin Thermocycler dan
mesin diprogram dalam keadaan suhu initial denaturation 96 °C selama 1 menit, lalu

sebanyak 25 siklus pada 96 °C selama 10 detik, 50 °C selama 5 detik dan 60 °C
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selama 4 menit. Pada tahapan ini dilakukan penambahan Big Dye Terminator v3.1

cycle sequencing yang berfungsi untuk pewarnaan pada produk sekuensing.

4.9.2 Purifikasi Hasil Cycle Sequensing

Purifikasi terhadap hasil cycle sequencing menggunakan Big Dye X
Terminator'™ Purification Kit yang mempunyai dua komponen reagen yaitu X
Terminator yang berfungsi untuk menangkap unincorporated dye terminator yang
ditambahkan pada saat dilakukan cycle sequencing dan SAM™ Solution berfungsi
untuk meningkatkan performa reagen Big Dye X Terminator dan menstabilkan
sampel setelah pemurnian sehingga hasil sekuensing berupa data chromatopherogram
dan urutan nukleotida dapat terbaca dengan jelas. BigDye X Terminator dimix
terlebih dahulu sampai homogen sebelum digunakan, kemudian sampel hasil cycle
sequencing ditambah dengan X Terminator sebanyak 20 pl dan 90 pl SAM Solution
dan dimix selama 30 menit, selanjutnya disentrifus dengan kecepatan 1000 rcf/g

selama 3 menit.

4.9.3 Loading ke Mesin Sekuenser AB 3130 Genetic Analyser

Supernatan hasil purifikasi cycle sequencing diambil sebanyak 13 pl
dimasukkan ke dalam sumuran plat khusus untuk mesin sekuenser. Sekuensing
dilakukan dengan menggunakan mesin sekuenser AB 3130 Genetic Analyser 4
kapiler panjang 50 ¢m dengan kemampuan membaca panjang sekuens sampai 700

nukleotida dan hasil sekuensing berupa data chromatopherogram.
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4.10 Pengolahan Data

Data hasil sekuensing berupa chromatopherogram dalam bentuk ABI file.
Data diubah menjadi bentuk fusta.file (ixt) yang berisi susunan asam nukleat
selanjutnya dilakukan uji Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) untuk
memastikan bahwa sekuens tersebut sesuai dengan target gen HS yang dianalisis.
Hasil sekuensing diolah dengan menggunakan sofiware DNA Star/ Lassergene 8 dan
Mega 5 digunakan untuk assembly dan editing sekuen-sekuen gen HA untuk
menggabungkan dan mendapatkan data hasil sekuensing nukleotida keseluruhan (full

length).

4.11 Analisis Sekuen dan Phylogenetic

Data sekuen DNA hasil assembly yang diperoleh selanjutnaya dilakukan
analisis multiple alignment dengan clustal W diubah ke bentuk mas.file. Analisis data
mas.file didapatkan nilai jarak genetik (distance), nilai homologi, jumlah perbedaan
perubahan asam nukleat dan asam amino yang menyusun gen tersebut, substitusi
asam nukleat dan asam amino serta gambaran pohon kekerabatan dilakukan dengan
menggunakan program software Mega 5. Kalkulasi distance matrix digunakan model
p-distance untuk mendapatkan nilai jarak genetik dan no.of differences untuk
mendapatkan jumlah nukleotida dan asam amino yang mengalami perubahan.
Konstruksi phylogenic tree dianalisis dengan metode Neighbor-Joining menggunakan
model Kimura-2 parameter. Persentase replikasi pohon phylogenic yang membentuk
clade di setiap percabangan diuji menggunakan tes bootstrap 1000 replikasi (Tamura

etal.,2011; WHO, 2008).
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Data pembanding diambil dari sekuen isolat Avian Influenza subtipe H5NI
yang sudah terdaflar di Navional Center for Biotechnology Information

{ncbi/www.ncbi.nlm.gov) yang berada di GenBank.

4.12 Analisis Daerah Antigenik/Antigenic site
Berdasarkan susunan nukleotida dan asam amino selanjutnya dilakukan
analisis asam amino pada daerah antigenik/antigenic site dengan menggunakan

software Mega 5 untuk melihat keragaman asam aminonya.
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4.13 Kerangka Operasional

Ayam kampung dari Lembata, Mataram, Situbondo, dan Sinjai

Virus Avian Influenza

|
A% v

Swab Kloaka Organ (10% PBS ')

I |
N/

TAB SAN 9-10 hari
v

Ekstraksi RNA
A/

identifikasi HSN1

2

PCR gen HA

W

Hasil PCR

\

Purifikasi Hasil PCR

!

Cycle Sequencing

T

Purifikasi Hasil Cycle Sequencing

v

Sequencing

Data Genetik

Analisis urutan nukleotida/asam amino

H5N1 GenBank
|
-
Phylogenic dan Analisis Antigenic site
Kandidat seed vaksin
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BAB 5 HASIL PENELITIAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada sampel yang berasal

dari beberapa daerah di Indonesia menghasilkan hasil sebagai berikut :

5.1 Isolasi Virus

Sampel hasil usapan/swab yang menunjukkan reaksi positip dengan

menggunakan uji reaksi cepat (rapid test antigen) dan organ dari ayam kampung

yang mati dalam kondisi tersangka penyakit flu burung digunakan dalam proses

isolasi virus AL, Pada penelitian ini dilakukan pengambilan sampel di berbagai

daerah yaitu Kabupaten Lembata (Nusa Tenggara Timur), Kota Mataram (Nusa

Tenggara Barat), Kota Situbondo (Jawa Timur) dan Kabupaten Sinjai (Sulawesi

Selatan). Jumlah sampel yang diambil sebanyak 33 sampel swab dan 5 sampel

organ.

Tabel 5.1, Hasil isolasi virus sampel di beberapa daerah di Indonesia

Jumlah Jumlah | Rapid | Rapid | Uji Hasil
Sampel Sampel Test Test PCR Uji
Daerah Swab Organ Swab Swab PCR | Sekuensing

® | o )
Kab. Lembata (Nusa Tenggara Timur) 1 1 1 1
Kot Mataram (MNusa Tenggara Barat) 21 3 1n 10 14 3 3
Kota Situbondo (Jawa Timur) 5 5 5 1 1
Kabupaten Sinjai (Sulawesi Selatarn) 7 1 7 - 8 1 1
Jumlah 33 5 23 10 28 6 6
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5,2. Analisis Hasil Uji Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Hasil seleksi sampel positif dengan uji reaksi cepat (rapid test antigen)
pada swab sejumiah 23 sampel dan 5 sampel organ selanjutnya dilakukan proses
ekstraksi RNA dan dilakukan uji identifikasi dengan Reverse Transcriptase-
Ppolymerase Chain Reaction (RT-PCR) menggunakan primer spesifik HSN1.
Hasil PCR terdapat 6 sampel positif dengan produk PCR 456 bp yang dapat

dilihat pada Gambar 5.1.

M 123 4567

500 bp <« 456bp

Gambar 5.1 Hasil elektroforesis DNA dengan primer spesifik gen HA virus H3N1,
M) Marker, 1)Kontrol positip, 2) Lembata, 3} Mataram-O12, 4) MataramO14,
5) Mataram 020, 6) Sttuboado, 7) Sinjai.

Enam sampel positif yang telah diidentifikasi dengan uji Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) selanjutnya dilakukan
karakaterisasi molekuler terhadap komplet gen HA virus Al subtipe HS5NI
menggunakan empat pasang primer HA10, HA20, HA30 dan HA40. Primer ini
dirancang dengan fragmen bertumpuk (overlap primer) untuk mendapatkan
panjang gen sebanyak 1700 bp. Hasil PCR dengan primer HA10 sebesar 358 bp,
dengan primer HA20 dan HA30 sebesar 740 bp dan dengan primer HA40 sebesar

710 bp. Hasil elektroforesis dapat dilihat pada Gambar 5.2.
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M1 2 3 4 56 M1l 2 3456
A B
700 bp <+ T40bp
700 bp <— T740bp <+— 358bp
<« 358bp
M 1 23 M1234567
C
700 bp

M 1 2 3 4

E
<— T740bp
00bp —# “+— 710bp
358bp —P

Gambar 5.2, A). Hasil elektroforesis DNA
M). Marker 1000 bp, 1).Sinjai FIA10, 2).Sinjai HA20, 3).Sinjai HA30, 4).Lembata HA10,
5). Lembata HA20, 6). Lembata HA30.
B). Hasil elektroforesis DNA
M), Marker 1000 bp, 1) Mataram O12 HA10, 2)MataramO12 HA20, 3) Mataram 012 HA30
4), Mataram O14 HA10, 5).Mataram O14 HA20, 6).Mataram O14 HA30.
C). Hasil elektroforesis DNA
M). Marker 1000 bp, 1).Mataram 020 HA10, 2) Mataram 020 HA20, 3).Mataram 020 HA30.
). Hasil elektroforesis DNA dengan primer HA 40
M).Marker 1000 bp, 1).Kontrol positip, 2).Mataram 012, 3) Mataram 014
4), Mataram 020, 5). Lembata, 6).Situbondo, 7).Sinjai
E). Hasil elektroforesis DNA
M).Marker 1000 bp, 1).Situbondo HA 10, 2).Situbondo HA20, 3).Situbonde HA3G,
4).Situbondo HA40.
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5.3. Sekuensing gen HA virus Avian Influenza

Sekuensing terhadap DNA sampel yang telah mumni dilakukan dengan
bantuan primer M13F dan MI13R dengan tujuan untuk menjangkau seluruh
panjang gen, dengan menggunakan mesin Genetic Analyser AB tipe 3130. Mesin
sekuenser AB 3130 Genetic Analyser ini mempunyai 4 kapiler panjang 50 cm
dengan kemampuan membaca panjang sekuens sampai 700 nukleotida. Hasil
sekuensing berupa data chromatopherogram terlihat pada Lampiran 1-12. Urutan
nukleotida komplet gen HA virus Al subtipe H5N1 yang didapat selanjutnya
dilakukan assembly dan editing dengan sofiware DNASTAR/Lassergene 8 atau
Mega 5 sehingga dihasilkan urutan nukleotida dengan panjang sekitar 1659 bp
(Lampiran 13) yang mengkode 553 asam amino dapat dilihat pada Lampiran 14.
Hasil analisis Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) di GenBank
menunjukkan kesamaan sekitar 97-99 % (Lampiran 15) dan jarak genetik
menggunakan software Mega 5 (Tamura et al., 2011, WHO, 2008) menunjukkan
bahwa keenam isolat HSN1 pada ayam kampung ini memiliki tingkat homologi
nukleotida sebesar 95,2 — 96,1 % dibandingkan dengan isolat pembanding (Tabel
5.3). Keenam isolat memiliki kesamaan genetik yang tinggi antar isolat, yaitu
95,1 - 100 % pada tingkat homologi asam amino, hal ini ditunjukkan pada Tabel

5.4.

5.4 Hasil Analisis Perbedaan dan Homologi Antar Isolat

Analisis homologi dan perbedaan pada nukleotida maupun asam amino
antar isolat dilakukan pada hasil sekuensing komplet gen HA virus Al untuk

melihat adanya mutasi di beberapa regio. Data pembanding yang digunakan
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adalah A/chicken/Legok/2003 (GU052426.1) dan A/chicken/West Java/PWT-

WII/2006 (EU124148.1). Analisis homologi dan perbedaan pada nukleotida

maupun asam amino terhadap gen pengkode HA antar isolat menggunakan

software Mega 5. Hasil analisis dapat dilihat pada Tabel 5.2, 5.3 dan 5.4.

Tabel 5.2 Hasil Analisis Perbedaan Jumlah Nukleotida dan Asam Amino Antar Isolat

Kode

Isolat A B C D E F G H
A 26 21 21 21 23 21 22
B 50 28 26 25 28 26 27
C 76 74 4 4 4 5
D 81 76 24 0 1
E 71 67 12 14 2 3
F 82 79 27 7 17 2 2
G 79 76 24 4 14 3 1
H 81 78 26 6 16 5 2

Keterangan : g Hasil analisis perbedaan jumiah pukleotida antar isolat

Hasil analisis perbedaan jurnlah asam amino antar isolat

moTmEgOWe

. Afchicken/Tegok/2003

: Afchicken/West Java/PWT-WI12006

: Afchicken/Sinjai/Pusvetma/2013

: Afchicken/Situbondo. 1/Pusvetma/2012

. Afchicken/Lembata/Pusveima/2011

- A/chicken/Mataram-012/Pusvetma/201 1
. Alchicken/Mataram-014/Pusvetma/2011
. Alchicken/Mataram-020/Pusvetma/2011

Tabel 5.3 Hasil Analisis Perbedaan dan Homologi Nukleotida Antar Isolat ( x100 %)

Kode

Esolat A B C D E F G H
A 0,971 | 0,955 | 0952% { 0,958 [ 0,452* | 0,954 | 0,952*
B 0,029 0,957 | 0955 | - *| 0954 | 0955 @ 0954
C 0,045 | 0,043 0986 | 0993t 0984 | 098 | 0985
b 0,048 | 0,045 | 0,014 0,992 | 0,99 | 0,998 | 0,996
E 0,042 | 0,039 | 0,007 | 0,008 0,990 | 0,992 | 0,991
F 0,048 | 0,046 | 0016 | 0004 | 0010 0,998 | 0,997
G 0,046 ] 0,045 | 0,014 | 0002 | 0,008 | 0,002 0,999
H 0,048 | 0046 | 0015 ] 0,004 { 0009 | 0003 | 0,001

Keterangan : 0.952* adalah homologi nukleotida terkecil dibandingkan dengan isolat pembanding
* adalah homologi nuklectida terbesar dibandingkan dengan isolat pembanding
L3  Hasil analisis perbedaan mukleotida antar isolat

3 Hasil analisis homologi nukleotida antar isolat
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Tabel 5.4 Hasil Analisis Perbedaan dan Homologi Asam Amino Antar Isolat ( x100%)

Kode

Isolat A B C D E F G H
A 0,954 | 0563 | 0963 [ 0963 | 0959 | 0,963 | 0,961
B 0,046 0,951* | 0954 | 0956 | 0951* | 0,954 | 0,952
C 0,037 | 0,045 0,993 1 0993 [ 0589 | 05993 | 0,991
b 0,037 | 0,046 | 0,007 0,996 | 0,99 * | 0,598
E 0,037 | 0,044 | 0,007 | 0,004 0,993 | 0,99 | 0,993
F 0,041 | 0,049 1 0011 [ 0,004 | 0,007 0,996 | 0,996
G 0,037 | 046 | 0,007 | 0000 [ 0004 | 0,004 0,998
H 0,039 | 0,048 | 0,009 | 0,002 | 0005 | 0004 | 0,002

Keterapgan : (.951* adalah homologi asam amino terkecil antar isolat
adalah homologi asam amino terbesar antar isolat

O Hasil analisis perbedaan asam amino antar isolat
T3 Hasil analisis homologi 2sam amino antar isolat

5.5 Hasil Analisis Asam Amino pada Daerah Antigenik/Antigenic Site

Untuk mengetahui sifat antigenesitas maka dilakukan analisis
antigenesitas di daerah antigenik menggunakan soffware Mega 5 dibandingkan
dengan isolat virus Al yang digunakan sebagai seed vaksin di Indonesia yaitu
A/chicken/Legok/2003 dan A/chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 serta nenek
moyang isolat virus Al yaitu A/Goose/Guandong/1/1996.

Tabel 5.5 Perbedaan Asam Amino pada Daerah Antigenik

Isolat Posisi Asam Amino Antigenic Site

53 | 115 ] 124 | 126 | 138 140 | 141 185 189
A/Goose/Guandong/1/1996 R Q N N H R S A K
A/chicken/Legok/2003 R | Q D E Q K 5 A R
Alchicken/West Java/PWT-W1J/2006 R R D E L s P E R
A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 K| Q D E L S P A M
Afchicken/Mataram Q20/Pusvetrna/2011 K!{Q D E L S P A M
Aflchicken/Mataram O14/Pusvetma/2011 K| Q D E L S P A M
A/chicken/Mataram Q12/Pusvetma/2011 K| Q D E L S P A M
AJchicken/Situbondo/Pusvetma/2012 K Q D E L s P A M
A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013 K| Q N E L S p A M

Keterangan : R (Arginine), K (Lysine), Q (Glutamine), N (Aspargine), D (Aspartic acid), E (Glutamic acid),
H (Histidine), L (Leucine), S (Serine), P (Proline), A {(Alanine), M (Methioninc).
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5.6 Hasil Analisis Phylogenic tree
Pohon phyilogenic diroot-kan pada A/goose/ Guangdong/1/1996 (H5N1).

Keenam isolat dari ayam kampung diberi wama biru, sedangkan isolat
pembanding A/chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 sebagai seed vaksin yang
beredar pada saat ini dan A/chicken/Legok/2003 yang dianggap sebagai virus Al
pertama di Indonesia diberi warna merah. Ketujuh isolat dari itik diberi warna
hijau merupakan isolat dengan clade baru di Indonesia yaitu 2.3.2.1, virus ini
menyerang unggas air terutama itik muda (Gambar 5.3). Analisis phyilogenetic
dan keragaman genetik dengan menggunakan sofiware Mega 5 menunjukkan
bahwa rata-rata jarak pasangan nukleotida antar sesama isolat ayam kampung
adalah 0.78 % yang berarti bahwa keenam isolat dari kasus ayam kampung ini

masih berada dalam satu grup dalam clade 2.1.3.2.
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A/Goose/Guangdong/1/06 (HSN1)  Clade 0
sar— @ Atchicken/Mataram-012/Pusvetma/2011

o4 | @ Alchicken/Mataram-020/Pusvetma/20t1
10| | @ AschickenMataram <1 4/Pusvetmal2011
@ A/chickeniSitubondo. 1/Pusvelma/2012
@ Alchicken/Lembata/Pusvetmal2011
—— @ Alchicken/SinjailPusvetmal2013
A/Muscow duck/West Java/Bks3/2007(HSNT)

- --- [l A’Chicken/West Java/PWT-WI 2008 (HSN1)
Alchicken/Tabanan/BBYID-338/ 2007(HSN1)
AlChicken/\West Jawa/ TASIKSOLI2006(HSNT)
Alchicker/SouthKaimantar/UIT521/2010 (HSN1)
Alchicken/CantralJave/UTS61/2010(HEN1)
—16‘ Afchicken/Eastlava/LUTS51/201O(HSN1)
Afchicken/Rlaw/ UTS3172010(HSN1)
Aindonesia/S/2005(HSN1)
Aflndanesia/7/2005(H5N1} 3

A/Chicken/Sembawa/BPPV-IL2005(HEN1)
_[lj Alchicken/inhw/BPPVRIV200T(HENT)  |Clade 2.1.3.2
84 Adchicken/PesseVBPPVRIV2007(HSN1)

a0 ENGickoNlndomsiﬂWmim {H5N1) —|cm1. 2434
AlMuscow duck/West Jmva/SgrCw/2005 (H5N1) | o
Alchicken'Sulawes| SelataryUT20932005 (HSN1) 7
‘*i—  AlchickenEastKalimentan/UTS81/2010(HSN1) icu. 2.4.34
100 % Alchicken/E astalimantan/UTSE2/2010(H5N1) |
Alchicken/Banten/Pdgl-Kas/2004(HSN1)
8 AMuscow duck/Jekarta/DKHUWIL2004 (HSN1)
% {NcmckenfDali Serdang/BPPVY 2005 (HEN1) W
\

Mchicken/Tabing Tinggi BPPVI2005 (HSN1)
Allndonesia/CDCS4/2008(HSN1)
AlindonesiatCDCSE5/2006HSN1)
oo| i

Alindonesia/CDCS06/2006(HEN1) |

Achicke/BuekngBBVD SIS007HENY) |
8 2.1,
100 L Alchicken/Denpasar/BBVD-580/2007(H5N1)

- [l Achicken/Legok/2003 (H5Nt)
I— Alchicken/West Java/1074/2003 (HSN1)

Clada 2.1.2

100 |

:|Cludu 2.4.%

_gg{:—_Nmuscuvy duck/Vietnam/LBM14/2011 (HENT1) }CI ‘
ade
Almuscow duck/Vietnam/LBM280Y2012(HSN1)

¢ BUER T

CiE

2

Ciade 2.1.3.2

Arduck/VietnanVOIE-3002/20T1(HSN1)  Clade 1.4
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Clade 2.1.3

Clade 2.1

234

Clads 2.3
Clade 2.3.21

Gambar 5.3. Hasil analisis phylogenic tree Isolat Sinjai, Situbondo, Lembata, Mataram 012, Mataram O14

dan Mataram Q20 dengan metode Neighbor-Joining model Kimura-2 parameter.
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BAB 6 PEMBAHASAN

Virus Al yang beredar pada saat ini dikhawatirkan lebih berbahaya
dibandingkan dengan sebelumnya, karena karakter dasar virus Al yang mudah
mengalami mutasi. Berdasarkan sifat virus Al tersebut maka perlu dilakukan
pemilihan seed vaksin yang akan digunakan mempunyai homologi genetik dan
antigenik dengan virus lapang sehingga penelitian terhadap pemilihan seed vaksin

sangat diperiukan.

