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RINGKASAN

MARIA ULFAH. Keragaman Genetik Ayam Asli Indonesia yang Langka
berdasarkan Analisis Sekuen Komplit Daerah D-Loop Mitokondria dan Gen
Myxovyrus (Mx) Resistance. Dibimbing oleh ACHMAD FARAJALLAH,
MULADNO, JAKARIA dan DYAH PERWITASARI.

Ayam bekisar (BkSr), bekikuk (BKK), leher gundul (GUN), sumatera (SUM)
dan walik (WLK) merupakan ayam asli Indonesia yang langka. Karakter molekuler
merupakan salah satu Kriteria standar teknis utama dalam penetapan rumpun
(breed) dan galur ayam di Indonesia yang sampai saat ini masih terbatas datanya.
Wabah penyakit viral seperti Al dan ND juga diperkirakan menjadi salah satu
penyebab kelangkaan dan hilangnya breed ayam sehingga karakteristik gen yang
terkait dengan tingkat kekebalan tubuh ayam terhadap serangan penyakit akan
menentukan keberlangsungan hidup ayam. Tujuan penelitian ini adalah untuk
menyediakan pangkalan data struktur populasi dan diferensiasi breed dan menduga
asal-usul ayam asli Indonesia berdasarkan karakteristik mtDNA d-loop dan gen Mx.
Penelitian ini terdiri dari 2 tahapan penelitian yaitu (1). Determinasi breed ayam
asli-Indonesia yang langka dan ayam Indonesia yang lain berdasarkan analisis
sekuen komplit daerah d-loop mitokondria (mtdna d-loop), dan (2). variasi dan
evolusi gen Mx ayam berdasarkan sejarah program seleksi dan pembentukan breed
ayam.

Penelitian ini menggunakan 23 breed ayam Indonesia (mewakili 35% jumlah
total breed ayam yang ada di Indonesia), berdasarkan Sartika dan Iskandar (2007).
Tiga set data digunakan pada penelitian tahap 1. Data pertama digunakan untuk
menentukan haplogroup mtDNA d-loop ayam asli Indonesia dan hubungannya
dengan ayam-ayam dari negara-negara lain dengan menggunakan analisis unrooted
neighbor-joining (NJ). Data pertama ini terdiri dari 679 sekuen mtDNA d-loop
(1227 bp) dari 6 breed ayam asli Indonesia yang langka (BkSr, Bkk, BRG, GUN,
SUM dari populasi Indonesia dan Amerika Utara dan WLK), 17 breed ayam
Indenesia yang lain (arab golden red ARGj dan ARGD, arab silver ARGs, bangkok
BgK, black java (BJ, dari populasi Amerika Utara), cemani CMN, gaga’ GAG,
kampung (KPGb, KPGh, KPGg, KPGbd, KPGs dan KPGsl), kate KT, kapas KPS,
kedu hitam KDh, kedu lurik KDI, kedu putih KDp, kukuak balenggek AKB, pelung
PLg, nunukan NNK, sentul STL, dan serama SRM, 2 ayam ras komersial (broiler
BRO, dan layer L), 5 subspesies ayam hutan hijau (dari Bali AHHb, Jawa AHH],
dan Madura AHHm) dan 2 ayam hutan merah (dari Jawa AHMj, dan Sumatera
AHMS) dan 154 sekuen perwakilan haplotype mtDNA d-loop ayam di dunia (A-I
dan W-Y) (Mioa et al. 2013). Seratus sembilan puluh delapan (198) sekuen mtDNA
D-loop ayam asli Indonesia dan ayam hutan telah disimpan di Genbank NCBI
dengan no aksesi KR535995-KR536177 dan KT853000-KT853016. Data kedua
terdiri dari 524 sekuen mtDNA D-loop (1227 bp) ayam Indonesia dan ayam hutan
digunakan untuk memperkirakan struktur populasi dan determinasi spesies,
subspecies, breed dan galur ayam. Keragaman haplotype (H) dan keragaman
genetik () mtDNA d-loop dari 481 individu ayam Indonesia dan ayam ras
komersial dihitung dengan menggunakan program DNA Sequence Polymorphism
(DnaSP) versi 5.10.01. Struktur populasi dan determinasi breed ayam dianalisis
dengan menggunakan program Mr. Bayes versi 3.0. Data ketiga mencakup 616



sekuen mtDNA D-loop ayam (ayam Indonesia=490; ayam dari luar negeri=126)
yang digunakan untuk menganalisis aliran genetik dan penyebaran ayam yang
dianalisis dengan menggunakan Median Joining Network (MJ) dalam program
NETWORK versi 5.0.0.0. Penyebaran ayam berdasarkan 7 wilayah regional State
of the World’s Animal Genetic Resources for Food and Agriculture (SOW-ANGR)
yang ditetapkan FAO (2007) digunakan untuk menentukan pengelompokan breed
ayam: (1). lokal (breed yang hanya ada di 1 negara), (2). lintas batas regional (breed
lintas batas yang hanya ada di salah satu di antara 7 wilayah regional SoW-AnGR)
dan (3). lintas batas internasional (breed yang ada di lebih dari 1 wilayah regional
SoW-AnGR).