Sebanyak 33 sampel swab yang diduga positip terhadap virus Al subtipe
H5N1 menunjukkan reaksi positip dengan uji reaksi cepat (rapid test antigen) dan
hanya 1 sampel positip dengan uji identifikasi dengan RT-PCR menggunakan
primer gen HA virus AT subtipe HSN1. Hal ini kemungkinan disebabkan karena
uji reaksi cepat (rapid test antigen) yang digunakan hanya sebagai screening test
terhadap Influenza A dimana tidak spesifik untuk virus Al subtipe HSNI.
Sedangkan pada 5 sampel organ dari ayam kampung yang mati dalam kondisi
tersangka penyakit flu burung semua sampel menunjukkan hasil positip dengan
uji identifikasi dengan RT-PCR menggunakan primer spesifik virus Al subtipe
H5N1. Produk PCR pada uji identifikasi ini sebesar 456 bp dan hasil
elektroforesis DNA dapat dilihat pada Gambar 5.1 sesuai dengan Lisa, ef al. 2006.
Sementara hasil uji karakaterisasi molekuler terhadap komplet (whole) gen HA
virus Al subtipe H5N1 dengan uji Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) menggunakan primer HA10, HA20. HA30 dan HA40 yang
dirancang dengan fragmen bertumpuk (overlap primer) untuk mendapatkan
panjang gen sekitar 1700 bp sehingga dapat tercakup seluruh daerah komplet gen
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HA. Primer yang digunakan hasil rancangan Awstralian Animal Health
Laboratory (AAHL). Amplifikasi DNA dengan primer HA10 didapatkan produk
PCR sebesar 358 bp, dengan primer HA20 didapatkan produk PCR sebesar 740
bp, dengan primer HA30 didapatkan produk PCR sebesar 740 bp dan dengan
primer HA40 didapatkan produk PCR sebesar 710 bp yang dapat dilihat pada

Gambar 5.2.

Hasil sekuen DNA komplet gen HA dari keenam isolat menunjukkan
bahwa ORF (Open Reading Frame) adalah 1659 bp yang mengkode 553 asam
amino. Sementara hasil analisis Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) di
GenBank menunjukkan bahwa keenam isolat tersebut adalah H5N1 dengan
presentase kesamaan dengan isolat yang berada di GenBank sebesar 97 - 99 %
terlihat pada Lampiran 15 dan jarak genetik menggunakan soffware Mega 5
(Tamura et al, 2011) menunjukkan bahwa keenam isolat H5N1 pada ayam
kampung ini memiliki tingkat homologi nukleotida sebesar 95,2 — 96,1 %
dibandingkan dengan isolat pembanding (Tabel 5.3) dan rata-rata jarak pasangan
nukleotida antar sesama isolat adalah 0,78 % yang berarti bahwa keenam isolat
dari kasus ayam kampung ini masih berada dalam satu grup clade 2.1.3.2.
Menurut WHO/OIE/FAO H5N1 Evolution Working Group (WHO,2008; WHO,
2012) ketentuan klasifikasi HSN1 clade adalah : 1) Digolongkan sebuah clade
baru jika memiliki rata-rata persentase jarak pasangan nukleotida antar spesies
(average pairwise distance) lebih dari 1.5% dani clade yang telah ada dan
terdefinisi sebelumnya, 2) Hasil analisis phylogenetic dan keragaman HA
sequence menunjukkan sharing common ancestral node dengan nilai bootstrap >

60% (1000 Neighbour-Joining bootstrap replicates). Keenam isolat memiliki
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kesamaan genetik yang tinggi antar isolat, yaitu 95,1 - 100 % pada tingkat

homologi asam amino, hal ini ditunjukkan pada Tabel 5.4.

Hasil analisis sekuen DNA pada kompelet gen HA menunjukkan adanya
dari heterogenitas nukleotida dan asam aminonya yang dibandingkan dengan
A/chicken/Legok/2003 yang dianggap virus Al pertama di Indonesia dan
A/chicken/West Java/PWT-WI1J/2006 merupakan isolat yang digunakan sebagai
master seed vaksin sesuai dengan Surat Edaran Menteri Pertanian Republik
Indonesia No. 3345/kpts/LB450/7/2011 tentang Ketentuan Peredaran Vaksin
Avian Influenza (Al) di Indonesia pada tanggal 13 Juli 2011. Adapun perbedaan
jumlah nukleotida dan asam amino dapat dilihat pada Tabel 5.2, pada tabel ini
terlihat perbedaan jumlah nukletida terbesar sebanyak 82 bp pada isolat
Afchicken/Mataram O12/Pusvetma/2011  dengan A/chicken/ Legok /2003
sedangkan perbedaan jumlah asam amino sebanyak 23, sedangkan dengan
A/Chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 berbeda sebanyak 79 bp, jumlah asam
amino yang berbeda sebanyak 28. Perbedaan jumlah nukleotida terkecil terdapat
pada A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 dengan A/chicken/Legok/2003 dengan
sebanyak 71 bp, dan perbedaan asam amino sebanyak 21, sedangkan
A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 dengan A/Chicken/West Java/PWT-
WIJ/2006 mempunyai perbedaan jumlah nukleotida sebanyak 67 bp, dan

perbedan asam amino sebanyak 25.

Prosentase perbedaan nukletida terbesar terjadi antara
A/chicken/Legok/2003 dengan A/chicken/Situbondo/Pusvetma/2012,

A/chicken/Mataram 012/Pusvetma/2011 dan A/chicken/Mataram

020/Pusvetma/2011 sebesar 4.8 %, sedangkan perbedaan terkecil dengan
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A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 sebesar 4,2 %. Sedangkan perbedaan terbesar
antara isolat A/Chicken/West Java/PWT-WI1J/2006 yang digunakan oleh
pemerintah Indonesia sebagai seed vaksin Al terlihat dengan isolat
A/chicken/Mataram 012/Pusvetma/2011 dan A/chicken/Mataram
020/Pusvetma/2011 sebesar yaitu 4,6 %, sedangkan perbedaan terkecil dengan

A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 sebesar 3,9 % (Tabel 5.3).

Hasil analisis homologi nukleotida antar isolat dapat dilihat pada Tabel
5.3, menunjukkan homologi terkecil antara A/chicken/Legok/2003 dengan
A/chicken/Mataram 020/Pusvetma/2011, A/chicken/Mataram
012/Pusvetma/2011 dan A/chicken/Situbondo/ Pusvetma/2012 sebesar 95,2 %,
sedangkan homologi nukleotida terbesar dengan
A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 sebesar 95,8 %. Homologi nukleotida
terkecil antara A/Chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 terjadi  dengan
A/chicken/Mataram 020/Pusvetma/2011 sebesar 95,4 % dan A/chicken/Mataram
O12/Pusvetma/2011 sebesar 954 %, dan homologi terbesar dengan

A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011 sebesar 96,1 %.

Hasil analisis perbedaan asam amino dapat dilihat pada Tabel 5.4.
Perbedaan terbesar terdapat pada isolat  A/chicken/Legok/2003 dengan
A/chicken/Mataram O12/Pusvetma/2011 sebesar 4,1 %. Perbedaan terbesar
antara A/Chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 dengan A/chicken/Mataram
012/Pusvetma/2011 dan A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013 sebesar 4,9 %, dan
perbedaan asam amino terkecil dengan A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011
sebesar 4,4 %. Hasil analisis homologi asam amino antar isolat terbesar terdapat

pada A/chicken/Legok/2003 dengan A/chicken/Mataram O14/Pusvetma/2011,
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A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011, A/chicken/Situbondo/Pusvetma/2012, dan
isolat A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013 sebesar 96,3 %, dan homologi terkecil
dengan A/chicken/Mataram O12/Pusvetma/2011 sebesar 959 %.  Analisis
homologi asam amino antara A/Chicken/West Java/PWT-WI1J/2006 dengan
AJchicken/Lembata/Pusvetma/2011 mempunyai homologi asam amino terbesar
yaitu 95,6 %, sedangkan antara A/Chicken/West Java/PWT-WI1J/2006 dengan
A/chicken/Mataram O12/Pusvetma/2011 dan A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013

mempunyai homologi terkecil sebesar 95,1 %. Sedangkan homologi asam amino

terbesar antar isolat sebesar 100% terdapat antara
A/chicken/Situbondo/Pusvetma/2012 dengan A/chicken/Mataram
014/Pusvetma/2011.

Perbedaan nukleotida dan asam amino di atas disebabkan oleh terjadinya
perubahan-perubahan pada nukleotida dan menyebabkan terjadinya substistusi
sinonim maupun substitusi nonsinonim. Pada substistusi sinonim terjadi
perubahan nukleotida tidak diikuti perubahan ekspresi asam amino, substistusi ini
menyebabkan kodon bias sehingga tidak mengubah fenotip produk ekspresi asam
amino (Wu and Freeland, 2005), sedangkan substitusi nonsinonim adalah
perubahan nukleotida yang diikuti perubahan ekspresi asam amino. Substitusi
nonsinonim ini hanya terjadi pada bagian tertentu dari gen yang mengalami
tekanan, semakin besar tekanan yang dialami oleh gen maka akan semakin tinggi
tingkat substitusinya. Adanya tekanan seleksi yang tinggi akan menyebabkan
varian dengan afektifitas yang tinggi (Plotkin and Dushoff, 2003). Adaptasi
terhadap tekanan akibat pengaruh lingkungan maupun imun dari hospes dilakukan

oleh virus Al untuk menghindar dari netralisasi antibodi dan sel T sititoksik.
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Antibodi netralisasi terhadap protein HA bersifat protektif melawan infeksi,
sehingga protein ini paling tinggi mengalami tekanan imun dibandingkan protein
internal (Berkhoff et al, 2005). Mekanisme virus Al untuk menghindar dari
tekanan akibat pengaruh lingkungan maupun imun dari hospes merupakan
tekanan untuk mutasi secara gradual sehingga muncul strain-strain baru yang
secara imunologik berbeda sehingga menyebabkan antigenic drift (Smith et al,

2004).

Hasil analisis asam amino pada daerah antigenik menunjukkan beberapa
perubahan asam amino antara A/Chicken/West Java/PWT-WI1J/2006 dengan
keenam isolat sampel penelitian, hal ini terlihat pada Tabel 5.6, dimana terjadi
perubahan asam amino 53R —»K (Arginine menjadi Lysine), 115R — Q
(Arginine menjadi Glutamine), 124 D —» N (Aspartic acid menjadi Aspargine)
perubahan pada posisi asam amino 124 ini hanya terjadi pada daerah antigenik
pada isolat A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013. Perubahan asam amino juga terjadi
pada posisi 185E —» A (Glutamic acid menjadi Alanine) dan 189R — M
(Arginine menjadi Methionine).  Variasi antigenik akibat adanya mutasi
disebabkan karena adanya kumpulan perubahan pada RNA virus. Perubahan
asam amino (substitusi asam amino) pada daerah antigenik merupakan salah satu
pendorong terjadinya evolusi pada gen haemaglutinin, hal ini sesuai dengan
pendapat Shih ez al., 2007. Menurut pendapat Plotkin and Dushoff t, 2003; Smith
et al., 2004 dan Campitelli ef al., 2006 bahwa perubahan asam amino yang terjadi
pada daerah antigenik tersebut merupakan seleksi positip, seleksi ini disebabkan
oleh tekanan seleksi untuk menghindar dari respon imun hospes, termasuk

menghindar dari pengenalan antibodi akibat vaksinasi. Pada hasil penelitian im,
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perubahan asam amino yang terjadi kemungkinan akibat dari pengaruh
lingkungan, bukan pengaruh dari vaksinasi karena sampel yang diambil berasal
dari ayam kampung yang tidak pernah dilakukan vaksinasi.

Vaksinasi dan adaptasi virus ke sel hospes merupakan salah satu penyebab
peningkatan antigenic drifi. Pada posisi asam amino 138 dan 140 tidak
mengalami perubahan apabila dibandingkan dengan A/Chicken/West Java/PWT-
WIJ/2006 yang digunakan sebagai seed vaksin sehingga sifat antigenesitas virus
tidak berubah. Posisi asam amino 138 dan 140 sangat berpengaruh dalam
spesifisitas karbohidrat molekul gen HA  sehingga mempengaruhi sifat
antigenesitas virus, hal ini sesuai dengan pendapat Duvvuri ef /., 2009,

Untuk mengetahui asal virus dan klasifikasi virus (clade dan subclade),
serta untuk mengetahui hubungan kekerabatan dengan virus lain dengan subtipe
yang sama maka dilakukan analisis piylogenetic. Virus Avian Influenza (VAI)
subtipe HSN1 dari berbagai negara, secara phylogenetic terpisah menjadi 2 clade.
Clade 1 adalah virus yang diisolasi pada unggas dan manusia di Kamboja,
Thailand, Vietnam, Laos, Korea Selatan, dan Jepang tahun 2003-2004. Clade 2
terbagi menjadi 3 subclade. Subclade 1 adalah virus dari Indonesia tahun 2004-
2006 dan isolat Hongkong tahun 2003. Subclade 2 adalah isolat virus dari Rusia,
Turki, dan Timur Tengah tahun 2005-2006. Subclade 3 adalah isolat dari Laos,
Thailand, Kamboja, dan Vietnam tahun 2005-2006 (WHO, 2005; Webster and
Govorkova, 2006). Menurut klasifikasi WHO/OIE/FAO, semua virus H5SN1 yang
diisolasi dari unggas dan manusia di Indonesia termasuk dalam clade 2.1.  Pohon
phylogenic diroot-kan pada A/goose/ Guangdong/1/1996 (H5N1) terlihat pada

Gambar 5.7. Hasil analisis phylogenetic dan keragaman genetik dengan
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menggunakan software Mega 5 menunjukkan bahwa pada phylogenic tree dari
gen HA isolat A/chicken/Lembata/Pusvetma/2011,  A/chicken/Mataram
012/Pusvetma/2011, A/chicken/Mataram 014/Pusvetma/2011,
A/chicken/Mataram 020/Pusvetma/2011, A/chicken/Situbondo/Pusvetma/2012
dan A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013 termasuk dalam clade 2.1.3.2 dimana
mempunyai kedekatan kekerabatan dengan A/Chicken/West Java/PWT-WLJ/2006
sebagai seed vaksin yang beredar pada saat ini sesuai dengan peraturan
pemerintah.  Sedangkan dengan A/chicken/Legok/2003 yang termasuk dalam
clade 2.1.1 terlihat jauh perbedaan kekerabatannya, hal! ini menunjukkan bahwa
keenam isolat tersebut mempunyai kemiripan sifat molekuler dengan
A/Chicken/West Java/PWT-WIJ/2006 sehingga dapat digunakan sebagai kandidat
seed vaksin berdasarkan karakaterisasi molekuler yang telah dilakukan. Menurut
Webster and Govorkova, 2006 menyebutkan bahwa virus Al dalam clade maupun
subclade yang berbeda mempunyai perbedaan pada struktur antigenik, sehingga
setiap clade atau subclade memerlukan vaksin yang berbeda. Berdasarkan lokasi
penyebarannya virus Al di Indonesia dimasukkan ke dalam 3 grup yaitu grup A, B
dan C. Grup A mewakili virus yang ada di Jawa, Nusa Tenggara dan Sulawesi.
Grup B mewakili virus Jawa, Bali, Flores dan Nusa Tenggara. Grup C mewakili
virus dari Jawa, Sumatera dan Bangka. Keenam isolat penelitian tersebut
termasuk dalam grup A. Penyebaran virus ini kemungkinan karena pola

transportasi unggas pembawa virus yang tanpa kontrol.
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BAB 7

KESIMPULAN
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BAB 7 KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan analisa data di atas maka dapat diambil

kesimpulan dan saran sebagai berikut :

1. Heterogenitas asam amino terlihat dengan adanya beberapa perbedaan
pada asam amino antar isolat yaitu sebesar 0 - 4,9 % dan homologi sebesar
95,1 - 100%.

2. Variasi genetik ditemukan pada daerah antigenik dengan adanya beberapa
substitusi asam amino pada posisi 53 (R53K), 115 (R115Q), 124 (D124N),
185 (E185A) dan 189 (R189M). Pada posisi asam amino 138 dan 140
tidak mengalami perubahan apabila dibandingkan dengan A/Chicken/West
Java/PWT-WI1J/2006 yang digunakan sebagai seed vaksin sehingga sifat
antigenesitas keenam isolat virus tidak berubah.

3. Hasil analisis terhadap pohon phylogenic menunjukkan bahwa keenam
isolat mempunyai hubungan kekerabatan dengan virus lain di Indonesia
dan rata-rata jarak pasangan nukleotida antar sesama isolat adalah 0,78 %
yang berarti bahwa keenam isolat dari kasus ayam kampung ini masih
berada dalam satu grup clade 2.1.3.2. Keenam isolat yaitu
A/chicken/Lembata/ Pusvetma/2011, A/chicken/Mataram
012/Pusvetma/2011, A/chicken/Mataram 014/Pusvetma/2011,
A/chicken/Mataram 020/Pusvetma/2011, A/chicken/Situbondo/
Pusvetma/2012  dan  A/chicken/Sinjai/Pusvetma/2013  mempunyai

kedekatan kekerabatan dengan A/Chicken/West Java/PWT-WIJ/2006
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sebagai seed vaksin yang beredar pada saat ini sehingga keenam isolat
tersebut dapat digunakan sebagai kandidat seed vaksin berdasarkan

karakterisasi molekuler yang telah dilakukan.

7.2 Saran
Berdasarkan hasil penelitian kesimpulan diatas maka saran yang dapat diberikan

adalah :

1. Perlu dilakukan uji reaktivitas terhadap keenam isolat tersebut untuk
menentukan kelayakan sebagai kandidat seed vaksin, seperti uji tantang
(challenge test) untuk mengetahui proteksinya terhadap isolat virus
lapangan.

2. Secara terus menerus perlu dilakukan evaluasi terhadap seed vaksin yang
digunakan pada produksi vaksin yang beredar di Indonesia.

3. Peningkatan upaya pencegahan penyebaran virus Al di Indonesia dengan
adanya penyuluhan-penyuluhan terhadap masyarakat dan monitoring

terhadap transportasi unggas.
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HI!Hi!lH!Iii!iii!l1!!HHI!HHHHH‘H!'I!!iHiIi!IiHE!HIHI'HHHa!Hlllill!!llli!!l
ATAGAGAAT TTAAACA LG AAGAT GG AABACGRBTTTCTAGATGTTTEGACTTATAATGCAGAACT TCTAGTTCTCATGGAAAATGAGLGAALT
"wo 200 F3li) . 20 230 240 250 260 270

l!!iIHHili*iiIIHHIHUl!’!l!!iHiHE!l!:illHlHlHB![I‘I !III!HII!HHIHIIHHUHEHI
CTAGACTTTCATAACTCAAMATGT TAAGRACC TCTATGACAAGGTCCGACTACAGCTCAGEGATAATGCAAABGAGCTGGGTAACGGT TGTTT
280 200 300 310 aze 30 340 50 380 7o

STASAREGTANEARNARARERNA SATEL FNE S TEARA REARZARCISLACSEANLARARARS AR RENIEIRRASS S A SA SR A SARS NN

'HHIHHIHI[HHH‘H!!HI“!H|IHE!|‘!””|Hll'!ii”l“iill!lli?’ilIHHHHHHHHH

CGAGTTCTATCACAAATGTGAT AATBAATGT ATGBAAAGT ATAAGGAACGGAACATACAAGTAT COBCARTAT TCAGAABAAGCAABAT TAA
38z %0 a0 atp a2 430 440 450 480

1 u Jyfr 3 p PN e
II!'IEI!!HHIH!!I!EHIH!!|!!'$I!!Hl!!1§!IHU!I!]iII!i!liH!I!HHHI!IH;IIH]HHH!I!
AAAGABAGGAAATAAGTGGGOTAAAGT TGRALTCAATAGGAACTTACCAAATACTGTICAATTTACTCAACARTARLGARTTCCCTAGLACTG

470 480 490 500 §10 520 530 540 550

‘E”‘“HH”I”H“?H“” !!HHH“H“HHH!IHEH”I”H”!:“HHFHHHHHHHHI
GCAATCATGATABGTGGTCTATCTTTATGGATGTGETCCAATGEATCGC TACAATGCAGAATT TBCATTTARAT T TGTGAGTTCAGATTE
s60 570 580 50 00 10 620 830 840

Ao AN A e D A DAV A e BN DV A 2

RN R AN S A R NN AT IO oai b
TABTTAAAAACACCCTTATTTCTACTGOTCATANNNNN NNHNNNNNN N GG NaA
850 L] &0 880 &0

Vo eyl e Meps
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lat Lembata dengan primer Reverse

ing iso

Lampiran 2, Hasil sekuens

Geospiza

WIWW. Zeaspiza.cont

File: 2013-04-65_A1_Lembata_HAL10_R_002.ab1

=226,C=2M.G=HM2 T=34§
Mairix; n/a
Direction: Native

Signal Swrengths: A
Lanc'Cap#: 2

KB_3130_POP?_BDTv3.mob

Lembata_HA10_R

Spacing: 12.8068
Comment: n‘a

Maobility:

Sample Name: Al

TTTTACAA GC

TG BE6ABCGATTTTTAATA A GBECGT &

CTGG &£ GTT C B TAT CCGCTTGTTTT

B.n .
BCTCTTTTAAAA

110

70

200

17

P}

260

220

210

A

i
[
g
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Lanjutan Lampiran 2.
) W
File: 2013-04-09_Al_Lembata_HA20_R_004.sb1 Geospiza
\I'\l‘M'.g(.'ﬂsszﬂ. (4200
Sample Name: Al_Lembata_HA20_R Signal Strengths: A =261, C =208, G =291, T=1322
Mobility: KB 3130 POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: 4
Spacing; 13.32%6 Matrix: n/a
Comment: n/a Direction: Native

....... s 1. Hz!iimmsxumllf-

: i WAl u i, ‘ Pl L _
w.mm_m.__—____—_—___.uu______._-___—
ey PLETERITREE T IIT R A BE HH!H‘HlI!HHIIIHE!HHHIHHH:HH” LI RER AR
ACTCCATECT TCOACTT TGCCCGT TTACT TTBGAT CTAGTAGCTATT TTTBOTACCAATCTCTGATTTAGTGTTGATGTCCCAATAG AAATA
100 o 120 136 140 150 160 170 180

3 ] A P Ll Lo

5!55!!?EIHI!!!!!U!HI!‘IH!HHH!il!!HI’IIHn!!H”ilH!i!!ll‘ha!!lfﬂ!a“ll!l!!!?!lsil

TAGGTGGETTGGGTTTTGATATAGCATTRTCTGCTCTGCCTCATTAT TAGGATGGTGAATTCCCCACAGTATCALALGATCTTICTTRGTTAGT
190 200 210 220 X 240 250 280 270

HIH'Il!l!!!!H!I!!!I'II!!HEHIHHHHE! !'I!E!H!I!!!'!!t!!l!!ulf!!iIHSHE!E*H'IIil!ll
ATTGTTGTAGGT TTTIGT TTATTQT TGGBGTATGTACTGT TCT T TTTGATAAGCCAT ACCACAT TTETGARARAGEABGRACTTCCCABBTATA
280 0 00 310 220 330 30 %0 380

Ppsrl it bisis e e it s D DERER DR R n e i e I DO R RRT R R VB T
GACATGETGABCTCACTCE TRATBATGCTTCATBAT CBGACCAABALCTTTTGGEATGATCTBAATTTTCTCARAATGBTTTATTCTGETE
o 380 0 400 410 420 430 440 450

Do
N

!i:hiliH!!i;i!l!ihzhu |i1!!i'!i!'t|“l”il:hinnHiE‘lHi'H!I”hxh!’ls:snl.h;s
AATAGGTGTTTCAGTTCT’CATAGTCGTTGAAACTTCC*GGG?AACAGAGGTCATTGGTTGGATTGGCCTTCTCCACTATGT&AGACCA
460 470 480 490 500 540 520 530 540 550

IEEEIH!HIIIHIIH BRI NI I D T A LI R R A E R I

Yodtirs,,sttans
CTGGTLCATTBATGAAT TCGTCACACAT TEEAT TCECGEAGBABCCATCCABCTACACTGCAATCTT TTAAART TAGAGBCTTCACTCCATE
560 570 880 0 600 810 620 630 80

NI TN R R R R R A I R R R R A T T A R R S SN R TR E e
TAGQTCGC'\GAGCTTCCCGTTGTGTGTCT TCTCCAGTATGTCT TGEGCATATRTAACACTBGCCGT L TTGTAC AAA A M
850 &80 670 880 =] 700 Eall] TN
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Lanjutan Lampiran 2.

File: 2013-04-05_Al_Lembata_HA38_R_004.ab1 Geosp‘“'ia
WHH gea.vptza. com
Sample Name: Al_Lembata_HA3 R Signal Strengths: A=63,C=67.G=61,T=93
Mobitity: KB 3130 POP7_BDTvimob Lane/Cap#: 4
Spacing: 12.8995 Matrix: n/a
Cominent: n‘a Direction: Native

Ctderaeb dr e UERE L e RERER R N e
MA TTaB CA TTAT -‘»AGTCCAACATCTAGA-\»\TCCGTCTTCO«TTTTCTTGTTTAAATTCTCTATTCTCCTT CTAAGTTATGAATTT CaG
%0

AT rrer g.._.a..ilmIIH!H!IHIIEIH!HHH CETELLLILEL

AT G nmAG'GGnCGTCGTT TTRCAAAACT GGCCGTC-\TTTTACAAGACC"TATTGGTOACTCCATC TATTBCCTTTTGAGTAGATTCTYTIGTC

140 150 186 170 130

L.

h\ h“ i'll .ll;iuﬂ s\ 1 i m.’) ”l I

FilEES |!|HF!EI!§H!!“!!H“HFHI|HH!Hl!!?!l]!“!HHHH“HH!!HH“H”H””!H””
TACAGCGTATCCACTCECC TGETCATTOC TATGGTGRTACCCATACCAACCA TCTACCAT TCCCTGCCATCCTCCCTETATALAMCCTGETAT,
190 200 210 220 230 0 250 260 270

f
: . ol . SRR JH | RN X
!l!iiil!iilll%l! it iillli iIHlllliiilii!'liHiHi]!!ll!HI!IIfHH!!IIH!!IHH!!“HHHHI
ABCTCCAAATABACCTCTCTTTTTCCTICTGETCTCTCTTTGAGOACTGTTTCTGAGCCCTATTECTAAGACTAATCTGTTTRATTTCACATA
Fod 2% 300 30 320 330 kL 30 380 37

|’!HH|'!H””H'HF”“HIEHH‘HHH!HH!I“I!!]’”IUH!“Ii!ilfili'!!!l”i!llIl”i!
TTTBGGGCATTCOCCAATGETGATAGGATGTATGT TATGGAATOBCATACTABAGT TTATCGC TCCCAT TEGGAGT TTBACAC TTGGTGTT G
a0 %0 00 410 420 0 410 a0 )

! L : ! i Sy P K| 4 i
i“”illill”r!!!lHFH'H“HHHI“HHIH!!UH”!I H'!NHHi”“!!l!l”]“!!“!”
ACCATATTCCAAT TEACT TTTCATAATTGETGABTCCECTTTCTTGACAAT T TTGTATOLATATT CTGAAGCAATGAAGTTTCCATT
470 480 am 500 510 520 53 540 550

ot

y v, ;i ; IRE i ; P\ i A e ANGS A an A

R RN R R RN RN R R AR R R L A R R LA R RN R LSRR RN R AR LR RN R Ry

..\cTcrcsaaeﬂemTscﬂcﬂﬂomrcnun*erccammmmcchcc'=CCACT TGCCCGTTTACTTTGGATCTAGT 4GC
560 570 580 500 800 &0 620 &0 &0

N WA A N ‘-="f'-mm-mmm\wwﬂwv\_fw{fmw-;-ﬂff

B RN NI N NN R N RN R E R R LR R R TR YRR AR R RN NS IR
TATTTTT GGTACCA».TCTCTGGTTTAGTGTTG-TGTCCCAACGGAAAA{:TGGCCGTCGTTTTACAA
850 680 670 . 90 700

R A T L P | S R e,
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Lanjutan Lampiran 2.

A Y
File: 2011-09-19_Al_Lembata_HA40_MI13R_002.ab1 Geospiza
M'\ﬁl‘.gl‘"&pfza. com
Sample Name: Al_Lembata_HAd40_MI3R Signal Strengths: A = 2103, C=2210.G = 17495, T = 2929
Mobility: KB 3130_POP7_BDTvi.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 13.4352 Matrix: n/a
Comment: n‘a Direction: Native
cvibine . Lo L i e Eter, TN LT EEY
HRIN NNBEM B NN NN NN R N NG AT T TAANNBNNAAT NN N NNAT TGT A GC GAT CCAT T8 MUGCACAT CCAT ARAGAT A GACTABC TAT CA

0 bl k) 40 50 0 70 80 90

" = \ Pk b ! LY i ] VY H . i
,—__.__.____._—.___..__..__.___....-._-..._.-._—.——-—————————
Piaocwetssd 8YRPRRERAERRIL., o o000 R s HERRDERDL P R e i
TGATMCCAGTGCTdGGG-\ACTCGCCNCNGTTGAGT AAT NN»\CAGTAT TTGGTAAGTTCETATNG ATTCCAACT T TACCCCACT TAT

110 120 140 180 170 180

Dbl i

I!Hiiliilil!ltli“|§IHIHHH|EHHIIHHIHHIIHH!!tii!I!il’li!!i!ilHlHi!i!i”ilﬂ
i

FTCCTCTETTTTTAATCTTBCTTCT TCTGAATATTGCBRATAGT TGTAT @Y TCCBTTCCTTATACT TTCCATACATTCAT TATCACATTT

19 00 210 220 . 230 240 250 260 210
. i . i
| S ‘ ‘ L Y AR
SIEERHIAMIERILAINNNNY EHH!Hi”!!”ii!l“”i“H”“HHH“!‘”F“'”““If!”li“'”“”!!
GATAGAACTCGAAACAACCBT TACCCAGCTCCT TTRCATTATCCETBAGCTGTAGTCGGBACCTTGTCATAGAGBTTCTTAACAT TTGAGTCAT
20 300 310 Era] 330 340 as0 380 k4

fl!l““l“!”HH!!H!H”HIH:HHHH[“H“'Is“i”:“li'i'“i”””H!H!“UUH“H:“
GAAABTCTABAGTTCTCTCATTTTCCATBAGAACCAGAAGT TCTGCATTATAAGTCCAAACAT CTABARACCCATCTTCCATCTTCT TGT TTAL
30 0 400 410 20 430 410 450 480

”l”ll!iil!”‘lii! IS IERIRRERTRURRE NN IR}

11

[ A

TTCCAACAGCCTCAAACTGABTGT TCATTTITAT CAAY L AT TGABTTGACCT TA
410 480 490 500 516 520 56 540 £50

IHI!i!!l:!IHH!HI!Hi!i!!!![!ii

AAT TCTCTATTCTCCTTTCTAAGTTACTAAATTCLC

—|m.

O AR D LN g I A e

HHE!!!!I!I!!i!i!?HHI!HH&HHHHEHHHiHIHEHHH!I!HI!HEHH!I HIEERRARRUTRE
GTGACTCCATCTATTGCCT TTTGAGTABATTCTTTGT CTBCABCRTATCCACTCCCCTACTCAT TECTATGBTGGTACCCATACCAAL

580 &70 580 560 &00 810 $20 &30 B840
/\UI\ MYV {_\[\r ~~~~ <Y Y\T{ VAT sy x‘ﬁ‘ﬂf‘”\lw\’“'\[m')’\‘ £ AN e
SRR IRE IR IR RSRITIRETIE TR
CLTLTROCAT TCCCTGCCATCCACTHNNNNN NTNTN NMRNNAS AA

650 80 870 &80

W S ey NP ass Xf\){n__ﬁﬁéa-.—__
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Forward

[}

lat Mataram O12 dengan primer

ing iso

Lampiran 3. Hasil sekuens

Geos;}ia

MUW ZUOSPIZG. Ccont

File: 2011-12-21_012_HAIC_M13F_001.1abl

2719, C = 2322, G = 2885. T = 2674

Signal Strengths: A

3130_POPT_BDTv3.mob

2_HAI0_MI3F

Sample Name: Ol

Lanc/Cap#: 1

Mobility: KB

Matrix: n/a
Direction: Native

Spacing: 13.7736
Commeni: n‘a

L

NNNN MINN N NNG N 244 NGGAN & NN

20

0
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Lanjutan Lampiran 3.

. S
File: 2011-12-21_012_HA20_M13F_003.abl Geospiza
W BCOSHTA. coltt
Sample Name: O12_HA2_MI3F Signal Strengths: A =307 C=255.G =244, T = 293
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane‘Cap#: 3
Spacing: 14.079%9 Marrix: n/a
Comment: na Direction: Malive

N T PN L ET N F R TR R R R NI TS T DO ST I Y
NNNN N NN NG G NN NN-«NHNCN-\‘TGGG—\AGCYCTGCGA‘FCIAGATGGAGTGAHG:CTCTAATTYTN&-«wNATTGNNG*GTAGC

4 e

@;‘.-

!
G

LR IR b e e DR RERE 2T AE ””H”*”!!FH tHY ii‘i”f"llfﬂul'f”;i”_
GCTCCTCGGG»\ACCCAATGTGTG»«CGAATTCATC-’-.ATGT-«CC-\GAATGGTCTTACATA 4BAABGCCALTCCAMCCAMTGACCTCTETT
%0 100 110 120 120 140 1 i 0

O v
jur iy
€ mer
&

: LR Ly ] i T ik
![HH!HHIEH!HHHH!HHEHH! R R R SN R R R DR R RN R R N A RN F R R I A RN EY ]
ACCCAGG AL T T T CAACGECTATGAAGAACTGALACACC TAT TAAGCABAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAGATCATCCCCRAAAAGTTCTT
180 90 200 21¢ 220 220 240 250 20 270

SRS LRI R R R TR R RS f!lf’“i“l“f““'!”i’!IEEHH‘?”?HHEEl?Hi!!in::!i!HE!i!l
TGGTCCOATCAT GAAGCATCATCABGAGTGAGCTCAGCATGTLCATACCTBBGALGTCCETCCTTTT TEABALACGTBRTATGGC TTAT Gak
280 290 30 Mo ] kk 340 50 380

I‘ii”“i! ““52!'; Hi‘!!? !“'H%H !HU!;HEH lHHH LEEREFRETEY

114
AW RABAACABT ACATACECAATALA TARAGKASACS TAGAACAATACCAACCAAGALGATCTT TTGATACTGTGGRA

Tilitditpaest
ATTCACCATCCTaAAT

g

370 k-] 390 400 410 40 430 440 450
n AR R S N B

N TR P F Sy R R L N A R R RN TR N N ST RS AN TS PR ER TR TS EFTON AR R R RTORN PR RN
AAT GABGCAGAGCAGACAATECTATATCAAAACCCAACCACCTATATTTCCAT TABRACATCAACACTAAACCAGABATTGATACCAAALA
st arn 430 490 504 510 520 530 540 .

PV P AT P {\N\Mﬂjym Pyl g

Elederdescdate ot tor it site,cansdd st deiancen s Flaba au.arftaastascofvorredacshozzadloesits
TAGCT ACTAGATCCAAAGT AR ACGOBCAAAGTG GAAGGATGGAATTTTTT TGGACNAT TT TAAAAS CAA ATGATGCAATCAACT TCGAGAGT
50 580 570 580 590 800 610 820 ]

y cﬁu_f\gm AN f{[\\/\ﬂc,-al. "Aj\:

NN I N R E R R IR E R ST I JFTE S A I I

AAT@GALANTTCATTOCTCCAGAA T ATBCATACAAAATTGT C ANNAAN NGGNNNNA IGNCANNNNNNNTTNNNNNGNNNN N
B840 850 L 870 580 &0 700 719
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Lanjutan Lampiran 3.
File: 2011-12-21_012_HA30_M13F 001.ab1 GGOSI?l.ia
ll““‘,gl’ﬂ.\'fﬂ:ﬂ, com
Sample Name: O12_HA30_MI{3F Signal Strengihs: A=66,C =43, G=64 T=55 :
Mobility: KB_3|30_POP?_BDTv3.mob Lane/Cap#: | |
Spacing: 13.7399 Matrix: n‘a
Comment: nia Direction: Native

|
|
R N T R SR IR TE R P R R E TR AN A AP e R SN P U Y s E N F NPT R R IR N
HNHNIN MNNNC!:mGnGMTGG"ACCAAAAQT-\GCTACNGn"ccAAAGTA.-\ACGGGCAAAGTGGM.GGATGGMTTTTVTTGGAm”TTT
10 2 ) ©

e Ol t fmf\{mmh LAt JV\MX M\f\ /J\EM .