Hasil penelitian tahap 1 menunjukkan bahwa ayam asli Indonesia yang
langka (BkSr, BRG, SUM, GUN dan WLK) memiliki rataan keragaman genetik
yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan ayam yang lain. Penanda mtDNA d-
loop-dapat digunakan untuk membedakan subspecies ayam hutan dan breed pada
ayam Indonesia. Sebanyak 201 haplotype teridentifikasi pada penelitian ini. Ayam
asli-indonesia yang langka mengelompok pada haplogroup B, D dan E (terutama
D).-Ayam Indonesia pada awalnya dikembangkan untuk tujuan hiburan (pesuara
darthias), selanjutnya diseleksi sebagai ayam pedaging dan petelur. Pendugaan
hubungan kekerabatan yang dekat antara BJ dan BS dari USA (haplogroup E)
dengan SUM dan KDh (haplogroup D) tidak terbukti pada penelitian ini. Penelitian
ini'mengusulkan 5 haplogroup baru untuk determinasi subspesies ayam hutan: Vm,
V] dan Vb (masing-masing untuk AHHb, AHHj dan AHHm), dan haplogroup J dan
Sm+{masing-masing untuk AHMj dan AHMs). Kontribusi AHH dan AHM dan asal-
usul" multiphyletic ayam asli Indonesia telah berhasil dijelaskan dalam penelitian
ini.cTiga aliran mtDNA D-loop ayam yang menentukan asal-usul ayam Indonesia
yaitu: (1) Cina, India, Jepang dan Korea, (2). Bangladesh, Cina, India, Jepang,
Korea, Laos, Myanmar dan Thailand dan (3). Afrika, Bangladesh, Cina, India,
Jepang, Korea, Mediterania dan USA. Tiga (3) breed ayam Indonesia (KDI, KPG
dan:SUM) diduga sebagai breed ayam asli yang hanya ada di Indonesia. Oleh
karena itu, pelestariannya sangat penting untuk dilakukan sebagai upaya untuk
mempertahankan keragaman genetik dan juga untuk pemanfaatannya di masa
depan. Pembentukan galur murni ayam Indonesia seharusnya didukung oleh oleh
program seleksi dan pemuliaan yang sistematis.

Pada penelitian tahap 2 digunakan 216 individu ayam dari penelitian tahap 1
yang dikelompokkan berdasarkan tingkat seleksi dan program pemuliaan, yaitu:
(1). Liar 1 (AHH), (2). Liar 2 (AHM), (3). Unselected chicken (UC), (4).
Moderately selected chicken (MC) dan (5). Highly selected chicken (HC). Total 216
sekuen gen Mx ayam (daerah promotor dan ekson 1-14) digunakan untuk
menganalisis struktur populasi dan pengaruh sejarah seleksi dan pembentukan
breed ayam terhadap evolusi gen Mx ayam. Nilai H dan h dihitung berdasarkan
Nei (1987) dengan menggunakan program DnaSP versi 5.10.00. Frekuensi
diplotype, perbandingan pairwise indeks fiksasi (Fst), diferensiasi allel dan
molecular variance analysis (AMOVA) kelompok L1, L2, UC, MC dan HC
dihitung dengan menggunakan program Arlequin v3.5.1.2. Analisis Bayesian
dengan menggunakan program Mr. Bayes versi 3.0 digunakan untuk menduga
hubungan kedekatan gen Mx masing-masing breed ayam. Analysis of variance
(ANOVA) selanjutnya dilakukan untuk menganalisis hubungan antara genotipe gen



Mx (alel resisten A/A, dan alel rentan A/G and G/) dengan respon kekebalan ayam
Indonesia (nilai titer antibodi HI ayam terhadap NDV dan H5N1 AlV).

Hasil penelitian tahap 2 menemukan 127 SNPs baru pada gen Mx ayam
termasuk nonsynonomious S631N. Sebanyak 779 asam amino diprediksikan
membentuk protein Mx ayam Indonesia dan ayam hutan. Ayam pada kelompok UC
mempunyai keragaman gen Mx lebih tinggi (p<0.05) jika dibandingkan dengan
ayam pada kelompok MC dan HC. Tiga tipe mutasi nukleotida pada ekson 14 gen
Mx ayam terdeteksi pada penelitian ini, yaitu (1). Tipe liar (W) pada kelompok
HC, (2). Tipe mutasi splice-site 1 (SS1) pada kelompok UC, MC, L1 dan L2, dan
(3). Tipe mutasi splice-site 2 (SS2) pada kelompok UC, MC, L1 dan L2. Hilangnya
3 dan 32 basa nukleotida dari ekson 14 gen Mx masing-masing pada mutan SS1
dan mutan W, menghasilkan hilangnya 1 dan 8 asam amino pada ekson 14 gen Mx
sehingga membentuk protein Mx yang tidak normal. Tipe mutan SS2 diperkirakan
sebagai karakteristik origin dari gen Mx ayam hutan dan ayam asli Indonesia. Alel
resisten A/A juga menunjukkan respon kekebalan negatif terhadap HSN1AIV dan
NDY. Penggunaan alel A dari gen Mx ayam untuk meningkatkan kekebalan tubuh
ayam terhadap berbagai jenis antigen (terutama AIV dan NDV) belum dapat
disarankan dalam penelitian ini. Penanda gen Mx dapat digunakan untuk
membedakan subspesies ayam hutan dan breed ayam asli Indonesia. Diplogroup
gen-Mx AHM mengelompok dengan diplogroup gen Mx ayam Indonesia. Ayam
hitam dari USA (BJ dan BS) juga diduga tidak berkerabat dekat dengan KDh dan
SUM. Kontribusi AHH dalam domestikasi ayam asli Indonesia diperkirakan
melalui pembentukan BKSr yang memiliki diplotype gen Mx yang sama dengan
ayam asli Indonesia yang lain.