!

;‘.ﬂh
'H\I_‘l ﬂ .|

o
if
l

I NI I I I S L L A E AR A R LN AR A SR RN LA R A AT H!!n“!ll!i';ii:!i
TAARACCAAATGATBCAATCAACTTCHAGAGTAAT BGAAATTTCAT TGCTCCAGAATATGCATACARAAT TGT CAAGAAABGGGAC TCABCA
1% 10 120 130 140 1 180 170 C e

!H]HE“EHHU AR R RS RY UH’!HHFHIHHES!”* TG
AT TATGAAAAGTGAAT T GGAATATGGTALCT BCAACACCAAGTATCAALCT CCAATOBRAGCBATALLCTCTAGTATGCEAT TCCACAACAT
L 00 210 20 230 240 250 280 270

80 290 300 310 a2c 330 340 350 380

”Hi’!”i”hi:“’xii‘!H. !i!"!aiw“{il'!'UIHHH’EH"HH!HS’EUHH:N Ui.ns!
BCLGAAGBALAALBAGAGBTCTATTTGGAGCTATABCAGGT TTTATAGAGBOAGGATBBCAGGGAATGETABATGGT TGGT ACGABTACCAT
370 kL] 390 400 410 420 430 440 450 480

Poveatr Bitefagis 11??“"! TS T TS PR TS E TS L IS N S NN R FE IR I Y I S &
CACAGCLFTGAGC-\GGGGAGTGGATACNCTGCAG ACARAGARATCTACT CANAANGCAATAGATOBAGTCACCAR TAAGATCAACTCNATTAT
470 480 400 500 510 520 530 540 550

H!zmnuni::..msn Pervtoersbtlan. . . R

BRI TURETIINES) EEE ot lwr.aw
TG-\CA&AATGAACACTCAGTTTGAGGCTGTTGG-\AGGGANNTTANTAACTT&NAmAGGAGGATNGI\‘u«ATTTMHCN»\ANANATGGANGA
580 sm 580 590 800 810 620 20 540

I I I T S T T I T T S NP H
CNGGMTCTAG»\T GTT TGGANNNNNN—KT GC NNNNNNNCTGGNNNNNNTGGNGNCNNANN NN NNTN N TGNNMNNN N NNNN ANNN
550 880 670 880 880 o0 g ro
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Lanjutan Lampiran 3.
~ \
File: 2013-04-69_AI_Mataram_012_HA40_F_004.1b1 Geospiza
WIW. ZCOSHIA. coM
Sample Name: Al_Mataram_012_HA40_F Signal Strengths: A =732, C =477. G=615. T =463
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane'Cap#: 4
Spacing: 12,1163 Malrix: n’a
Comment: n'a Direction: MNative
R S S T SR I NI T R ST R AR R R R R IR R RN NI R RSN
TG TOCAG AC T TOGAGC G4 A4 GTTCOAC CACAG CALT GHOCAGE G G ABTGA 4T ACGC TG CAG ATHA «ean GTAGTCAAASBGEAATAGATGGABT

Eé}H!fi‘iiEarHH!H %!H“ I A R NI R TN LI R R F R R AR NI R R R R R EY
GATT—.TTGACAAA#TG-«ACACTCAGTT"GAGGCTGTTGGAAGGGF\»‘«TTTAG TALCTTAGAAAGGBAGGATAGALL
100 110 130 140 150 180 b ] 130 0

(IR

CACCAATALQBTCA C

B |,
o

PR E b P R R L P i b e vit b e 1)

[RER LR R RN Rt R AR ERRE AR RT
#TTT4.AAC»‘\A"\AAGATGGA;&GACGGGTTTCTAGATGTTTGGACTTATAATGC-«G»AC'TCTGGTTCT(J\TGGAA»’J’GAG.-\GAACTCTAGACTTT
e 210 20 230 240 250 260 270 280
Moot A . -
e A T W T S

R R F R R AN R A RN AT R IS R S R PR I G R PN ST IR R NTE TS FTS PP, i1 o
CATGACTCAAATGTTAAGAACCTCTATAACAAGBTCCOAC TACABC TCAGAGATAATGL AL AGGABCT ABGT H*\CGG TTGTT TTG)\GTTCTATC ACIAM
290 300 Mo 3 330 340 50 60 aro 380

P

TGTA-‘ TAATGHA TGTTT 7 GAAAGAATAA-\GG -\GGGCT (‘AY-C TTCTA"GCCC AAAA T(:nAAA AACM‘GCA TCCAA-\TATGTG i£<] NFAT“TCTTQGC
380 400 410 420 430 440 45 480 a0 480

CCC-TTCC-‘AA GCAAT AG HHTCCC‘-\TCC At-.-«COCCCnAAAT GGGGGT CGGTT GG T NQHACC AOTGGAC‘FTA GGGGGGCGGCC T'CTTTG
490 500 510 520 530 340 550 580

COGTEAG T AAATCGG TOBGAGCOBAGA C4 TCGECTT AATTTGGGGGGGE A TGCTTTAAAGOGCTG 6 TCC T GGG CF & TATA
570 580 50 800 B0 ) 830 840

GGTTTTTTCCCCTTG CC TC A TAT 4G CATGS T AQCATACTTTGCGETC 2 € A6 TGCECTT TG

650 860 670 80 80 700
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Marrix: n/a
Direction; Native

Lane/Cap#: 2

Signal Strengths: A = 338, C

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

130_POP7_BDTv3i.mob

HAT( M13R

Spacing: 13.7907

Mobility: KB
Comment; n'a

File: 2011-12-21_012_HA10_MI13R_002.ab1

Sample Name: O12

Lampiran 4. Hasil sekuensing isolat Mataram O12 dengan primer Reverse

. Mo
NNNNNNGT TTTANSENL A

2t

230
i
T

i
TT
280

210
f
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Lanjutan Lampiran 4.
” \
File: 2011-12-21_012_HA20_MI3R_004.abl Geosplza
WWW. @EOSDIZE. COMt
Sample Name: 012_HA20_MI3IR Signal Strengths: A=281.C=250.G =329, T =437
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mmob Lane/Cap#: 4
Spacing: 14.325% Matrix: nfa
Comment: nia Direction: Native
Pl bh ot D P O L O R R R

NNN NN &TTTG""\TG:AYATTCT GGAGN NNG L—TTTC&T TACTCT G-AGTTG#"TGC#TC»TTTGGTTTTAAAATTOTCCA-\»\AAA#

!lHHHI!'EIIHEE‘H?!’!‘!!HE!H!E?!%%l%is!!i!iH!Hi!! iHHE!HH!!H AR A RREIRY;
TTCCAT T T AT T T GO G T T YA TTG AT CTAGT AGC T AT T T T T GGTACCARATCTCTGSTTTAGTGTT TCCCAATGBAAAT AT,
0o g 120 i 130 140 150 180 179 180
Al

IR R R R R R R R R R R R R R R R R RN I R R R N SR AR R I RN R RS R R ER N AR
TGBTTGGGTTTTGATATAGCATTGTCTGCTCTGOCTCATTATTAGBAT GGT GAATTCCCCACAGTATCALAAGATCTTECTTGGTTGGTA

6

|!!HH!IHHHHHEH!!”H‘!!'!E“!“’!!!!H!!H!Ei!!!!EHHEH!E!E“!HH!EIx;:.uul””i
ATTGTTGTAGETTTTCTTTATTGTTGGGT AT GTACT GTTCTTTTT GATAAGCCATACCACGT TTCTBAASAAGGAGGGACTT CCCAGGTATE
m 20 300 310 a0 330 0 350 380

fi
AR

IR R AR N R N R R R RN R IR R R A RN S U S PR ORSE I N |
ATOGCTTCATG AT COGACCAAGAACT TTTAGGAATGATCTGAATTTTCTCAAAATBGT TTATTCTGET

’-Hh!il'Hh 3R
GACATGCTGAGCTCACTCCTGAT
370 380 kL 400 410 420 430 440 450

@ -

REFR S I .Eh\an..»:.-p.x.“'f’l*thu,Lh.= shas Bl B4 RT3t ae st etinrntfatoctln
Cu-«TABG"GTTTC.«GT TCTTCATAGTCOT TGAALCT TCCTRGATAACAGAGETCAT TGET TGGAT TBECCT TCTCCACT ATATAABACCAT T
460 470 480 490 500 510 £20 530 540

e A TR s R R e A G Gt A

I FRE NN EE S SR IR E IR B Yo I N T S R N I I S I T S A I
CTGG"ACATTG-«TGAATTCGTCACACATTGGGTNNNNN-«GGAGCCNTCCNGC"ACNC BCAATCTTTTAAAATTANAGBCTT CACTNCATCT
850 EL 570 580 590 [ 810 62 830 840
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EI [N A I vtaveer b
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Lanjutan Lampiran 4.

.
File: 2011-12-21_012_HA30_MIJR_002.ab! Geospiza
HWh gl.‘ﬂ.!‘prﬂ. cOMm
Sample Name: O12_HA30_MI3R Signal Strengths: A = 1476 C = {833, G = 1408, T = 2460
Mobitity: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 139537 Marrix: n‘a
Commemt: na Dircetion: Native

S : 555‘!5 H' !'! Alillh!’li.'!i”l
NN N NOMNNC T NN MNNNNKNNNY N NN NN ¢ “e Lo TEoCoTECEAC-GCT T
®
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g i HERRR) [REERIRRSSNENEN ”“f!i”li!il”!“i
lecargtac Teco P TeTataas QT TATIGETEL. SR T S‘LC c feerToTac T
Hil 36 40 0 2% ) e

i «I ol Mg M“P Tkl ,lu’%“.i SN

L riim!!f%tl'!!’i'iilm HHHHHHH?vm:!liu!lili”!m m!! m'lll’ilfnl'!llé !llll HEE
‘C' TTGArGGECTGTY I GC T G T T T TTGTTTOALS YT Y g "ATAGA-T 0
vy 330 m 30 380 3?0 m m m 410

3??55l‘,!”!ii?”iﬂuﬂhi
TELTTA07a7007 AT ceza M e
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520 530 40 530 80 5"0 500 S 500 elo
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Lanjutan Lampiran 4.

File; 2011-12-27_012_HA40_MI13R_002.abl Geo_sﬁ'ia
WU g('ﬂ.\'plzﬂ. et
Sample Name: 012_HA40_MI3R Signal Strengths; A =428, C=411.G =366, T = 553
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvl.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 14.2402 Matrix: nfa
Cominent: n‘a Direction: Native

BRI R L R L L R R R L L R R R R L I DN R R A R A R R I R TR R 1 R R B B
BN NN NN AN ch TCTG ACTOINCAAAT T T AAKRT GCAAATT CTGCMTGTAGCGMC(‘ATTGG ec,zcarcar,t,:,,\e,\'r;.g.e\cc,«gc

b - ' A Y H : i A 1 1 e !

SRR R R REE R FH”E!MEH iiHi"“! i!u!ll“‘iiH!!‘l!'!1“|1H{!wzu‘!ﬂl“!lii!”i?ﬁ

TATC«TGATTGCCAGTGCT-\GGGAACTCGCCACTGTTGAGTAAATYGACAGTATTTGGTHAGTTCC'AYTG&TTCCAACTTCACCCC—‘«CTTAﬁ
110 160 170 180

H?H!HHH!H!!HHEHHHHH!H!HH?—H‘H“i”“'” EESR IR L NN R SR R R RS R AR RIRRETY:
TTTCCTGTCTTTITAATCT TAETTCTTCTOALTAT TOCBGATAGBT TGTATBTTCCGTCCC TTATACTT TCOATACATTCATTATTACATTTG
100 200 210 20 230 240 250 20 270

PR IR I R L I P i R R it s OV ET R AR DR e Y
FGATAGAACTCAAAACAACCOTTACCTAGCTCCT TTBCATTATC CTGHGCTGYAGTCGGACCYTGTCATHGAGGTTCTTAACATTTGAGT
280 280 30 k3 L] 320 340 350 380

el

SEERIRE l“!'i!”” iiilﬂg!”z%“!ﬂ“’”li’“‘i ”Hv“i”“”lil'ﬁii!f‘!””“l“h;”
CATOAAEBTCTABABTTOT CF CATT T TC0M T GABAACCABAAGTTCT GEAT TAT AAGTCCARACATCT 4GAAACECGTCTTECATCT TTTTGT
n 380 360 300 430 azn 430 440 aso

HHiH!”“‘!i i !EHE EMHU!UHHIHai‘immi?'!!h's NN
TTA-.A"TT"’CTATCCTCC TTCTAAGT ACTAAAT!’CCCTTCCAACAGCC"CAAACTGAG'TGTTCAYTYTBTEAATAATCGAGTTGACCTT'
460 470 4BG 480 500 510 520 0] 540

!H?ii!;!l!!s!!ilii!!Hiii!iEliSHEHHU!IiHEE!!i:s;;!IHHEEHHHHHHH%Entzliinun
AT YGGTGACTCCATCTAY TG T Y TYGAGYAGATTCT T YQTCT BCAGCRTATCCACTCCCCTACTCATTAGCTGTGGTAATACCCBTACCAS
550 580 578 580 S90 00 [3[:] 20 830

SSE AR NI N2 R RS A TS S TS
CCA"’CTHCCATTCCCTGCC&\TCC-\CTGNNCNQ\NNN NTNMINNNN NN
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Direction: Native

Comment: na
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Lanjutan Lampiran 5.
W,
File: 2011-12-21_014 HA20_MI3F_801.abl Geosplza
WIWH. ZeRNHIT. COM

Sample Name: O14_HA20 MI3F Signal Strengths: A = 385, C =2¥8. G =331, T =322

Mobitity: KB_3130_POP7 BDTv3 mob Lane:Cap#: |

Spacing: 13.859 Matrix: na

Comment: n-a Dircetion: Native

RN IR TR R R RN RERY !
NN NN NN NN N NN NNNNNNNNNNmNGNNNNNCMNNNWNNNNGNNNNNNGNNNN"N-\TTTTA-«-«AG-\TTGCAG GTAGCTGGATGG

|!51'!1iiHH‘iH!'”’i*“ §UH§EHHHHEHﬂ“[“!”'i“i*i”ilHl!"”i‘“‘!lfi?!HS%HE
GCTCCTCGGGAACCCAATGTBTGACGALTT CAT CAATGTACCAGAATGGTCTTACATAGT BBAGAAGACCAAT CCAACCAATGACCTCTGTT
%0 100 110 120 130 140 150 180 17

llisl*?!'!ii!HHHSHHHiHH?EH%?H!iH!!Hi!U!H!!i!!HHH!”HEH!!H!H! PETTELLLLE
ECCCAGGAABT TTCAACBACTATBAAGAAL TGALACACCTATTGAGCAGALTAAACCAT I TTGAGAARATTCAGATCATCCCCRAAAAGRTTCTT
8 190 200 210 20 230 200 s0 260 270

SRS NEN RS R AR RN RARNRY U!l!ﬂl‘i?!“i“'!H!“E'H!H.HEI!!:JHU;HE?HH‘%HHIH
GGTCCGATCATGAAGC-\TCATCAGGAGTGAGCTL‘."GCHTGTCCATACCTGGGAAGYCCC CCTTTTTCABRAACGTGBTATGGCTTATCaAL
200 280 300 o 320 M 350 380

§

HME HH‘H"!!iifiiii‘HE’HHhiM! SRR S AR IR ANy f!!fi*i’i EESEERINERNENAL:
AAGH;—C»«GTACA*ACCC—ACAATA—\AG-«AAACCTLCAACn-«TACCAACCAAGAAGATCTTTTG-’\TACTGTGGGG‘«AT'CACCATCCTA»T-\.—\T
310 86 360 400 410 420 40 440 ase

P - n.'A A
o N A M A NN anL] .
Elatonsfrsgad :iflfmiu-!iiriifrlswHm;in!s'H!;Sm‘lm!!Eili!;z%a!ei%m!im!!!E:.

GAGGCABAGCAGACAATGCTATATCALAALCCAACCACCTATATTTCCATTEGGGACATCAACALTAAACCAGAGATTBOTACCAAAAATAG
480 470 480 g 500 510 520 §30 540

Aol MM "',L_\_L“ﬂ’\/\j,u AL ol &L/“‘\\ iy

RIS H A I R R R R R R TR R R R R A TN A TN R AR R R R R R R R NI R N T N R RN R R R A F R R AR E R R DR R RN R R R RN
CTACTAGATCCAAAGTAAACBRGLARAGTGBAAGGATRGRATTTT TT TRGACAAT TTTAAAACCALATBATBCAATCAACTTCGAGAGTA
550 560 570 580 E 800 810 az0 630

Nl (0o g ot v o o e

R R RN A T R TR R AL N A R R I R R N R R R R A TR T PR N S
AT@GAAATTTCAT TGCTCOAGA ATATGCATLCAALAT T 7 CAAGA ARGBBGACTCAGGTCATN NNNNNNTH N N NHNNN N
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Lanjutan Lampiran 5

W,
File: 2013-04-09_Al_Mataram_O14_HA30_F_001.ab1 Geospiza
- WWW. GCOSPIZA. CONE
Sample Name: Al_Mataram_O14_HA30_F Signal Strengths: A = 2536, C= 1371, G = 1471, T = 1677
Mobility: KB_3130_POP7_BDT:v3.mob Lane/Cap#: |
Spacing: 13822 Marrix: n/a

Comment: na Dircction: Nalive
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wd 00
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40 ua 3 &so ua 410 80 L] 0 50
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Lanjutan Lampiran 5

W,
File: 2013-04-05_ AL Mataram_O14_HA40_F_062.3bt Geospiza
HWW, geasp:zn. COMm
Sample Name: Al Mataram_O14_HAI0_F Signal Strengths: A =84, C =44, G=60. T = 58
Mobility: KB_3130_POPT_BDTvl.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 13,514 Matrix: n‘a i
Comment: n/a Direction: Nalive

.. R T AT N N S IR R R R R A A TR S AR T PR R SRR F RS R RN SR

65 iAG CTGATSGT TG G“‘CGGGT»“CQ.\CCACAG CAATG AGCAGEG G AGT GG ATACGC TG CAGACAAABAATCTACTCAARAGGBLAATAGAT S
10 bl 3 ] N 60 k] L »

EHEH’!H !i”%l!‘ 1t iHUHfH*Hl'?*UE“3?!’”‘5”'“!'?'|i§§‘!‘”§l”%i!i’li“!!“lf
GAGTCACCAATAAGGTCLACTCGAT"ATTGACA-\IA»{TGAquCTCAGTTTGAGGCTGTTGGAAGGGAATTTAGT'«ACTTAGAAAGGAGGAYA
100 110 120 130 w oo O 180 170 180

PHETE I T LR e T gy HH!“”IHH! EER R IS AR R LR R RN
GAARATT TAAACAAGAAGAT BOAABACBOBT TTCTAGAT AT TTGGACT TATAATGCAGAACT TCTGGTTLICATGBALAATGAGRGAMCTC TA
1% 200 20 220 230 240 250 0 200