Penelitian ini mengusulkan diferensiasi breed dan galur ayam Indonesia yang
baru. Penanda mtDNA d-loop dapat digunakan untuk menduga analisis kekerabatan
maternal, sedangkan penanda gen Mx dapat digunakan secara parsial atau bersama-
sama dengan mtDNA d-loop untuk tujuan analisis kekerabatan yang spesifik saat
ini.-Penelitian ini menyediakan data penting tentang karakteristik molekuler ayam
asli“Indonesia dalam rangka mendukung Peraturan Menteri Pertanian Republik
Indonesia Nomor: 117/Permentan/SR.120/10/2014 tentang penetapan dan
pelepasan rumpun atau galur hewan).

Kata kunci: Ayam Indonesia, aliran genetik, diferensiasi breed, gen Mx, mtDNA
d-loop, struktur populasi



SUMMARY

MARIA ULFAH. Genetic Diversity of The Rare Indonesian Native Chicken based
on Complete Sequence Analysis of Mitochondrial DNA D-Loop and Myxovyrus
(Mx) Resistance Gene. Supervised by ACHMAD FARAJALLAH, MULADNO,
JAKARIA and DYAH PERWITASARI.

The Bekisar (BKSr), bekikuk (BKK), leher gundul (GUN), sumatera (SUM)
dan walik (WLK) are grouped as rare Indonesian native chickens. As one of the
primary prerequisite criteria to determine breed and line of chicken, the molecular
characteristic of Indonesian native chickens is still limited to date. The increasing
of the extinction degree and lost of chicken breeds was also suggested due to highly
outbreack of viral diseases such as Al and ND, therefore the specific molecular
characteristic which related to chicken resistency to viral diseases is important
parameter to quaranty the chicken livability. The aims of this research were to
provide the fundamental data of the origin and population structure and breed
deferentiation of Indonesian native chickens based on diversity of chicken mtDNA
d-loop and Mx gene. This research consisted of 2 step of researches, namely (1).
Breed determination of the rare Indonesian chickens based on complete sequence
of mtDNA d-loop, and (2). Variation and evolution of Mx gene based on history
of breeding and selection program.

This research used 23 Indonesian chicken breeds, represented 35% of total
chicken breed found in Indonesia based on Sartika and Iskandar (2007).The 1%
research used 3 datasets. An unrooted neighbor-joining (NJ) analysis was
performed by using the first data set that comprised of 679 sequences (1227 bp) of
chiecken mtDNA d-loop of 6 breeds of the rare Indonesian native chickens (BKSr,
Bkk, BRG, GUN, SUM (from Indonesia and USA), and WLK), other 13 Indonesian
natitve chickens (black java, BJ, from USA), cemani CMN, gaga’ GAG, kampung
(KPGb, KPGb, KPGg, KPGhd, KPGs dan KPGsl), kedu hitam KDh, kedu lurik
KDH, kedu putih KDp, kukuak balenggek AKB, pelung PLg, nunukan NNK, sentul
STL), 6 breeds of Indonesian local chickens (arab golden red ARGb, and ARGj,
arab silver ARS, bangkok BgK, kate KT, kapas KPS dan serama SRM), 2
commercial chickens (BRO and L), 5 subspecies of green junglefowl (from Bali
AHHDb, Java AHHj, and Madura AHHm), red junglefowl! (from Java AHM]j, and
Sumatera AHMs) and 154 the most frequent haplotypes of 12 haplogroups (A-I and
W-Y) of domesticated chickens and jungle fowls worldwide as described by Mioa
etal. (2013). The representatives of mtDNA d-loop haplotypes of Indonesian native
chickens were deposited in GenBank NCBI with accession number KR535995-
KR536177 and KT853000-KT853016. The 2" data set assembled 525 d-loop
sequences (1227 bp) of the rare Indonesian chickens, other Indonesian chicken, and
junglefowls to estimate the genetic relatedness of Indonesian native chickens with
other chickens, and their origin. Segregation sites, haplotype and nucleotide
diversity of 481 individual chickens were estimated using DnaSP version 5.10.01.
Their phylogenetic tree was then constructed using Mr. Bayes’ version 3.0. The 3"
data set included of 616 mtDNA d-loop sequences of Indonesian chicken (n=490)
and chickens from other countries (n=126) to built a Median-Joining Network
using NETWORK software version 4.6.3.1. The Network Publisher 2.0.0.1 was
then used to highlight the root proxy node. The chicken distribution was determined



based on 7 regional criterias of the State of the World’s Animal Genetic Resources
for Food and Agriculture (SoW-AnGR), therefore there are 3 groups of chicken
breed further determined: (1). Local breed (breed which can be only found in 1
country), (2). Regional breed (breed which can be found in 1 of 7 regional
distributions of SOW-AnGR), and (3). international breed (breed that can be found
in more than 1 regional distribution of SOW-AnGR).

The neighbor-joining tree from the 1% research reveals that the majority of
Indonesian native chickens belong to haplogroup B, D and E, but haplogroup D
harbored most of them. The genetic diversity of the rare Indonesian native chickens
was higher than other chickens. A total of 201 haplotypes were identified in this
study. The Bayesian analysis also reveals that Indonesian native chickens were
firstly utilized as entertainment purposes, followed by food purposes. Five
haptogroups comprised samples of Indonesian junglefowls were proposed as new
haplogroups Vb, Vj and Vm respectively in the case of AHH from Bali, Java and
Madura Island, haplogroup J and Sm in the case of AHM from Java and Sumatera,
respectively. The BJ and BS from USA are now closely related to each other,
suggesting loss of genetic identity of Indonesian native chickens after export to the
USA. There appear at least three maternal lineages of Indonesian chicken origins
indicated by the median network profile of mtDNA D-loop haplotypes, namely (1)
Cing, India, Japan dan Korea, (2). Bangladesh, China, India, Japan, Korea, Laos,
Myanmar dan Thailand dan (3). Africa, Bangladesh, China, Europe, India, Japan,
Kofea, Mediteranian countries, and USA. Chicken domestication might be
centered in China, India, Indonesia and other Southeast Asian countries, supporting
muftiple maternal origins of Indonesian native chickens. There were 3 Indonesian
native chicken breeds (KDI, KPG dan SUM) identified as local breed which only
can:be found in Indonesia. A systematic breeding program of native chickens will
be very important to retain the genetic diversity for future use and conservation.

The 2" research used 216 individual chickens from 1% research. Chickens
were grouped based on history of chicken breeding program, namely (1). Wild 1
(WL, AHH), (2). Wild 2 (AHM), (3). unselected chickens (UC), (4). moderately
selected chickens (MC, ), and (5). highly selected local chickens (HC, ).
Segregation sites, diplotype and nucleotide diversity of 16 Indonesian native
chicken breeds were estimated using DnaSP version 5.10.01. Their phylogenetic
tree was then constructed using Mr. Bayes’ version 3.0. The immune response assay
from boosting vaccination of NDV and H5N1 AlV were conducted exclusively for
30 individual chickens of ARGDb.

The 2" research reveals that chicken breeding history might drive the
evolution of Mx gene and expand our understanding in process of chicken
domestication. Seventy two (72) Single Nucleotide Polymorphisms SNPs) were
observed in chicken Mx gene, included of a nonsynonomious mutation S631N that
corresponds to Asn (AAT) or Ser (AGT). The Mx gene of Indonesian native
chickesn consisted of 779 amino acids. The UC chickens had a higher genetic
diversity of Mx gene (p<0.05) compared to MC and HC chickens. Three nucleotide
mutations were found on exon 14 of chicken Mx gene, namely (1). Wild type (W)
on'HC chicken, (2). Splice-site mutation 1 (SS1) on UC, MC, Li and L2 chickens,
dan (3). Splice-site mutation 2 (SS2) on UC, MC, L1 and L2. Three (3) and 32
nucleotides were lacked SS1 mutant and W, resulting a reduction of 1 and 8 amino
acid, respectively, and suggesting a partial loss of the function of resistant allele



AJA in increasing the reactivity to NDV and H5N1 AlV, therefore the resistant
allele A/A showed a weaker HI antibody response to NDV and H5N1 AIV than
susceptible alleles. The SS2 mutant was predicted as the origin characteristic of Mx
gene of Indonesian native chickens and junglefowls. The Mx gene could be used to
deferentiate jungle fowl species/subspecies and native chicken breeds. However,
AHM shared similar Mx gene haplogroup with Indonesian native chickens. The
close relationship between BJ dan BS from USA with Indonesian native chickens
didn’t find in this research. The Bayesian analysis also reveals that BKSr (a hybrid
of the green junglefowl) and Indonesian native chickens shared similar Mx gene
haplogroup, suggesting the possible contribution of AHH to chicken domestication.

This research proposes a new differentiation of Indonesian native chicken
breeds and jungle fowls species/subspecies. The mtDNA d-loop could be used as a
powerful marker to assess the maternal evolution of chicken breeds. However, the
Mx-gene could be also used together with or as apart of mtDNA d-loop for recent
specific purposes. This research also provides molecular characteristics of
Indgnesian chickens that is very important to support national regulation (Peraturan
Menteri Pertanian Republik Indonesia Nomor: 117/Permentan/SR.120/10/2014
about determination and release of animal breed or line).

Key-words: breed differentiation, Indonesian native chicken, mtDNA d-loop, Mx
gene, population structure, gene flow
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Varian yang ditemukan pada ayam gaga’ (GAG). A. GAG
putih. B. GAG merah. C. GAG wido (silver). D dan E. GAG
putih. Foto oleh Maria Ulfah (A-E).

Varian yang ditemukan pada ayam pelung (PLG). A, B dan C.

PLG merah. D. PLG wido (silver). E. PLG blorok merah
(laced mottled). Foto oleh Brigita Laura (C), Maria Ulfah (A,
D, F) dan Ridwan (B).