’”!I'!”%’I’iliif”ii!i?!*ii H'f’i‘i!!!i!!z”‘iii!! RN R R R RN RN R I AR RN RS R N Y
GACTTTCATGACTGAAATOT TARGAACCTETATGACAAGGT CCBACTACAGETCAGOE AT AATGCAAA GGAGCTAGOT»\ACGGTTGT TTTg
280 7% 300 o 320 339 340 350 a8

=

ISERRIRERIAEEY ‘l”i‘H’FF'!'H'iil!ullf!é!!i*ii[i [8hesrrrnadagestonsont o desnaya 2ei i
AGTTCTATCAGALATGTBATAATGAATGTATOBAAAGTAT AAGBAACBOAACATACAAL TATGCGCAATAT TCAGAAGAABCAAGAT T ANA 44

ny 380 0 400 410 420 430 440 450 460
' A 4 . A 7 4 P . .
AR PA N A A AN AR A A al N AR L A L A B e Sl A el
A TS N e N A Y P SRR E S ER R E L 1 NE N S SRS I E TR, PRI
GAGAGGAAATAAGTGGGGTGAAGTTOG‘\ATCAAIAGG-\ACTT-\CCAAATACTGT CAMTTTACTCGACAGYGGCGAGT'CCCT-\GCACTGG
470 4B0 L) 500 510 520 5% 540 550
Y. N W e Y s Loy, e ek, . a ot

I B I T I O T L T B ‘e .
CAATCATGATLGC‘FGGTCTATCTTTATGGA‘FG‘FGC*CC»nTGGATCGCT»-C-—ATGCAGACTTTGCATCTAAF\TTTGTG‘GTTCAG"‘«TYGT‘\

580 50 580 550 &0 610 620 630 640

T
G'rTnATQHC.\CCCT"'GTTTCT»qCTGGGCATAGCTGGGGGGATGA GOGAET Aah T A
850 S80 670 880 90
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Lampiran 6. Hasil sekuensing isolat Mataram O14 dengan primer Reverse

Geosa'ia

WWIL QeOSPIZa. COM

File: 2011-12-21_014_HA10_M13R_004.ab1
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Lanjutan Lampiran 6.
.
File: 2011-12-21_014_HA20_M13R_002.abl GOOSPIZH
mm‘.gmsptza. com
Sample Name: 014_HA20_MIIR Signat Sirengths: A =165, C=148.G=199. T =246
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvi.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 13,8978 Matrix: nfa
Comment: nia Direction: Native

Py RITH IR I E R A IR R R R R TR A R
NN NN NTTTGTINNMHN NNNNNGNscnumNnmmumNNNCNNNNNNNNMNAAHGCAT(:“TT?GGTTTTAAMTTGTCQ»\AMM

IH !HH:EH!E!F HEE‘“E“HHH' HEIHEEEEH-ua!%i!ll%a“!!”:‘i’i” VEORESRREERbEENG
TTCCA'CC?TCCACTTTGCCCGTTTaCTTTGGATCTAGTAGCTATTTTTGGTACCAATC?CTGGTTTnG QTTGATGTCCCAATGGAAnTAT
100 110 120 130 140 150 %o 170 180

. W \r||1i|
L] uwlm
ALY J;‘uﬁ

& i o = 1o FN v o - I‘ -
””“:H””H“HH”?!”“Hf;‘ ”HEEHHH!il““””””” ;li“l“”l'!”!i‘”E““‘
AGGTGGTTGGGT T TTGATATABCAT TGTCTGC TETGCCTCAT TATTAGGAT GGTGAAT TCCLCACAGTATCARAABATCTTET TEGTTGET A

120 200 20 220 230 240 250 260 270

111 ZHZH!E!HHHHE!HE!HH!!“!H”HHHW‘*l:f!i‘!! Hi'!ii”!ih! T

PEEEl e
TGTTGTAGGTTTTCTTTATTGTTGGGTATATACTGTTCTTT TTGATAAGEGATACCACET TTGT BAARAAGOAGEBACTT CCCAGGT 4TGG A
280 290 30 na 20 Ek g 340 350 380

WAl A | ‘
I!”!!Hi‘lii: HIHEHE‘H!'ILH:- CEEiaae E!!!H!Hlsl IE!H'zEU!Eii’H”iE’i!i!“!:*il!al

ACATGCTOAGCTCALCTCCTEATGATACT TCATGATCGGACCAAGAACTTTTGGGGATGATCTGAAT TITCTCAARATGETTTATICTRBCTCAA
370 380 390 400 a9 420 430 440 450 b

sE:H:H!HHEHlH‘!slfa'!iiiii'f!!!H‘ii”h? 'as!’if!HH!ISiléi'!i‘iisaii;!&*:*iaili!il
TAGGTGT TTCAGTTCTTCATAGTCOT TGAAALTTCCTGAGBTAACAGAGGTCAT TERTTAGAT TGGCCTTCTCCACTATGTAAGACCARTTCT
410 480 490 500 510 ) 530 540 550

HH%!Hllllifsieusma-lsi.u u;;e;:n:s;na;,im,-.-ingll Elllilﬂit.iui!?lh!!izeéii:
GGTACﬁT"GATGAA""CG*CACACA’TGGGTTCCCGAGGAGCCATCCF\GCTACACTGCAATCTTTTaAAnTT—\GAGGCTTCACTCCATCTA
560 570 580 500 800 810 20 a3 640

A AIN e AR A,

Wt Sy iy

I I I R R R R A TR R R I R N R S R R R R TR EER RN AR IR N 8
GATCBCAGAGET TCLEAT mmmrcncrccnsmrmc*Taaec,\mrsrncr.cmaccum NTTNNN & 4 N
850 840 70 80 690 700 10
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Lanjutan Lampiran 6,

b
File: 2011-12-22_014_HA30_MI3R_002.ab1 Geospiza
WU ZCOSNZR. com
Sample Name: Ol14_HA30_MI3R Signal Strengths: A=62.C=77.G=70.T= 103
Mobility: KB_3130_POPT_BDTv31.mob Lane'Cap#: 2
Spacing: 13.9293 Matrix: na
Comment: nia Direction: Native
T R A R RN SN N E R S N YN I T N S F RN TN
SIRN NN N BN BN N NG G CT TGN BT CTT BT T TARATTT S CTAT COTCOTT TETAAGTTACT Ak ATT CCOT TC0AS Ch
10 k) 30 40 50 60 L] 80

sriesbse Dhotbaean e DETEREEIRRERDARREGERISE HH”HE" ER IR AR R R AR R R RN R R RN O]
CCTCAACTGAGTGTTCAT TTTGTCAATAAT CGAGTTGACCT'A'TGG'GACTCC-\TCTATTGCCTTTTGAGTAGATTCTTTGTCTGCAGC
% 100 1o 120 130 140 150 180 170 180

EEEERIER RSN RR R IR RN TANNY !'Hul“!i‘ll””EHUE"”H?!!”HHI!“’i‘”!l'l”ii“i”!!!
BTATCCACTCCCT TGCTC»TTGCTGTGGTGG*MCCCGT-\CCAACC-«T CTACCAT TCCCTGCCATCCTCCC“CTnTA-\m\CCTGCTi-TAGCTCC
0o 210 20 230 250 280 70

.

I?rHH!EHH HH ; ii!”!’i!l‘ilﬂﬂ !H!HI.HHEE!::::!a:a!!i!HHHHHEHHHH!
‘AAaTAGACC‘!CY(‘.TT‘rYTECTTCYGCTCTCTCTTTG-\GGGCTGTTTCTGAGCCCTGTTGCT‘AGACT,‘-ATCTGTTTGATTTCACATATTTGG
280 20 300 310 0 330 340 350 o

’H!”H!”H“!UH '”!HEHHFHHHl!”il!?”!”””i Hl!h!!!!!’lﬁ“?!lHH!!!!!?EH
BGOATTCCCCAATCGTGATAGGBTGTATGT TET GGAATGBCAT 4CTABAGTT TATCGET CLCAT TG AETT TGACACTTAGTET TGLA BT T AC
0 380 380 40 g 420 e 440 50

PERRRERLRN IR Rt L S T R L HHHUHHHH SRSt ER I AR LIS RN
CATA?TCCA;‘TTCACTTTTC-.T,-.ATTGCTGAGTCCCCTTTCTTGM’.‘AuTTTTGT-\TGCnTATTCTGGAGCAATGAAAT'TCCATTACTCTC
460 470 480 w0 500 510 520 530 540

il MWV\' 0 e el AN A A e Ay

;|§zl!illslnli='i'! IR N A T LA R L R L R R R R R F R A LI R NN R R ALY
BAABTTGATTOCATCATTY wGGTTTT-‘\AAATTGTCCA»«ﬂAAA»’JYCCATCCT TCCACTTTGCCCBTTTACTTTEGATCT AGT AGCTAT TTT
450 580 510 580 590 BO0 810 a20 830

poonip Pl oM A PN A N R (0

i
EER NI R R R R R N N R R I E R R R R R R R E R R R E N R R Y YRR
TGGchcM\TCTCTGGTTT»«GTGTTGATGTCCC~,~CGGN-«MCTGGCCGTCNTTTTANAA
840 650 660 870 880 0

Prinicd: Jul 15, 2013 §:23PM & FinchTv v.1.40 Page 1 of |

TESIS ANALISIS ANTIGENIC SITE DAN PHYLOGENIC GEN HAEMAGLUTININ......... SNR. ANIEKA ROCHMAH




IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA 96

Lanjutan Lampiran 6.
. \
File: 2013-04-05_Al_Mataram_014_HA40_R_003.abl Geospiza
HWWW. genspiza.cont
Sample Name: Al_Mataram_O14_HAI0_R Signal Strengths: A=T9.C=71,.G=59.T= 10|
Mobitity: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane'Cap#: 3
Spacing: 13.2159 Matrix: na
Comment: na Direction: Native
L O T e R R R Rt R R N RIS T R AR R R R NN R N IR IR SR R
RGGGTTTTTTTAC TC A TE TAACTGACARATTTARAT GCAAATTCTGCAT TGTAGCGAT CCAT TG GAGCACAT CCA TA AAGATAGACCABE
B 0 30 a0 50 ] 0 80 20

H!Ei’:i!iHHE5”!”55!”!”“5“!H!i”ii”!“ HH! RSN A L AR N RS RN IRRRIENY.
TATC—TGAT TGCCAGTGCTAGGGAACTCGCCACTGTTG GTAAATTGACAGTATT TGGTAAGTTGETAT TGAT TCGAACT TCACCEEACT TA
110 130 140 150 160 1 180

' “" t“ |

PRVEL LR S RET I EER I HHH'H:!UHH“'1ii*!i'i”lifa!!l”r%lxi!*li:iiiillillll!ii”!i
TTTOETCTETTTITAATETTOCT TCTTCT BAATATT GCBGATABT TGTATGTTCCGTTCETTATACT TTCCATACAT TCATTAT CACATTTE
190 200 210 20 2% 240 %0 2% 210

LI

!\:'ﬁlﬂ ll I’ ' i

E!UHHHHHH!“?!IIH|H!§!”HHE?I!!HHHIH!E !l!HU?ef.!“i!!if‘“”lli”i“”
GATAGAACTCARAACAACCGT TACCTAGCTCCT TTGCAT TATCCET@AGCTATAGTCOBACCTTGTCAT ABAGBTTCT TAACATT TBAGTE
280 290 00 Mg 120 230 340 350 380

HHH!!HHHHHHH!!H!!?H§5!H§!!'.Hi].HE”!HH?H!UHHHH!!H”!?liH!EEEHHIH
PTGAXAGTCTAGAGTTCTETEAT TTTCCATGAGAACCABALGTTCTBCAT TATAAGBTCCAAACATC TAGAARCCCBTCTTCCATETTETTG
are 380 300 400 410 420 430 440 450 A0

o

||”§|!|5“iil!§f”“””'”5!”“ i‘ﬂ!”*!l”!!”lii'!Elli’lEH‘FHHH!!H‘H;EHHH11‘
TTAA4TTTTGTATCETCOT TTETAMGTTACTAAATTCEET TECAACABCETCARACTBABTOTTCAT TTTOTCAATAATCGABTTGACCT TA
440 a0 480 a0 500 510 520 530 40 550

W AR A D I e el A e s

IR R AR R I R R A LA RS R R I R T A R L D R R R N R R I R A R N AR R AR RA AR I oY
TTGGTGACTCCATCTATTGC CTTTTGABT AGAT TCTTTGT CTBCAGCGTATCCAC TCCCETRLTCATTGCTGTGOTGATACCCETACCAA
560 ) 580 590 00 810 820 830 840

A T T T D T 1% A LSV B N A T

(RS E N R RIS R RFRR R IR N R
CCATETACEATTCECTEEEATCCACT GRCCRTC BAT T TABkAAA
850 680 870 580

I P s A P N T P el
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Lampiran 7. Hasil sekuensing isolat Mataram 020 dengan primer Forward

Geospiza
HWWW. ReNsPiza.com

412, T = 386

Mataram_020_HA I MI3F_1% (9

File: 2012-09-18_AI_Mataram_020_HA10_MI13F_18_09_2012_004.ab1

402, C=333. G

2012 Signal Strengths: A

Sample Name: Al

B_3130_POP7_BDTv3i.mob

Mobitity: K

Lane/Cap#: 4

Matrix: n'a
Direction: Native

11,1707

Spacing:
Comment: n'a

NNN NN N NN NN

NNN

:

s Q)

170

B
ACACACAAT

RER1S
GAGAAG

Fig]

250

240

310

300

200
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Lanjutan Lampiran 7.

. 8
File: 2012-09-18_AI_Mataram_020_HA20_MI3F_18_09_2012_062.abi Geospiza

WWWEUOSIZE. Com
Sample Name: Al_Mataram_020_HA20_MI3F_18_% 2042 Signal Sirengths: A =880, C=676.G=669. T =776

Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lang/Cap#: 2
Spacing: £2.7912 Matrix: na
Commenl: n'a Direction: Native

S S I R IR RS R R RS RNt LA R SO RN NN R R IR RN PR RO S
N NN NN N HNNNNNNC 24 TG GG NAGCTCTGCBATCTABATGGAGT GAAGCCT CTAAT TT TAAAAGAT TGCAGTG TAGCTOGATGEE T
10 £

lf!i‘!ilil“’i HH!iH;HH!EHiHHHHH!HHHHEHHEHHHHH ISR RRE R I NN RRRTY
CCTCBGGAACCEAATOTGTBACBAATT CAT CAATATACCAG KATBGT CT TACATAG TOGABA ABBCCAATCCAACCAR TR ACCT CTGTTAC
150 160

it L | R y Y | . i i s ;| by LS

“'HEUEI”"!”H{”UHH?HE“%”E!HI!HH!HHHHI SRRRERE TN RIS RN R A R RSN ERRR Y

CCAGGAAGTTTCH,“CG»\CTATGAAGAACTGA#\)\CHCCTATTGRGCAGANTA‘«ACCATTTTGRGR&hRT'CMGATCHTCCCCAAA-‘«GTYCTTG
180 190 200 210 20 230 240 ‘259 280

sy ' - X A L AL
lI’l’i’!l”l i'}li!E‘iHlr’EII!HU”!i‘%!H!!lHHH!“HHHHHHn“hiinilli [3RERERRY]
GTCCBATCATGAABCATCATCAGGAGTGAGBCTCABCATEBTCCATACCTERUAAGTCCCTCCTTTTITCAGRAALBTGATATOGLCTTATCAAAL
270 280 290 300 a0 320 3w 340 350 380

it M\-w Al

THIEE HE'E”H:‘!“!l!!’“!’ﬂ*UEH‘EHH!H!HH1”‘5-”35“5!!1 !E!!i‘ll'fu“!'illi
,«Gaﬂcaev.cg ACCCAACAATAAAGAAAACET AGARCAA TACCARCCAAGAABATCTT TTBATACTGTGGGGALT TCACCATEETAATAATG
I 380 %0 400 410 420 430 440 480

4
|fng.-h|;;Hi!i!Hgl!!”i”‘i!Hi'H“HHF!I'sU“i'h!nt! AR R AR ERTY N RIS R 2 1 00T
GAGGCAGAGCABACAATACTATATCAAAACCCAGCCACCTATATTICCAT TABBACATCAACACTAALCCAGAGATTGATACCAAALATAGE

460 470 480 490 500 510 52C 530 540

T N L T A L I R L R T T T L L T R L B TR R A IR SRR R DR AR
TAaCTAGATCCAARGT2AACBAOCAAAGTBGAAGGATOGAATTTTT TTGGACALT TTTARAACNNAATGATGCAATCAACTTCGAGABTAA
550 san s70 580 590 000 810 820 830

AR I R R TR I TR L L T L A T N T R R T
TGGAAHTTTCF‘TTGCTCCAGHATATGCMTAC'\"“ATTGTCMNNA"AGGGGANNC“GGTCAT“m NT TTNNN.@NN N
649 550 8e0 870 580 &80 00 Falil
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Lanjutan Lampiran 7.

File: 2011-12-22_020_HA36_MI13F_003.ab1 Geo;;ﬁa
Wi gl’().\'PfZﬂ. LOm
Sample Name: O2¢_HA30_MI3F Signal Strengths: A =224, C =145, G = 207, T = 201
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob LaneCap#: 3
Spacing: 13.4261 Martrix: na
Commeni: n‘a Direction: Native

T I RIS I N T e R N R RN R I R R R E R L DR A AT

MMNMNNN MNNN BN AN m‘rGGf FCCN-‘—\AATE-GCT-ACTAGAT CCAAAGYAA&CGGG(EAAAGTGGAqGGAT GG~ATTTT TTT@GACAATT

NSVANTS A\ il b

Ty

M, “
J‘lu‘ml I

il
”1 in|1l

H!!E!HH!H; EI RN REE R R TR IR R RN HZH R R IR N T R E R AR e N R R R R R R R RRER R E RN
TThALACCAAAT GAT GOAATCAAGT T CGAGAGTALT BEAALTTTCAT TGO TCCABAAT AT GEATACAL AST T GT CAAGAALBGGGAC TOAGS

[ 1] 100 10 120 130 140 150 180 170 , 180

I!?H-!“HEEHi!H!iHiH:.!;!!FH!ihii'Hile!H‘lHHl!!!!!H!E!?z!“HH”IMJH%
ATQEAAAGTRAATTRGAGTAT GATAALTBCLACACCAAGTOTCAAAC TCCAATOBGGBAGCOATAAACTCTAGTATGCCATTCCACAALA
19 200 210 220 38 240 250 260 F1i]

ﬂm..
3 v

T N I
TACACCCTAT CACGAT TGGGBAAT GCCCCAAATATGTGA AT CAAACABATTAGT CT TABCALCAGEELT CAGH AACAGLELTCRAAGAGAG
280 20 300 o az0 330 340 50 80

!lH;!!EHH’!E!HH'HH!I PRLEte 0y r!H“{.IH‘I!IEIH;!”H?H’l‘lIF*HEH’H*H“H-:
AGCAGAAGGAAAAAGAGAGGTCT AT TTGGABCTATABCAGGTT TTATAGLGGGAGGAT GGCAGGEE AATBGT  GATGGTTGOTACBBETACCA
370 380 %0 a0 410 420 430 440 450

il'izgl'-!‘ !uhl’&!::liiii!"h'lH;!!Eri!!l’lill'!iili!ai)!
cCI«CAGCL\ATG;\GCAGGGB»\GTGGATACGCTGC»GACAAAN-\ATCTAC CARAAGGCAATAGATGOCGTCACCAATAAGBTCAACTCGATT
460 470 480 480 500 510 520 530 540 .

A Af N N W O | Y R
R IR A I T A R R TR A E R R R 1 H T PO R R R 1 P T P P B I FE RRAF I I NS I
ATTGACAAAQTGAACACTCAGTTTGAGGCTGTTGG“‘\GGGAHTTTANTAACT"'ANAAAGGANGATAG‘\A“‘\TTT““AC“ANAANATGG‘WG

BS0 580 570 580 590 800 L 20 830

SANCA e r e L0 AN e - G AN
§aobacasranadEriEitia.. Laa fEifteaiiatetizibie, . als NLETN 2

«ccssn TETAGATGTTTBGACT FATAATGCT GAACT TCTGGT TNNONT GG GG TCANANNNNNT T TG TGN NKNN N N NN

840 550 [ 870 680 890 700 710
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Lanjutan Lampiran 7.
- \
File: 2013-04-09_Al_Mataram_020_HA40_F_002.ab! GeospiZa
\I“\l‘.g&'ﬂ.‘pl’:ﬂ.(‘ﬂ"f

Sample Name: Al Mataram_020_HA40_F Signal Strengths: A= 506.C =302, G=475, T=1324

Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3i.mob Lane/Cap#: 2

Spacing: 13.6122 Matrix: v/a

Comment: n‘a Direction: Native

S T T RN R TN N N R e R R R R R AR R RN A TR R R R RN NN E
C~. TLTGTG TTGGT'IG aT CGGGTAD:‘A(:(‘AC‘JAG CeaTBAGCAGOREG .GYGGATAchTGcAGAcAHAGAATCT:«CTU«\AAGGC&ATAGATGG

g I !
(ISR RN R R I ERE Y Hi“!iiz:!i’!!h! iH IR I I R I A IR RN LA N R i NN
GCGTC»‘«.CCAATAAGGTCA-\CTCGATTATTGACAAAATanCACTCZ«GTTYGAGGCTGT GGAAGGOAATTTAGTAACTTAGAAAGRAGGATAG

100 110 120 130 140 150 160 170 180

vk . { ; !
BRI P IR R P T i i e '!i!’l!i'Ei!iiil'i!l,’UH!l"!
AARATTTARACAAGAAGAT GG AAGACEGG T TICTAGATGY T T GGACT TATAATGCAGUACTTCTGRT T CTCATOGAALATGAGAGALCTC
1% 00 210 Fri 230 40 250 260 270

\..’:‘u"_‘lﬂ. AN "\'J\!\ N AV A s AN et WP SR S PPN, s IO

PEs BT LRERu s T Rd Rt ebeatttingetys :z:!'m,”,i!m: SRR EEETE IR

TanCTTTCn"‘BnCTCAAATGTTAAGAACCTCTA?GACAAGGTCCGACTACAGCTCAGGGA‘FAATGCAA-\GGAGCTAGGTAACGGTTGT*T
280 280 300 3t aze k1] 0 350 38

¢
TG»\GT TCT ATCACAAATG&GGTGT"AATTGT TTTTCA-«-««AAAACAﬁAGﬂAACGCnGCRTAC’AT"’TT CCﬂﬂ\C R»TT T ﬂum\CCAAGCﬂTG»’l
ar 380 300 400 410 420 430 440 450

.- PR . e T T I P e - . P P
LT A2 AAQGRAGAMATTTTITTITGRCCCC AAT TTBAAATTAATAAAAACCCC TCCAAALACGOT CAATT ABACGAC AGTYTTGEA TAACCAAG
480 470 480 L 500 510 520 530 540 550

GGAGTGGLCTTTITT GGOGGECOGECCTTTC TTGC ¥ GRAGRAGE ~AAAAA TTOET CCCCAC AL 00 ALAAATTCCCCC TT A4 AT TT GGAGEGEGA
360 51 380 590 80¢ 610 820 830 840

B -
GGGnﬂCGGGGC AAAnA CCCCCCI'TTTTC CG CGGG cc A GGGGGGT TGGGG—-A*AM’«
450 660 &70 880 690
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MWW, ZCOSPIZA. CoMt

1868, C = 2376, G = 2132. T = 294

Lanc'Cap#: 4
Marrix: n'a
Direction: Native

Signal Strengths: A

ois )

RIS HIT

AGCCAT CCAGCTACACT

i
G

o {3

o

k]
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B_1130_POP7_BDTv3.mob

)_HALO_MI3R

1

14,2081

Comment: n‘a

NN B N NTHN NGTHNNNT GM NATTC M NNCNG

Mobility: K|
Spacing:

File: 2011-12-22_020_HAL0_M13R_0{4.abi

Lampiran 8. Hasil sekuensing isolat Mataram 020 dengan primer Reverse.
Sample Name: O21

NNNNNNN N NN NNNMNNNNN NNNNNGANG N NN NNNN N

i
T
300

R Rt - Gl | T

Hn
TaamaTT
i
H
30

&t Finen TV v.1.4.0

360
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NNNN ANNNNNNNKNSNNN NNN NNN
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Lanjutan Lampiran 8.

W,
File: 2012-09-18_Al_Mataram_020_HA20_MI3R_i8 09_2012_003.ab! Geospiza

WWWREONIHIN.CON
Sample Name:  Al_Mataram_O230_HA20_MIIR_Ix_09_2012  Signal Swrengths: A = 1006. C =163, G = 1059, T = 1446

Mobility: KB_3130_POP?_BDTv3.mob Lane Cap#: 3
Spacing: 12.5317 Matrix: na
Commient: n'a Direction; Native
st HEEDL e N R RN N R R I R SRR E RN TN R E NN NI RO
NN N NV NN NN WNGCATNT TCT GG AGN NNN -.\..rrrcu\r TAaCTETCGAABTTRAT TACATCATT TERT TT TAsARTTGTECAAAAARA
10 20

IIi'l”iHHHHI“Hil']ii!!l!"i!l“‘i'!HH!HHHIIH!H

SRR SANERRNIRDRREN SR NAY | i
AT TCCATCCTTLCACT TTQCECAT TTACTTTOBATCTAGTABCTAT T P TTGBTIACCAATCTCTGBT TTAGTGTTBATGTCCCAATBBAAAT
w0 100 110 120 130 140 150 180 170

“iiliil”l!HHHHHHHH“"HH’H'“’!IH:Il!“HHIuFH!I”!EI”HHI!HII'H“H!‘”
AT AGGTGGTTEGBTTTTGsTaT 2GTAT TETCTGC TCTBCCTCAT TAT TABB AT BBTGA4T TCCCCACABT ATCAAAABATCTTCTTGGTT B4
180 190 200 210 20 230 240 250 260 P

] . ; N 4 ; i I

I LR LA R L LA R R A R RN RN R AR e R AR N N NN R R R R RN R SRR RN R |

TATTATTGTAGRTTTTICTTTATTGT TGAGTATGTACT BT TCTTT ™~ G472 aBCCATACCALGT TTCTGALAAAGBAGABACT TCCCABRT AT
w0 0 300 30 320 330 ) 250 380

H'II!'l!HHHH"uIHHl‘HIH‘HiL!!!IH!il!'”lllHI'HH'IIil'il'ii“|l”l'!ll|f1I‘!H
GGACATGLTGABCTCACTCCTBATGATGCT TCATOA T CHBACCAAGAALT TTTGOGBATGATC TOAATTTICTCAAARTGATTTATTCTACT
aro 380 0 s 410 a0 0 440 4

TN A NN IO DU
CALTAGGTET T TCAGTTETTEATAGTCGTTGAAACT TCCTGGATAACAGAGETCATTGAT TGGATTGRCLT TCTCCACTATGTAAGACCAT
480 a1 L] 490 500 5§10 520 530 540

L £ a .‘ﬂ EalEA - AR ”‘*'Amﬂ{“f{f\';/\[\'n

AR RN R AN R IR A R R R R A NN R R R RS R R R RSN R R SRR AR R AR IR R R
GGTACATTGATGAATTCBTCACACAT TBGGT TCCCGAGGABCCATCCAGETACACTGCAATCTTTTas AT TAGBAGGLT TCACTECAT
550 580 510 580 80 800 &10 0 6%

bret
TeT

i A AT W D vV AV P M{ym LYy

RN N NN N NN RN RN R E A RN I R RN NN I F .
::hsncsc GAGCT TCCCAT TGTGT BTCTTCTCCLOTATGTCT TBGBCATGTBTALCACT GONGN NN NNTTRA A & 48
[ €50 860 870 880 690 700 710

vy ¥

Ny oy e o AN o o Y
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Lanjutan Lampiran 8.
W
File; 2011-12-22_026_HA30_MI13R_004.ab1 Geosplza
‘I|'\I1|'.g('f11p1'.’(l. (404
Sample Name: 020_HA30_MI{3R Signal Strengths: A = 500, C =642, G = 626, T = 840
Mobiliy: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane'Cap#: 4
Spacing; 13,5157 Matrix; n/a
Comment: nia Direction: Native

Pat T ST T T e RN I PR R S RSt T R ST S A NN R A MR R E AR T HE AR T A R N
mm MNCATTNTMGTCWA@YC?AGAAACCCGTCTTCOA CTTCTTGTTT»\AATTTTCTATCCTCCTTTCTAAGYTACTAM#TTCCC
10 %)

HHHIII!HE!! !:H'fHHH Hi!l?i!“!Ii!lii!lii[lEiﬁ!!“”l!ii!i!“!!HH!HHHHE!I
TTCGAACAGCCT CAAACTG ABTGTTCAT T TT BT CAATAATCGABT TGACCT TAT TGGT GACGCCATCTATTGECTTTTGAGTAGATTCTT T
100 10 120 130 140 150 180 179 e

HHI RIS ER IR RS AR Rl Y iHI'l1EE!'§!EHH3!!H‘!H! mnEEnnsnnnannn

GTCT GCAGCG?A"'CCACTCCCCT GCTCATTGCTGTGGT 86T ACCCG" ACCAACCATCYACCA TTCCCTOCCATCLTCCOTCTATAARACCTGC

210 240 250 280 270
fRA e ) :I‘h a ‘ H f‘ e ﬁ,’\ T A . " .‘-.- -
Il hx ot
!!HHEHE!H'I!H !HH !’!H'IH!!!SIHI!!i“!li:iI*!!'i”!i!!!!! HHE!!!H!I”HS”E
T-TAGCTCCAAATuGACCTCTCTTTTTCCT"CTGCTCTCTCT"TGAGGGCTGTTTCTGAGCCCTGTTGCTA-‘AGACTAATC GITYGATTTICAL

280 280 300 3 0 330 340 ase 380

EHH!! I‘i!l’!liﬂilHHH!HH”H E‘!EHH’HI!HHHIH’UH!HHEH!I=nil (XY H!!!!!
RTATTTGEBACATTCOCTAAT CGTGATABGRTGT AT BT 16T GBAAT GECATACT ABABT TTATCGCT CCEAT TEGAGT T TRACACT TAGTGT
E7) 30 e 400 40 420 436 40 450 480

Al AR i) ; PN ¥ n A 1
”‘I!H!:H!Ei!il :EHH!E!HU"!H!Hir!lH!HIHH‘I;’HH:!t!“lifi&i!'!l*iluii;!!i“!
TGCAGTTAccATnTTCCﬁATTCﬁCTTTTCnTAHTTGCTGAGT‘CCCCTTTCTTGACAATTTTGTATGCATGTTCTGG GCAATGAAATTTCC

470 480 49 500 510 520 530 540 550

PEFEdaEen, techiabise it l}‘i!sau:n’f!’!laii!hnn:iiil?il”ii‘!i!ri!z!i‘l:: B ..
ATTACTCTCGAAGTTGnTTGCﬁTCATTTGGTTTTAAAATTGTCC»\AR-\I\A'\TTCC‘-TCCTYCCACTTTGCCCGTTTACTTTGGA CNNNT
500 5m0 580 580 800 810 629 230 840

PO AN A A A R Ay R e

Fedfiislacratade nrdasedaraerittisstain.. . Tavezfoa.
l‘-GCTATTTTTGGTACCAATCTCTGGTTTAGTGTTGATGTNNNAACGGAAAANTGMNN KN NTTTA.Am\u\NN
850 880 L2/ 630 90 700 710
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Lanjutan Lampiran 8.

File: 2011-12-27_020_HA40_MI3R_002.ab} Geossria
WWW. ZeOSIHZa Cot
Sample Name: 020_HA40_MI3IR Signal Strengths: A =838, C =853, G=T68, T= 1120
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvi.mob Lane/Cap#: 2
Spacing: 14.9506 Maitrix: n/a
Commemt: n/a Direction: Native

T R B T R T e L R R YRR P RN R A N ITRR PR R SRR RSN SRR NN IE RS EN IS Y
SAN NN N NNNWE NG A TCT G A GTGACRAAT TT 24T GCARAT T GT GCATT ATAGCGATCCAT TGG AGCACAT GOAT A4 AGAT AGACCABCT

PR TIEEELE IR E'I“ia!!!iiHlis%iliilll‘lli’é’ii!iiHH!HH?!H!HHHHH!!H!HEH
ATCAT @AT TBCCAGT BCTAGGGAACT COLLACTG TTGAGTARAT TGACLBTAT T T GGTAAGT TECTATTGAT TCCAACTTCACCCCACTTATT
Mo 120 130

PHORERE T TEIIE I T ERb Uil”ixf‘fl’i”l”H“”U“!”Hif’i“s!“H!HHEU!H!
TCETCTETTTTTAATCT TACTTCTTCTGAAT AT TGCGGATAGT TBTATBT TCCGTTCCTTATACTTTCCATACAT TCATTALCACATTTGTE
190 200 210 20 220 20 2 250 210

‘
b B L UL L b
T T L A R L A A R S A R R R R AR RN TR IR RN N RY
ATAGAACTCAAAACAACCOTTACCTA CCCT'TGCAYTATL‘CCTGAGCTGT-\GTCGG—-\CCTTGTCAT;—GAGGTJCTTAACATTT

FLo] 200 300 3o 3% 330 0 %0 300

!!!H'“H“ i!!HiH*IHHEH" AR R RN R a Y iE!”’!!HE‘H'!“HiE” HH!HHHH
ATGJ-AAGTCTAGABTTCTCTCATTTTCCAYGAGFACCAG»\AGTTCTGC»’-TThT-\uGTCCA’lAAChTCT“G-’UU-CCCG CTTCCATCTTLTTGT
370 kL] %0 400 410 420 430 440 450

UL b ‘!! 11 l"E!*H Hht E!sf‘i’lEHi!HH!HHH E”HIUHHHUIHIIH!!"HH!

TTaaatTTTCTATCCTECTTTCTAABTTACTAAAT TCCCT TCCASCAGECTCAAACTBAGTET TCATTITTGTCAATAATCGAGTTGACCTTA
480 470 480 490 500 $10 520 430 540

A APARANVAAARAAN AN AN S ARAAARAA S s AL A SV APV A BRI Py

IR I L L R R I R R R I R R L L R R AR R R N L LR R R AR R R R R AR R R L R R RN AN R T R R R R R TR
TTGATBACGBCCATCTATTACCY TTTRAGTAGAT TCT YT TGTCTBCAGCGTAT CCACYCCCCTRGCTCATTGCTBTGETOGTACCCGTACCAAC

550 550 570 550 590 &00 18] 820 $30 848
T R L R R Ry Y L e o o L Y SR NN Vel Sn A e s
TR R R I RN R R R T AR TR 2 i
C:\TC""‘C CATTCCETACCATC CACTGNNCNNNN WN NNMNNNAN N NAA

L] 850 870 880 -]
N
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lat Situbondo dengan primer Forward.

ing iso

Lampiran 9. Hasil sekuens

W,
Geospiza
WHWAZPOSPIZA.coN

File: 2012-09-13_AI_Situbondo_HA10_M13F_13_09_2012_001.sbl

162

9,6=451. T~

=24

405,C

Signal Strengths: A

3130_POP7_BDTv3.mob

Situbondo_HA10_MI3F_I3_09_1012

Sample Name: Al

Lanc'Cap#: 1

Mobility: KB

Marrix: n/a
Direction: Native

12,6456

Spacing:
Comiment: n:a

S

20

N NN NNNNM N NNNNNHN GAG NN&T &
10

Jufe
FANAY

]
)

R N AT a's &8 & Bk AV AN 'y/\’ Vi

120

19

'\

140

i
c
27

250

170
240

230

210
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Lanjutan Lampiran 9.

File: 2612-09-13_Al_Situbondo_HA20_M13F_13_09_2012_003.abl Geos&'ia
HHW, geu.sprm. caom
Sample Name: Al_Situbondo_HA20_MI3F 13 0% 2012 Signal Strengths: A=907,C =712, G =606, T=777
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: 3
Spacing: 11.619% Matrix: n’a
Comment: nia Dircction: Native

vary . LR r ek P P b PR U R LR R T P AT PR LR EL R L
KN SNNDY NS IR NN AR S 70 G Nsc*rcmcaArc'mATGGAGTGAAGCCTCNAT'rTTAAMG..TTGCAGTGTAGCTGGA-rcs'
10 20 k] 40 50 &0

R S L p TR il AJ\LA’EM M

I T I R R L R R R AR I R R RS R TR R R R RN R R RE R I AN AR D
CTCCTCOGE AACCEAATG TG TGACGAAT TCATCAATGTACCAGAATGGT CT TACATAG TG GAGA RBGCEAATCCAACCAATEACCTCTGTT
%0 100 110 120 130 140 50 180 m

IR R AL RN R R A R A RN RE A SR R e R AT !H!”!“‘!”HU‘EH!HHH!I!H! ]!’HHH“H
ACCCAGGﬂmGTTTCnACGﬁCTATGAAG“RCYG-\A&CACC TAT TG AGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAQATCATCCCCAAAAGTTCTT
180 200 210 230 240 2% 260 270

MJ\/J\ e

CRERIRRRINRERRNENIRAEY: 5i“”’”““”!”””i”5!!””'”H‘H!:“!“!IHH?!H!H!“H”'!H
BOTCCBATCATAAAGEATCAT CAGE ABTBAGCTCABCATGTCCATACC TEGGAABTCCCTCCTTTTTCAGAAACGTGRTATGRCTTATCAARA
280 290 300 310 320 330 340 350 380

!!HH!i"“"!H‘%HHHNHH‘!HH!E‘!Hl”!!!'l’ll% “‘!iiii'ii”i’i”l“l"iii“i‘%”
AGAACAGTACATACCCARGAATAAAGAALACETALAACAATACCAACCALGAAGATCT TTTGATACTGTGGGGALTTCACCATCCTAATAAT
n 380 390 420 410 420 430 w4 450

IREREEN mh!!i!m:g!m I’E!HEH!EH&HH!IHI!H'IHEHIEHHHHI:;thiili!! HE!H;
GAGGC-GMGCAGACAATGCYAYnTCAAAACCCAACC-\CCT»\TATTTCCATTGGGACQTCAACATTAAACCAG»\GATTGOTACCQHAAATAG
480 470 480 490 500 510 520 530 540

!Iiiu.!”!!i!'HEIE!!!HH'H“h'a'i!!’illi'!i:iis‘l‘E'!r’li:uil” AEEE A ISR ERINE
CTACT;GATCCAAAGT,&.:.ACGGGCAAAGTGGA-GGATGGAATTTTTYYGGACAATTTTAAAACCAAATGHTGC»«HTCAACT TCAAGAGTA
550 580 570 580 90 800 810 a0 830

"I\N\:\nnﬂ Sy N A

AR NI I L R R RS L IR RN R TR R R A K1 1 E tdiri oa . kb
ATGGAIATTTCATT GCTCC»‘G-«MTATGCATACP-A-aAT"GTCNNNAA-\GGNGACTCANGTGN'!N‘ONNNTTTTNNNNNNGmNAhA
640 850 [:] 870 80 (=] 700 710 720
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Lanjutan Lampiran 9.