Haplogroup mtDNA D-loop ayam Indonesia yang langka (D,
E), ayam lokal Indonesia yang lain (C, D, E, Y), ayam
domestik dan ayam hutan dari negara-negara lain di dunia (A-
I, W-Z) yang terbentuk berdasarkan unrooted neighbor-
joining (NJ). Haplogroup ayam hutan merah dari Jawa
(AHMj), Sumatera (AHMs), ayam hutan hijau dari Madura
(AHHm), Jawa (AHHj) dan Bali (AHHDb) masing-masing
disebut dengan J, Sm, Vm, Vj dan Vb

Pohon filogeni dari sekuen mtDNA D-loop ayam asli
Indonesia yang langka (BkSr, BRG, SUM, WLK dan GUN),
ayam Indonesia yang lain dan ayam hutan berdasarkan
analisis Bayesian (Ronquist and Huelsenbeek 2003). Ayam
Indonesia terbagi menjadi 5 kelompok: kelompok 111 (BkSr),
IV (BRG dan ayam Indonesia yang lain), V (AKB dan ayam
ornamental), VI (WLK dan ayam lokal Indonesia yang lain)
dan VII (BkSr, ayam ornamental dan ayam ras komersial).
Ayam hutan hijau (AHH) pada kelompok | dan ayam hutan
merah (AHM) pada kelompok Il diduga sebagai nenek
moyang ayam lokal Indonesia

Profil Median Joining (MJ) Network dari haplotype mtDNA
D-loop yang teridentifikasi pada ayam asli Indonesia.
Tatanama haplotype mengikuti haplotype utama yang
dijelaskan oleh Miao et al. (2013). Ukuran lingkaran
mengidentifikasikan frekuensi dari haplotype. Tanda *
menunjukkan akar penghubung (root) aliran genetik. Ayam
hutan hijau (AHH702) digunakan sebagai outgroup dalam
analisis MJ network

Hipotesa sejarah perpindahan manusia yang terjadi di
Indonesia dan pengaruhnya terhap perpindahan dan
pembentukan breed ayam Indonesia

Struktur gen Mx ayam Indonesia. CDS: coding sequence E:
panjang masing-masing ekson. SNPs: jumlah Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) yang ditemukan di setiap
ekson. ISRE: interferon stimulating response. SS1: tipe
mutasi splice site 1. SS2: tipe mutasi splice-site 2. W: mutasi
tipe liar (wild type). Huruf yang berwarna biru menunjukkan
jumlah SNPs yang ditemukan pada setiap ekson. Visualisasi
struktur gen Mx ayam disesuaikan dengan penelitian Li et al.
(2007).

Keragaman nukleotida (r) gen Mx ayam. Keragaman
nukleotida (r) dihitung berdasarkan Jukes dan Cantor (1969)
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Profil sekuen daerah promotor, 5’UTR, ekson 1 dan ekson 2
gen Mx ayam asli Indonesia. Tanda +1 menunjukkan awal
dari coding start site (CDS). Adanya SNPs ditunjukkan
dengan huruf yang berwarna merah).

Tipe mutasi splice-site (SS) yang ditemukan pada ekson 14
gen Mx ayam yang menyebabkan perbedaan panjang ekson
(frameshift mutation): (1). Tipe liar (wild type, W) dengan
panjang ekson 206 bp yang ditemukan pada breed ayam
Indonesia yang tidak mengalami seleksi (unselected chicken,
UC) dan tingkat seleksi tinggi (highly selected chicken, HC),
(2). Mutasi SS1 dengan panjang ekson 211 bp yang
ditemukan pada kelompok ayam UC, MC dan HC, dan (3).
Mutasi SS2 dengan panjang ekson 234 bp yang ditemukan
pada kelompok AHH (L1), AHMj dan AHMs (L2), kelompok
UC dan MC. Mutan SS1 dan W masing-masing kehilangan
tiga (3) dan tiga puluh dua (32) basa nukleotida pada ekson 14
gen Mxnya.

Runutan asam amino yang dihasilkan dari mutasi tipe splice
site (SS) dan tipe liar (wild type, W) gen Mx ayam yang
digunakan pada penelitian ini. Tipe W dan dan mutan SS1
masing-masing kehilangan delapan (8) dan satu (1) asam
amino dibandingkan dengan mutan SS2. "Breed ayam yang
mempunyai latarbelakang wabah penyakit Avian Influenza
(Al) dan Newcastle Disease (ND). “Ayam asli Indonesia yang
langka.

Single nucleotide polymorphism (SNP) pada posisi basa
nukleotida ke 1892 bp (S631N) gen Mx ayam yang
ditemukan pada penelitian ini, alel resisten (A/A) dan alel
rentan (A/G dan G/G). Tanda anak panah menunjukkan basa
nukleotida yang mengkode Asn (AAT) atau Ser (AGT) pada
asam amino ke 631.