File: 2012-10-02_Al_Sitobondo_HA30b MI3F_02_16_2012 003.8b1 GBO,'»D‘I\ZG
WWW. densfiIa. oo
Sample Name: Al_Situbondo_HA30b_MI3F_612_{t 2012 Signat Strengths; A = 1830, C = 161, G = 1433, T = 1532
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvI.mob Lane/Cap#: 3
Spacing: 11.7633 Matrix: na
Comment: n‘a Direction: Native

. crbeeacttreabd bt gt
N KHN N LU NNG M ONNT G ST ‘KCN 2EaT- ﬁc cLTsa T
0

i MMU\J LA NMW

HHH!!H:{E2!”“5iiili!HElH!EH!:A:Ezi””l“l!!HiH!.H!Hi“ HE i]!ilil'ENE”UHHH;HH i
ATCAAE T TRGAG-@TAL GG AT TICATTRE TOLAE TN GE R IO A TIGT IR B s BGOG e
28

LR e D D

ti H?“i‘ 1114l
- coiivgaTge
‘D L]

‘!Eniimn!!i;!mws ulH*H!H!!E?!I’H’l‘!i?ilih ‘

c £G:TIGBAG-TACCCCS

l””!z IIIIRTI TN Y 'i ISERET] !:m! x!:ss'ﬂ!‘i'ilH!!’ fi
nuu ’nn*‘—nvno 'ﬂG r.c.u'n'c CCA'- 1Ta S0 GGOQ SGTRAFTECGLTGC 00N EQE N TDTACT O EX: N+ [autR] TGGERTLACL AT
X a5 50 470 a0 8 50 e 30

A P N‘LMMJLMLH_ N TR P L T
]

H isul'l!h!l!”"‘!i‘g I!!‘Hi'i;{ Yrpeclfedlilenias, tae srvliny setitasdsecana bl
ag* i

TG-GGCIRT TGOAABGG-NT TTIGTRICTT Tae uaulr-a"fa-u-v hEACE R G
san s-n 1sa seo §76 580 500 eca 810 &0

O h

N A R N R R N T . . X

CEGG " Ti™ Q"G T "GQ=ET T ATt T GCTAANST DT GG CNND GONG""NMNNMHNNNNNN Nh NHNNN W HMN Wh- SN HAL N HM MNSNNN NN N
w0 0 0 & e ) o

NN N BN G N AN R N GRS RN »mm
T

T4
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Lanjutan Lampiran 9.
; . W,
File: 2013-04-03_Al_Situbondo_HA48_M13F_001.ab1 Geosplza
WWW. GCOSPIZR.COM

Sample Name: Al_Situbondo_HA40_M13F Signal Strengths: A=T. C=33 G=61. T=47

Mobitity: KB_3130_POP7_BDTvi.mob Lane/Cap#: |

Spacing: 13.3449 Maurix: n‘a

Commeni: n'a Direction: Native

T T I I R I T e S R R RNt I RIS RN TR
GG L3 TG —JGG TTGGTCGGG TancCA TAGCRATG AGCAGGEGG G ABTEG ATACGBC TG CAGACALAGAATCTACTCALAA
20

e
SO _;\i,{\( : !
NI AR

i
H
GGC;_ATAGATGGAGTCNCCAATQAGGTCAMC'CAATT»\TTGACAAAJ«TG-«ACACTCAGTTTGAGGCTGTTGG

b»«n

SRR R IR A RN R IR HA IR ANE E””””HHHH;IHH !i“““”i”’“”!”'i
TTAGTEACTTAGALAGAAGGAT AGAAAAT TY AAACE ABAAGATGBALBACAOGTTTCTAGATGITIGGACT TATAATGCAG
180 170 180 190 200 210 220 2% 240

AN T SV A STV | o

PREEERILL HHHHHHEH!H” HH”'!*HH !

AACTTCTGGTTCTC TGGAAAP\TGAGAG*‘«CTCTAGACTTTC#\TGACTCAAQTGTT-\ ABLACCTCTATGACAAGGTCCOA
250 260 pal] 280 230 00 330 kb

. “L”-JLL\M"U“NUM\[\A. SUAN A A AN aoaadna N A e ananaea e alleana

TN I IR AR R R LR A IR I LA R R R R R R R AR AN R R L
CYACAEC?CAGGGATAATGCAﬁAGG»\GCTAGGTA%CGG?TGTTTTGEGTTCTQTCAC"‘*AATGTG“T»’-ATG&ATGT»‘TGGh
0 40 350 wo aro 380 390 400
O N | N T \UNR, VA T N (CRRT N N LR AR 2, A R SN RN Vot
REERIRRDRRTE f”!‘i’i“if‘”i'ii’i!%?“il””!!hHLH!‘EM&“!H_: NEETEIREL]
AAGTATAnGGAACGGAACA"ACnAC'ATCCGCAHTATTCAGAAGHABCH-G ATTAAAAAGA GQGGAAATDA\GTGGGGTGJ
410 420 430 440 450 480 470 48b
Fasstgpitascef. 8 PRI 3
AGTTGGAATCAnTAGGAACeTMCCA»\\A'HCTG'CGRTT
450 500 510
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lat Situbondo dengan primer Reverse.

»

ing iso

Lampiran 10. Hasil sekuens

Geospiza

Www. geaspiza.cont

File: 2012-09-13_Al_Situbondo_HA10_M13R_13_09_2012_002.abl

7
[x}

=

)

-

hid

™

]

o

-l

gl

™~

!

o

=

L ol
TR
€ 2
S =]
G
= o
53
=

5

[75]

o

&

o

=

-,
=
X g
=
e
s
< @
T -
.m_P
-4
£z .
Z~T
ley'
ERv R
2248
=

£

L]

A

Dircction: Nalive

n‘a

Comment:

NNNNNN NN RNNNTC GT NNNNNE T

N NN N N

10

e f‘:"\/\f‘/k.'F‘[Wi\[kllf\/xlwk r""\l\/\[\ﬂ,\f‘”}{ﬂ. f‘ VZ[\/LJ‘/M

10

w0

206

190

170

240

230

210
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Lanjutan Lampiran 10.

W,
File: 2013-04-09_Al_Situbondo_HA20_R_081.ab1 Geof"pua
LalalH geoxpr:a. taell )
Sample Name: Al_Situbondo_HA20_R Signal Strengths: A= 13, C=87.G=139, T=
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: 1
Spacing: 13.3%75 Matrix: n‘a
Comment: n'z Direction: Native
Pi.0 coanket PIRLE b DRV BPERER S T DT E IV L R TR R Y
£aCTG A TTTTG TATGCATAT TCT GGAGC ATG ARAT TTCGAT TAGT CT CGAAGT TGATT GEATCAT TTGBTTTTARALT TGTCLARAARA

10

IHHE!HUHHH!EHE’H MitHE s HLEJELNL H!HHI!!I?I!IHIE!HH!HEHHHHliii!HH!E

AATTCCNTCCTTCCACTTTGCCCGYT ACT TTGG&TCT-«GTAGCTATTTTTGGTACCAATCTCTGGTTTAATGTTGATGTCCCAA'GGAA&\T
i

.V jp‘ il “’z&‘i'(ﬂﬂ f,w l{r/; i v I "

,ﬁr.t- »1 1

'\’ ;u’ l \ ]Iﬂ \i 1; ‘." i M

¥ mw LR
!IHIHHIHH!HH!E;E!IHH"E!H?:!Hi lHIii!!‘ i!iIHH!!iHillilil!i'!ii'!lH!!EiH

'
ik
ATAGETGGTTGBBTTTTGATATAGCATTGTCTGCTCTGCCTCATTAT TAGGATGBTGAATTCCCCACAGTATCAARAGATCTTLT TGOTTGG
190 200 219 220 2% 240 250 200 270

IR AR A IR “E‘”iHHLH“!E:“'E!” i!li”“i“”!'“!!!“h sibabbaresraraennd
GT4TTGTTGTAGGTTTTCT TTAT TATTGGGBTATGTACTGTTCTTTTTGATAABCCATACCACGT TTcTGA»m\&GGAGGGACTTCCCAGGT»-‘r‘
280 290 0 il 320 Ex ) 340 350 380

f .

wilshaharalansnnins A sAAA: A fafoenicse o . o

R AN I I R R I R R L L E R R R TR A LR RN R R R TN LR P e e by T e

GG ACATECTBAGCTCACTCE TG ATBATGC T TCATG ATCERBACCAAGAACT TTTEGRGBATGATCTGAATT TTCTCAAAATGGTTTATTCTGE
N 380 0 400 410 420 430 440 450

AL . . . - "

Erevasnb. . fiosesandaifiade PR I P T Eeaktblut. v _E.
TCAATAGGTGTTTCAGT CTTCATAGTCGTTGAF\ACTTCCTGGGT»\ACAGAGGTC&TTGGT TGGATTGGCCTTCTCCRCTATGTA\AAACC»\T
540

480 470 480 400 500 510 520 830

T C?GGT AC»«TTG HTG‘!:'T TCBGETA CACAT TGGATTQMGGAT CATC TATCGG}‘CTHC TTTGCAATET ATT»A 'G’T"AA A-\GCTT ccnas TT|
550 580 570 580 590 500 B10 820 830 840

P L I IR e N ) e e i e e
CTBGATTTTTT ATOGGAGCCAT AATATGTIT TCTAAATTTT CAALAAABOGGTGCGT AABTCTAAACTAGBTIBCCC BB TG TTTAAAAT
asc 880 70 620 590 100 T10 720

W‘ = = = l. = -“ e
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Lanjutan Lampiran 10.

File: 2012-09-05_Al_Situbondo_HA30_M13R_802.abl Geos;}ia
WIWW. @eOspIza.com
Sample Name:  Al_Siwsbondo_HAI0_MI3R Signal Strengths: A=53.C=58.G=5L.T= 78
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lanc:Cap#: 2
Spacing: 13.0767 Matrix: n/a
Comment: na Direction: Native
PR R T N T R E A N A T T I R R T YT H R R I R L

INNNN NNNPNN N’NMN GNNN NNMYCTAGAA-\CCCGTCTTC(NTCT"’CTTGTTTAAATTTTCTATCCTCCTTTCTAAGT ACTAAATTCLG

:!”!H‘!|“HiiH!“!!E!HHHHHEU“'!H!H' Hii”i!‘&”!“!!l!!‘“HHHHHHHHHH
TTCCAACAGCCTCAAACTGABTGT TCAT TT TGTCAAT AAT T GAGT TGACCT TATTGGTBACTCCATCTAT TGCCT TTTGAGTAGATTICTT T
60 110 120 170

Ul Lo Db

”!H!l!“!i*!ii !HU’E'!U!HHHHl“;H‘HHl” 5!iHli?H?!!!I!!HHHH!I!!H!HII!i”
CTGCAGCGTATCCACTCCCCTGCTCnTTGCTATGGTGGT-\CCCGTACCA;«CCAYCTACC.—\YTCCCTGCCA‘-TCCTCCCTCTATAAAACCTGCTA
190 200 218 230 240 2% 260 270

a

ol e

iHII!!l!!HiIEHUH BUHUBRUBEUIIII HHEHHHE!!H!E‘!HE i!!ll‘l 1k

TAaGCTCCAAATAGACCTCTCTTTTITCCTTCTGCTCTCTETTTRAGGGCTETTTCTGAGCCCTGTTGL TALAGACTAATCTGT TTGATTTCACAF

!H!H”HHE”!H‘i‘“?' HHHHH!*HIH'HUHHHEEHH!!li“i!”!n!!” “HHH‘!
,.TTmoeecmrccccnmcsmancsmsmrewcrchmecﬂf-cTAGAGTTTHcscn:cc;nﬁsaAGTTTGACACTTGGTGTT
380 £ 400 ap 20 430 0 450 480

HHI“HHHH!'H! ”HEIH“IHH‘I!“HH! §“HHHH!HE!!H:!”I j TTRHII

P1isy
GCABTTACCATATTCCAATTGACT TTTCATAATTGCTBAGBTCCCCTTTCTTGACART TITGTATGCATATTCTGGABCAATGAART TTCCAT
470 480 499 500 &9 20 530 540 550

Al A A AL A ARAAAAAN AL A AMAAY A M A B At

I A I R R A T A R R N A LA R ST NS R R R R R R R R I N R R TN R A AR NN N L
TACTCTCGAAGTYG-\TTGC.’.TCA?TTGBTTTT»\AAATTGTCCAAAAAAATTCC&TCCTTCCACTTTGCCCGTYTACTTTGG#TCTAGTAG
580 570 580 590 600 &0 420 8 840

ANAN MY

IR IR L R TR T R L L N R R L AN R IR R A LTI AT
CTATTTTTGBTACCAATCT CTGGTTTAG TGT TGAT GTCCCAACBEAAAAC TGGCNNNRN THNNNNNN
650 660 670 580 830 700 710

g A

— e
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Lanjutan Lampiran 10,

File: 2013-04-03_Al_Situbondo_HA40_M13R_002.ab1 Geoslha
mﬂv.geospiza. SO
Sample Name: Al_Situbondo_HA40_MI13R Signal Strengths: A =710, C = 565. G = 593, T = 843
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvi.mob Lane/Cap#: 2
Spucing: 13.5233 Matrix: n/a
Comment: n/a Direction: Native

I P I R IR SN R RN R R R AT R RN R R R RN AR IR R R RIAN

CTaa TE T TT AC TAC-\ CC :G ACTO\CAAATT.AAAT GCAAATTCTBCAT TATAGBCBATCCAT TEGAGCACATCCA TAAAGATAGALACCAGS

LR SRR RIS NRISRERINII N FH NN !El!tf!“!l!’!l!”E!HEUH!!]U!!*'“
TA\‘cuYGATTGccqﬁTscTAGgGAncTcGCCACTGTTGnGTAAn‘rTGACAGYATTTGGT—AGTTCCTA TBATTCCAACTTGAGECEACT T
130 1t 170 186

b l“ Jhoh el o e s

HHHH!H“I IESRRRERRNRRREL I”““Hi;!”ili'!il“"HHH!H“!’!H'liii!“i””!i“
TTTC.CTCTC,TTTTTAATCTTGCTTCTTcTGAATATTGCGGATAGTTGTATGTTCCGTTCCTTATAC"TTCC-«T»\CH‘TCA*TATC—CATTTG
1% 200 210 220 230 240 0 260 270

i i [l IR . |I : '
P‘“E!U!‘!Ii:!il“ ERPROR I OID SRR RN i i R l!HHHHIHHIIH!EE!EW
TGATABAACTCAAAACAACCATTACCT GcrccﬂmcnnrcccmmcremercsmccnaTcamsacmTcrrmcnwemrc
280 290 300 310 20 330 10 350 30

5””zl“HH'H'%?HHHH!iH!HH! H'!UH!!?‘HH“'H”H! PELRLLERT LA LpReLEe
FTGAAAGTCTAGAGTTCTCTEATTTTCCATGAGRACEAGASGT TCTGCATTATA4GTCCARACATC TAGALACCCGTCTICCATCTTETTAT
ar 380 3%0 400 410 420 430 “0 480

. I 1 4 LHAR . . b . .
N HHHHIHHH‘!! %'HIEH‘IEHHHIll!!ll!'ﬂlléiili!HH!EHHHHH!HH!II!] H!I‘il
TTMATTT?crg-rcc-rcc'rTTCT»AGTTACTAAATchc‘rTCcr«ACAGCCTCAAAC?GAGTGTTCAT<!TGTCA—\TA-«TTGAG’TGACCTTA
450 470 480 490 500 510 520 Ex0] 540

H”““l"”!!““HS!iH!IHEHI'HH'H'
CCACTCCCCTRCTCATTBCTATGOTGGTACCCBTACCAA

HH“”“H'!HEIHEHHHHHH I
TTGGTBACTCCATCTAT TGCCTT|TGAGTAGATTCT T
550 580 51 580 590 80 610 820 830

G AN vy A e A BRI AN v fe e iene e crfen S0 MG P

Fedbbdpbaibaypnbbingbtosiby
CCATCTACCAT TCCETGLCAT CEALTGRECHE GBETTTCORBAAA CCC

a0 850 80 870 880
i in o Ao o e A
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Forward.

imer

dengan pr

injai

Lampiran 11. Hasil sekuensing isolat S

.

Geospiza

\!1!1\'.3!.‘“.5!)"2{1.(‘0"?

645. G = §27, T = 659

jai HA10_M13F_001.abl

File: 2013-04-02_Al_Sin

RIGC=

Signal Strengths: A

HAI0_ML3F

Sample Name: Al_Sinjai

Mairix: n‘a
Direction: Native

Lane'Cap#:

KB_3130 POP7_BDTvi.mob

Mobility:

Spacing: 12.2679
Comment: n'a

6 4A €GB G AC T ATGG ATCT GCC TGAACTCTC TTT ACEG AGAA AGGTCGTGTCTGTTTECTG A TG

1]

50

L]

30

20

0

G

130

t20

110

100

180

170
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Lanjutan Lampiran 11.