Pohon filogeni dan struktur populasi ayam Indonesia, ayam
introduksi dan ayam hutan berdasarkan keragaman genetik
gen Mx yang dianalisis berdasarkan pendugaan Bayesian
(Ronquist and Huelsenbeek 2003). Ayam Indonesia pada
diplogroup Il dan I11 secara jelas terpisah dengan haplogroup
I (AHHmM dan AHH;j). Diplogroup Il didominasi oleh ayam-
ayam pada kelompok highly selected chicken (HC),
sedangkan diplogroup Il didominasi oleh ayam pada
kelompok Liar 2 (L2), unselected chicken (UC) dan
moderately selected chicken (MD). Angka yang mengikuti
kode nama spesies atau sub spesies atau breed atau galur
ayam menunjukkan nomor sampel ayam.

Kerangka pemikiran proses pembentukan ayam Indonesia.
AHH: ayam hutan hijau. AHM: ayam hutan merah. BKSr:
ayam bekisar. BKkk: ayam bekikuk. BRG: ayam burgo
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Hasil analisis sekuen gen Mx dengan menggunakan program

Sekuen mtDNA d-loop ayam yang digunakan pada penelitian
Arlequin (Bab 3)
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PENDAHULUAN UMUM
Latar Belakang

Sumber daya genetik (SDG) ternak merupakan ternak atau material
genetiknya, yang mengandung unit-unit yang berfungsi sebagai pembawa sifat
keturunan, baik yang bernilai aktual maupun potensial, yang dapat dipergunakan
untuk menciptakan rumpun atau galur baru. Rumpun (breed) ternak didefinisikan
sebagai suatu kelompok hewan dari suatu spesies yang mempunyai ciri-ciri fenotipe
yang khas dan dapat diwariskan pada keturunannya. Sekelompok individu ternak
dalam suatu breed yang dikembangkan untuk tujuan pemuliaan dan/atau
karakteristik tertentu disebut dengan galur (Kementerian Pertanian Republik
Indonesia 2008, 2014), sehingga determinasi breed ternak dapat dilakukan
berdasarkan karakteristik fenotipe dan molekuler (Kementerian Pertanian Republik
Indenesia 2014).

Pembentukan breed ternak diawali dengan proses domestikasi yang
berfiubungan dengan sejarah yang dialami oleh ternak. Breed ternak secara umum
dibentuk oleh gabungan dari faktor-faktor biologi seperti tetua asal yang murni
(foundation), proses isolasi dan seleksi oleh manusia untuk menghasilkan
karakteristik penciri masing-masing breed yang akan diwariskan kepada
keturunannya dan juga kondisi lingkungan (Sponenberg et al. 2014). Zeder (2012)
juga mengemukakan bahwa dalam proses domestikasi dan seleksi terhadap
karakteristik penciri breed ternak yang dipilih oleh manusia pada umumnya terkait
dengan sosial budaya masyarakat dan mempunyai nilai kemanfaatan yang tinggi,
terutama nilai ekonomi.

Pemerintah Republik Indonesia (2011) telah mengelompokan ternak sebagai:
(1).-Ternak asli, yaitu ternak asal-usulnya murni berasal dari Indonesia, kerabat
liarflya juga berasal dari Indonesia, dan proses domestikasinya terjadi di Indonesia,
(2)STernak lokal, yaitu ternak hasil persilangan atau introduksi dari luar negeri
yang telah dikembangbiakkandi Indonesia sampai generasi kelima atau lebih yang
telah beradaptasi pada lingkungan dan/atau manajemen setempat, termasuk sosial,
ekonomi dan budaya setempat, dan (3). Ternak introduksi, yaitu ternak yang
dimasukkan dari luar negeri, baik yang sudah maupun yang belum terbukti dapat
beradaptasi dengan lingkungan di Indonesia. Berdasarkan karakteristik fenotipe
ayam, setidaknya telah teridentifikasi 27 breed ayam asli Indonesia dan 14 ayam
lokal Indonesia (Sartika dan Iskandar 2007) (Tabel 1) dan diantaranya juga
dikategorikan sebagai ayam asli Indonesia yang langka yang masih perlu
dieksplorasi lebih lanjut karena terbatas populasinya, pemanfaatan dan belum
tersedia data biologinya. Ayam bekisar (BkSr), burgo (BRG), leher gundul (GUN),
sumatera (SUM) dan walik (WLK) merupakan contoh ayam asli Indonesia yang
langka. Secara umum, FAO (2008) juga mengkategorikan ayam asli dan ayam lokal
sebagai ayam bukan ras (buras) untuk membedakannya dengan ayam introduksi
yang dihasilkan dari industri ayam ras yang menggunakan program sistem
pemuliaan (breeding system) yang sistematis. Menurut BPS (2015), populasi ayam
Indonesia sebesar 290 455 201 ekor atau hanya memenuhi sebesar 16% kebutuhan
konsumen akan protein hewani.



Tabel 1. Breed ayam Indonesia dan pemanfaatanya

No

Nama

Daerah asal

Tipe pemanfaatan

Ayam asli Indonesia

1 Ayunai (leher Merauke, Papua Dwiguna**
gundul) ¥

2 Banten* Banten, Jawa Barat Petarung**

3 Bangkalan Madura Dwiguna**

4 Bekisar* Madura Pesuara**

5  Burgo* Sumatera Selatan Hias**

6. Ciparage* Karawang, Jawa Barat Petarung**

7 Gaok Madura Pedaging*, pesuara®

8  Jalak harupat Bandung, Garut, NI*

Tasikmalaya dan Ciamis

9  Jantur Subang, Jawa Barat Dwiguna®

10  Kampung Tersebar Dwiguna**

11 Kalosi Sulawesi Selatan Dwiguna®

12 Cemani Temanggung, Jawa Tengah  Pengobatan, religi*

13  Kukuak Solok, Sumatera Barat Pesuara®

balenggek

14  Lamba* Garut, Jawa Barat* NI*

15  Melayu Sumatera Utara Dwiguna®

16 Nagrak Sukabumi Pedaging®

17  Nusa penida* Nusa Penida, Bali Petelur*

18 Olagan Bali Dwiguna®

19  Pelung Cianjur, Jawa Barat Pedaging, pesuara®

20  Sedayu Magelang, Jawa Tengah Pedaging®

21 Sentul Ciamis, Jawa Barat Dwiguna®

22  Siem Jawa Dwiguna®

23 Sumatera* Sumatera Bagian Tengah Petelur®

24 Tolaki Sulawesi Selatan Petarung®

25  Tukong¥ Kalimantan Barat Hias™

26 Walik* Tersebar Dwiguna®

27  Wareng Jawa Petelur®

Ayam lokal Indonesia

1 Arabgolden Arab, Belgia Petelur®

2  Arabsilver Arab, Belgia Petelur®

3 Bangkok Thailand Petarung®

4 Delona NI Petelur*

5  Kedu hitam Temanggung, Jawa Tengah  Petelur”

6- Kedu putih Temanggung, Jawa Tengah  Petelur”

7  Merawang Sumatera Selatan Petelur dan
pedaging®

8  Nunukan Kalimantan Timur Petelur*

9 Jepun Jepang Hias™

10 Kate Cina Hias*

11 Kapas Cina Hias**




No Nama Daerah asal Tipe pemanfaatan
12 Mutiara Cina Hias*
13 Poland Polandia Hias*
14 Serama Malaysia Hias*

Keterangan: *Nataamijaya (2000. *Sartika dan Iskandar (2007). ¥ Ayam asli Indonesia yang langka.
NI: tidak tersedia data. Dwiguna: pedaging dan petelur.

INDONESIA
U .

Gambar 1 Ayam asli Indone3|a yang Iangka dan ayam hutan yang dlgunakan pada
penelitian ini. A. Black Sumatera (BS) dari USA. B. Sumatera (SUM).
C. Bekikuk (Bkk). D. Leher gundul (GUN). E. Walik (WLK). F. BURGO
(BRG). G. Ayam hutan merah dari Sumatera (AHMs). H. Ayam hutan
merah dari pulau Jawa. I. Bekisar (BKSr). J. Ayam hutan hijau (AHH).
Foto oleh Adhy Aryanto (I). Amin Haitami (F), Jeannette Beranger (A),
Marka Hidayat (B), M. Fatchur Rohim (G), Maria Ulfah (D, E), Rahman
Hidayat (H) dan Reza Aulia Ahmadi (J).

Di Indonesia, penentuan breed ayam yang ada saat ini masih berdasarkan
karakteristik fenotipe ayam (Kementerian Pertanian Republik Indonesia 2006,
2011abcd, 2014), sehingga masing-masing breed ayam Indonesia masih memiliki
keragaman fenotipe yang tinggi dan belum dapat diperkirakan tingkat perbedaan
genetik di antara mereka, oleh karena itu sering ditemukan kerancuan dalam
penyebutan breed dan galur ayam. Oleh karena itu Wollny (2003) mengemukakan
bahwa di samping karakteristik fenotipe, analisis karakteristik genetik dan
molekuler juga merupakan salah satu syarat utama dalam pemanfaatan dan
pelestarian breed ternak. Lebih lanjut, Simianer (2005) juga mengemukakan bahwa
pelestarian breed ayam asli tidak hanya penting untuk memastikan



keberlangsungan ekonomi peternak asli di wilayah tersebut yang sangat tergantung
pada breed asli, tetapi juga berhubungan dengan kebijakan nasional negara
setempat. Sumberdaya genetik (SDG) ayam juga dapat menjadi asset penting dalam
program pemuliaan di masa mendatang (Pemerintah Republik Indonesia 2011).