W,
File: 2013-04-02_Al_Sinjai_HA20_M13F_003.ab1 Geospiza
W geOSpIA.COM
Sample Name: Al_Sinjai_HAZ0_MI3F Signal Strengths: A =2012, C = 1633, G=1177. T = 1603
Mobility: KB_3130_POPT_BDTvi.mob Lane/Cap#: 3
Spacing: 12,4109 Matrix: wa
Comment: n'a Direction: Nalive
S Fostebibrbibebed dinepdoe s LEFHEPILENY
LGS 6 CA CAGT TGTC A4 CBAGY SAGOTCTCKBGT AT 46 4T GGT T TCCTABACT C TAAT TTT %44 QAT T G4 GT BT AGCT GG AT BGCTCCTE
o

0 3g 40 50 80 ki 80 0

X i ‘ Iy o b el '
iil Hiii'!?i‘liiiil!i'!' ‘I}ElI!!EEI5!H‘Il*”l!!l!!!ii"htllllilllili Ry .‘“HH’!i!E’H:i
GGG AFCCTAATGT GTGACGAATTCAT CAATOTACCAGAATBETCT TACATAGT GG ABAABGCCAATCLAACCAATAACCTCTGT TACCCAGT

100 110

120 130 140 130 160 17 180

“H:iliii!IHHHHEH!HH'E”HHUHH*HH‘H!’!“'Ul!l!i!“‘i!“HHIHHH!H!!'”I
EGTTTCAACBACTATGAAGAACTGASACACE TA TTGABCABAATARAGCATTTTGAGAAAATTCAGBATCATCCCCARAABTTCTTBBTCE
150 200 210 220 230 240 250 260 210

IEHIIHIH'HH!H}!HHHEHH'”I!!U'HEHU!!!H’!H'H!H“;H:!'!Hi HHEH'“HIHE

CAATCLETBAABCATCATCAGG ABTGABCTCAGCATGTCCATATCTBBRE AAGTCCCTLCTTTTICAGAALCOTOOTATEGCT TATCALAAAGA

RSN RERRNRRNE A A1 ”Hia“lH[E!!!HEHH”E!IH!!!Hii!i‘!i!!'iilHi‘”!“HHIH'%INH‘!
ACEGTACATACCCAAGAATAAABAAALGGT ACAACE AT ACCA ACCAAGA ABATCT TTTGATACTGTGAGGA 2T CCACCATCOTAATARTGAG

n 380 %0 L 410 420 430 440 450 480

[\ N\Qf\‘f\

TN L R T R RN R R R A AR RN R AR RN R R E A AR R R ANNE
GCAGAGCAGACAATG"TATATCAAAACCCAACCACCTATATTTCC#TTGGGACATCAACACTAAACCAGAGATTGGT-‘«CCAA&\AATAGCT‘\C
470 480 500 510 520 530 540 550

"'At'mi& A ‘\[W\MJLM Mgy AferL ol

NI I I I N R I R R R R R I E R A A L T R AR R SN I SRR S N AR IR EREY.
TAGATCCA-‘«AGTAA-«CGGGCAAAGTGGAAGOATGGRGTYTTTTTGGACAATTTTAAAACCAAATG»CGC#A"CAACTTCGAGAGTAACO

S80 570 BOQ 810 £20 620 840
L DT VLY Y e
A, : 1Y M
Ut LD B Rt s atfbatad bbb sl i0biaRtitataeccttlo. nes Kb . el
Gn:\-CTTC»TTGCTCCAG»«MT»\TGCATACAJ«AJ\TTGTCAAGAA#GGGGACTCAGATOAA*YTT'TTTTTTCGTCGV-AQAAI«
650 [ B7Q 880 L] 700 ral:] 20
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Lanjutan Lampiran 11.

File: 2013-04-02_Al_Sinjai_HAM_MI13F_001.abl GGO_SIREG
N“'ll'.gt.'ﬂ.\'fﬂzﬂ. (4703
Sample Name: Al_Sinjai_HA30_M13F Signal Strengths: A=275.C=16).G =217, T=X7
Mobitity: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: |
Spacing: 12.9757 Matrix: n/a
Comment: n‘a Direction: Native

TR R I  E E E E N R I TR IR R LR T AN
@4 TG 4ALC TTCBTGGT xCuG«TBGC"’GTCATAAC"C,.TTTTCTACGGGCAAAGTGGA’«G&ATGGAGTTTT'TTGG-QATTTTAAAACCA

HH!HH!HHH“H EE!IE!H ii?””ii!!!ll!h“‘i!‘if“i!!!hi !i"l!i”l!f!lii!!!?”‘l
AATG:‘-CGC-'\ATCA—.CTTCGAGAGTAACGGAAACTTCHTTGCTCCAGAATATGCATACAAA#TTGTCAMG&“RGGGGACTCAGCA-&T‘MTGA
100 1m0 120 130 140 150 160 170 180

NIRRT iiii!iiifﬂili!! IR RERE PHHHI%HH?H!IH!H:!IH!'!'HHII?‘I!'UUHH«!
AAAGTGMTTGGA\'A'rGGTAACTGc:...caccaAGTGTcr..aAc‘rcc.\:-TGGGAGCGATAAACTCTAGL\TGCCHTTCC-\CAAC-\’ACACCCTA
120 200 210 220 230 240 2% 0 270

[ S ' i T AR Wl A : IPAREAMAFLY

“””7” i!HiilHEHH'i!liﬂiﬂﬂlltiilliilflIHHIHI!!‘!ihll RN IR RN R LN N RE RN

A'rc..cc;.TTGGGGAATGcccca;-»\YM‘GTGAAATCAA-\CAGAT AGTCTTGGCAACAGGACTCABALACAGCCCTCAAABAGABABCAGAAGE
%0 290 6 340 320 30 3o 3s0 380

/ K ALY ek i - h X L L, [ WA
11 H!“HHI‘E%’!HH il 4'HHHIEH!‘![HHH!H’HHIE lH!!i‘l!!!!!HH!HH!H“?'!H
GAAAAAGAGAGBT GTATT TBGAGCTATAGCAGGT T TTATAGAGGGAABATBBCAGEEAATGET AGATGET TEG T ATBAGTACCACCATAGECA

am 380 390 400 10 420 430 440 asn

HHHIHHHl““ihk'!ifa;“m! H!!Ilhl!'i"!i!l!‘!ii!!!"!iiii!iH!H!!i'uh!i;iui'!
ATGAGCAGGGGAGTGGATRCGCTGCAOAC.«AAGA ATCTACTCAAAAGGBCAAT AGATOGAGTCACCALTLAQATCAACTCAATTATTGACA &k
s 470 480 480 500 510 520 530 540 550

M b el

TR N I R R T R T A B I R R R R R R R R R N R N R A NN L R R PR R A RN IR RN
ATGAACACTCAGTT TEAGBC TGT TGGAAGGBART T TAGTAGCTTAQAAABGAGAATAGABAATTTAAACALGAAGATGAEANGACGBGTTT
560 570 580 500 800 810 620 &30 640

Fﬂ M\j\ ,,\,“"\ ‘JL JX_ALIL{\ \=_A=A AM

li'€5‘!§l‘l“”‘i‘ilxlE%‘!”F!1it”!’;“ pitands,
CTABATBT TTGGACT TATAS TGCTGI«ACTTCTGGTTCTC-«TGGGGTCAT“«GCTGT"TTCCTGA
850 860 870 880 890 700

o A M Al
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Lanjutan Lampiran 11.

File: 2013-04-02_Al_Sinjai_HA40_M13F_003.ab1 Geosﬁa
WHW. SENSINIA. Cr
Sample Name: Al_Sinjai_HA40_MI13F Signal Strengths: A =561, C =279, G = 400. T = 402
Mobility: KB_3130_POP7_BDTvi.mob Lane'Cap#: 1
Spacing: 12.880R Matrix: n/a
Comment: n/a Direction: Native

. R TR T T R S PV N PR I R R R T IR SRR LR RN RER SRR I N EIARY
80 B¢ 16 AT6G AT0 AT GGT-‘CC‘ACC&TAGCRATGAGCAGGGGAGTGGATACGCTGCAGA(}\AAGHATCT-CTQ«AAAGGCAATAGAT GG

FESLRENELERRETERNLY Isl“H!“”siH“il’i !'HHHHI’HH”’“‘E'HHHlli!HiH!“l!‘”
BTCACCAATAAGBTCAAC TCAAT TAT T GACAAAATGAACACT CABTT TGAGGC TGT TGGAAGERBART TTAGTAGL TT ABAAAGH AGAAT AG A
160 110 120 130 "y 15 160 170 120

E:iHHH“H'iUH E’HHH’HEHH'H!"Hlll“!!'"?“!”l”l!E'H”Hi! llﬂHlI!lEH!H
GA&TTT-“\ACP\AGA\AGAIGGHAGRCGGGTTTC‘r‘-eHTQTTTGGACTTATAHTGC"GAACTTCTGGTTCTCATGGHAAATGAGQGAACTCT
180 200 210 an e 240 250 20 270

X N ; ! | RO E . L) Ay i
!U”HHH!”“”!””H“!‘i!!“!i“lHIH‘H”“HHHHUHU”HH‘!EH”H’H HiTH
GACTTTCATBACTCAAAT BT TAiGAACCTCTATGACAAGGTECGACT ACABL TCABBBAT AAT BLAASBBAGST BGGT AACEETTGTTTEAA

280 200 300 am 20 330 240 350 w

HHIHH!!!H!!HHH h!HHH!NEH'HIHH!IIHEHHH“ ll!!illi!ii’UE”lI!HHiHEI‘i
GT‘FCT-\TCACAAATGTG-\T-«ATGAA"GTATGG“#AOTAYAAGOAACGGAACA"’ACAACT TCCGCAATATTCAGAAGAAGL‘AQGGTTAA&AAG
30 380 kL 400 410 420 430 440 430 480

-Hil!iilli!!ii!i* EEIIHEEII’E'HHH!H IHHEI“Hii!ii!:ilii!!ml!EHIH!!"HIHHHE i

AGAGGAAAT AAGTOGGETAMAGT TARAATCAAT AGGAATTTACCAAATACTGTCAATTTACTCAACAGTBRCGAGTTCCLTAGCACTAGCAA
arn 480 90 500 519 520 53¢ 540 S50

P A i VA e m A s o e AN A o Sl s S O e vy LA S sy
AR R IR RN RN R R R R A R R A R L RN A AR RN R R R R F A A R SR R R R R R A R AR LA AR R IR IR IE

TC TGAT-HGCTGGTCTATCTTT-TGGATGTGCTCC&MTGGATCGCTACAATGCAG&—1"'TTGCnTTTAA&TTTGTG!-GTTC-«G‘-"TGTAG

280 570 580 560 800 610 820 830 840
- A S L R Vs LR S S S Ny AT
lr’l!i!!'iiEHi;ifEiré‘izst..zl|:. L
TTan2AACACCCTTGTTT CTACTGGTC:«TAG:TGTTTCGGGG-«GGGGGAA

] 860 a70 680
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dengan primer Reverse.

injai

Lampiran 12. Hasil sekuensing isolat S

Geospiza

HWW, GeOSPHZE. com
2358

235 T

2019.C=2056. G =

Matrix: n/a
Dircction: Native

Signal Strengths: A
Lane/Cap#s: 2

jai_HA10_MI13R_082.ab1

I}

HAIO_MIIR

B_3130_POP7_BDTvi.mob

Mobility: Kl

File: 2013-04-02_Al_Sin

Sample Name: Al_Sinjai

Spacing: 11.4746

Comment: n‘a

ARG AGGC AGA CCA #CB ACGT TBABTGC AACA ACAAGB GG - BCCBGCGBCT BBLCTT TC ACCAETA® A

50

49

E

20

to

130

120

110

i
1

il

P

al
s dl

E] r

i
e
LIS

i
i

i.iiiii-

LABAAGAAGCEG

&
A

210

3

GT CO T TTTACAALAA

[
L=< Relv)

fiey
T4CT

§!
TG

UL

o

310

230
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Lanjutan Lampiran 12.

b N
File: 2013-04-02_Al_Sinjai_HA20_M13R_004.ab1 Geospiza

MWW, ZeOSINI COR

Sanplec Name: Al_Sinjai_HA20_MI3R Signal Sengths: A = 1445, C= 1326, G = 1525. T= 1704
Mobility: KB_3130_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: 4
Spacing: 12,1979 Matrix: n‘a
Comment: n‘a Direction: Native

FIGTM BCEAGHL0- - 2007 C 0" 0GA * @ TCOBE-I6LG 0C - G GLGTIeT T 'Gar
- 0

I!H!x

thotfelltilinegens, ::‘H!H.m i
- G CAGTad:. fccu:an ATC-AarDATTT T
e 250

g

.\l:.l:.ln et ettt | il DRt e I
4040GaaCT CCCSG-'--‘OG-C-’G:'Q-GC‘C-C':L G- Q- TAL-TLCTGE T TOG AL - DT T TGA00S  TA T TG - -7 VG S0 esa T HG YT T TCT QL T
"o EX B i wo %0 00 an ax a0 o e

[ P D PP T [EY . . St . R IO
B L T Ll T ﬂﬂ "Cr GG1TG.0 Gucc"ccc":cc"cm'-\n'cco«':'c'u"cc TRPTON I ELIL I
" am - “wn So0 510 an 1] L] 850 L] 5] o

BT ' [ RN
TGG-GOGT (OG- GI-TC T AL T T T T CAALCTRAT Thar e TS
Lo X L3l L 30 L] 850 L]

i . . - . . S P .
$90CC oy rdooeiooadng « N - ey ona TUT@GCTTGE TN e FLEQR G TTTITILRGIG 0 PEAGR GO STCCICCLTOTG/BA0 N0 T D
™ T el ke ] ™ T ol L nt (-]

)
e . . o

G 7 tGe .06 CICCEIQA0BORTIC T GG0 T8 D - -7 Te T TR TCEC e B B TCT 2 DAGG 00 -« AACCCCCORCES ¢ TN 0Lt TCONG@a G T L2 ey
(L] (= L] ned (L] L] (2] oo L31] it

R N1 T ER RNyt TEQ T ok
0
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Lanjutan Lampiran 12.

File: 2013-04-02_Al_Sinjai_HA30_MI3R_002.ab1 Geos&ia
WHW.Zeaspiza com
Sample Name: Al_Sinjai_HAZ0_MI3R Signal Strengths: A = 1129, C = 12%. G = 1065, T = 1586
Mobility: KB 3130 POP7_BDTvi.mob Lane Cap#: 2
Spacing: 12.6H38 Matrix: n'a

Comment: n'a Direction: Native

. . e . N R R E R R N RN N RN R EARNE!
FCTGT AAGCAT TAATATG TTCGAT GTCCCAACGG 2C & CT G TCEG CE T T IT AGAT " TAA4T TETCTATTETCCT TTETAAGCTACTAART TCE
10

ey

i h!illUH’“HIilHH!HH!HHH“IHiH!IHHHHIHH‘HHH“llliil““l!llil HFE
CACAGCCTCRAACTRAGTOT TCAT T T TGTCAAT AT TRAGT TGACCTTATTARTRACTCCATC TATTGCCT TTTRAGTAGATTETT
00 10 120 130 140 150 180 17e 180

\
W
it
eT7C
1

HHI!I]-HI”E'UHH!HHIHEH“!I|I|!IlH!lHHII!HEHHHHllllHHHHIFIIIIII'|HH||
mfc GCHGCGTnTCCuC,TCCCCTOCTCATTGCT-TGGTGGTACCCATACCA&CCATCTECCATTCCCTGCCnTCCwCCC“CTATA-«-\acc G
210 230 240 250 200 an

Gl

PO R TR T R N L D R P TR R T L R ]

GCTATABCTCCALATAGACCTCTCTTITTCCTTCTQUTICTCTCTTTRAGAGCTOTTTCTGAGBCCCTATTGCCAAGACTAATCTRTTITEATTT

f!!l’HIHIHHIH"H‘”’HH!H[HH!!HHH||HH1H|'!IHHHIH'IH!HHIIHHHE!'UH
CACATAT TTBGGBCATTCCCCAATOBTAATAGGATAT ATGT TOTAAAATGACATACTAGAGTTTATCOC TCOEATTOOAGTTTGACAC T~ 64
a0 30 400 n 420 430 440 450 450

|”H|1I“I“l’l““s””l!“!l”!lll'“uI|i|!|||!”HHH”li“”‘““!“f!I||H“ii|'l||?|
TATTOCAGTTACCATATTCCAATTCACTT TTCATAATTGETBAGTCECCTTTCTTHACATTTTQTATGCATAT TCTGBAGCAATGAAGTTT
a7 480 490 500 510 520 530 540 550

it vl ot 2 L A I A VA AV B Y

bttt T e e et LR R ER L T LR R Rt F NI b s dan 1A
CCGTTACTCTCGAAGT TBATTGCBTCAT TTGRT TT TR AL AT TGTCCAALL LA CTCCATC LT TCCACT TTGCCCAT TTACTTTGGATCT A
560 570 580 550 800 &10 620 &30 840

Yt e oM PN A A PN N A Y

2R RN R NN T N RN R N E AR R R R NN RN EENE PN F I S . RIS LRI RN
QTAGCTATT T T TG T ACCLATCTCIGRT TTAGTGT T G2T BT CCCAACEBAAAACTGAT TCTCYTTT TT AARAAL AAARAAALARA
450 550 L] &80 L] T00 710 720

e NN SIS N N e Y e e
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Lanjutan Lampiran 12.

W,
File: 2013-04-02_AT_Sinjai_HA40_M13R_004.abl Geospiza
W genspiZa.com
Sample Name: Al_Sinjai_HA40_MI3R Signal Strengths: A =491, C =459, G =403, T = 580
Mobitity: KB 3130 _POPT_BDTv1.mob Lanc:Cap#: 4
Spacing: 12.6837 Mairix: n‘a
Comment: n/a Dircction: Native
L N P T L R E T L A PR N TN R R R R R RN R NIRRT NEA Y |
£QOasG6T C TT TT-\C TCATECTG ACT C-’«(‘,\AAT TTAMLT GCARAT TCT GCATTOTAGCGATCCAT 'GGAGCACATCCA TALAQAT AGACCAGE

- w0

i P Y . N
HHH!!!!IH!HHE;HHH!!”H!HHHHH!!HHHEHH?Hi!”iHfiE?E“HHHHE”HH!H
TATC&TG»TTGCCHGTGCT»«GGGAAC‘!CGCCACTG TTeaerahA‘rTaAcamﬂ TTGGTAAATTCCTATTGATTCCAACTT TACCECACT T

110 140 150 150 170 180

el it

lli!!i!" HH!‘IE‘UL;!H“H!HH!!l! !hlllli!!lilH!ilii”!HH‘“IEEH!!E H'ie”l!

p,..;'.ﬂ-'m el

i

¢

i

T*CCTCTCTTTTTAJ\CCTTGCT TCTTCTRAATAY TGUGGATAGTTGTATGTICCEGTTCCTTATACTT TCCATACATTCAT TATCACATTT
190 200 213 220 230 0 250 280 270

,E

I . .
SNIRRR NI E: r” ISR ESRRNAES: iU%HIlH!HiHIi!H!‘lli’IHIH!!’E!H*!I!'FE”H“HHHHi
GTGATAGAACTCOALLCAACCGTTA CCC GCTCCTTTGCQTT»«TCCCTGAGCTGTAGTCGGACCTTGTCATAGAGGTTCTTAAC-’\"’TTGAGT
280 200 300 Jie 320 a0 30 850 360

sl A A
]

LA

IR H!HHHH“EE!HHHEII‘EH“HEE! TERREIR I T T R PR DR R L
CATGAANGTCTAG-«GTTCTCTC-TTTTCCATGAGAHCE:AG-«AGTTCTGCATTATAAGTCCAAAC»\TCTAG»\A-’ACCCGTCTTCCATCT TeTTa
e 380 390 400 410 420 430 40 450

H“H'”‘!i!? !H'!!HH*IHHIH ”"Hi'”ﬂ!i”?””f"H'HHi‘!”!!“”lH'Ili!””
TTTARATTCTCTAT rcmcwTcwmcucmmﬂccmTCCAAcnaccrcnmc*mmmrcmrTTGTCMTMTTGAGT*GACCT
480 70 480 490 00 519 520 530 540

W A AN S AR AR ”'W\ oWy JMNM”W\N\ O A Y
li IERRRRESTARRRRE] HHIHHEHH;!HI R N I e R R R R R N N R R R R RN A RN R AN RN A RRE AR Y

TOGTGACTCCATCTATTGCCTTITGAGTAGATTCT TTGYCTGCABCGTATCCACTCCCCTGCTCAT TECTATGGTGETACCEATACCA
580 570 580 90 -] 410 620 630

E:

\ W A el an i gy e A AN v A Aoy 2t AN P s

IEEES RS RSN E R AR ERE A RTINS el
ACCATCTACEATTCCCTACCATECACTGACCACEEE TTT 4BCAAAA

840 850 660 870 630

D T T L A R T AL N PN
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