Breed ternak murni merupakan sekelompok individu ayam dalam suatu
rumpun atau galur yang diseleksi dan dikembangkan tanpa melalui proses
persilangan dengan rumpun atau galur lain (Peraturan Pemerintah Republik
Indonesia Nomor 48 tahun 2011). Sartika (2012) menggerisbawahi bahwa
terbatasnya breed murni ayam asli Indonesia sebagai sumber bibit menyebabkan
produksi massal ayam Indonesia sesuai dengan karakteristik penciri breed masih
mengalami kesulitan. Upaya persilangan antar breed ayam asli Indonesia maupun
antara ayam asli Indonesia dengan ayam introduksi sudah banyak dilakukan di
Indonesia (Iskandar et al. 1997; Gunawan dan Sartika 2001; Zaenal et al. 2012;
Sailtet al. 2015). Pelepasan breed atau galur baru dari hasil persilangan tersebut ke
lokasi wilayah geografi sumber bibit ayam asli Indonesia dikhawatirkan akan
menyebabkan erosi genetik ayam asli Indonesia.  Sulandari et al. (2009), FAO
(2087), Kawabe et al. (2014) menggaris bawahi bahwa meningkatnya import ayam
introduksi terutama ayam petelur (layer) dan pedaging (broiler) komersial dan juga
ayam ornamental dari negara-negara lain ke negara asal dikhawatirkan dapat
menringkatkan erosi genetik ayam lokal di suatu negara sehingga pembinaan dan
pengawasan yang ketat oleh pemerintah terhadap masyarakat dan badan usaha yang
melakukan pembudidayaan dan pemuliaan yang menggunakan ternak introduksi.
Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 48 tahun 2011 juga menetapkan
bahwa pemuliaan SDG ternak asli atau lokal dengan cara persilangan dengan
menggunakan ternak introduksi harus tetap mempertahankan gen tetua SDG ternak
aslicatau lokal. Jika status populasi ternak asli atau lokal yang digunakan dalam
program pemuliaan memiliki status populasi yang tidak aman, maka
penyelenggaraan pemuliaannya harus memperoleh izin dari pemerintah (Menteri
Pertanian).

Menurut Zeder (2012) dan Sponenberg et al. (2014), kondisi lingkungan juga
sangat menentukan tingkat keberlangsungan hidup suatu breed hewan. Tingkat
kejadian penyakit viral yang mematikan, terutama tetelo (New-castle Diseases,
ND), flu burung (avian influenza, Al) dan gumboro (Infectious Bursal Diseaseas,
IBD) di Indonesia yang masih tinggi (Medion 2014) diperkirakan juga menjadi
salah satu masalah utama yang mengancam keberlangsungan hidup dan
pengembangan ayam lokal. Samariyanto (2005) menduga wabah Al di Indonesia
yang mulai terjadi tahun 2003 menjadi salah satu penyebab utama menurunnya
populasi ayam Indonesia (asli dan lokal) sehingga meningkatkan kelangkaan ayam.
FAO (2007) juga mengemukakan bahwa tingkat kematian yang tinggi akibat
kejadian penyakit pandemik telah diketahui sebagai salah satu penyebab utama
hilangnya breed ternak. Total breed unggas dalam kondisi terancam punah di
negara berkembang meningkat dengan pesat, yaitu dari 20% menjadi 34% di
Afrika, dari 32% menjadi 37% di Asia dan Pasifik dan dari 5% menjadi 45% di
Amerika Latin, dimana presentasi tertinggi di antara unggas yang lain terjadi pada
ayam yaitu mencapai 33% dan 40 breed ayam juga dinyatakan sudah punah.
Sehingga upaya untuk mempertahankan breed ayam lokal yang memiliki adaptasi
yang tinggi terhadap lingkungan dan kejadian penyakit sangat penting untuk



dilakukan sebagai upaya untuk menjaga breed ayam lokal terutama yang distribusi
dan populasinya terbatas (langka).

Pemanfaatan Ayam Indonesia

Ayam Indonesia secara umum dimanfaatkan sebagai penghasil pangan,
pemanfaatan di bidang religi, pertunjukan dan kegemaran baik untuk lomba suara,
penampilan maupun kemampuan bertarung (Tabel 1). Pada kategori ayam asli
Indonesia yang langka untuk tujuan pertunjukan suara, ayam bekisar (BKSr)
(Gambar 1) diketahui berasal dari Kabupaten Sumenep (Pulau Madura) yang
merupakan hasil perkawinan antara ayam hutan hijau jantan (AHH, Gallus varius)
dengan ayam lokal Indonesia (terutama ayam kampung) (Nataamijaya 2000,
Sartika dan Iskandar 2007) sehingga kemungkinan masih mempunyai kesamaan
karakteristik spesifik dengan AHH. Menurut Nishibori et al. (2006), Sawai et al.
(2010), dan Miao et al. (2013) kontribusi AHH dalam proses domestikasi ayam
santpai saat ini juga masih menjadi pertanyaan. Oleh karena itu penelitian untuk
mengetahui hubungan kekerabatan antara BkSr dengan ayam pesuara dan ayam
lokal Indonesia yang lain diyakini akan bermanfaat untuk memahami kontribusi
AHH dalam proses domestikasi ayam. Miao et al. (2013) juga menduga
kemungkinan adanya kontribusi AHH terhadap proses domestikasi ayam di dunia
dan-menyarankan adanya penelitian lebih lanjut untuk membuktikannya.

Ayam bekikuk (Bkk) (Gambar 1) yang merupakan hasil perkawinan antara
BkSr jantan dengan AHH betina pada umumnya digunakan sebagai ayam hias.
Namun demikian, Bkk yang mempunyai karakteristik yang sama dengan BkSr juga
dimanfaatkan sebagai ayam pesuara untuk tujuan kontes. Sampai saat ini belum
baniyak data yang tersedia tentang Bkk. Mengingat Bkk merupakan hasil
persilangan antara antara BkSr jantan dengan AHH betina, oleh karena itu perlu
dilakukan analisis tentang kontribusi AHH dalam pembentukan breed ayam
Indenesia secara umum.

Ayam sumatera (SUM) (Gambar 1) pada awalnya dikenal sebagai ayam
petarung, namun saat ini SUM dikategorikan sebagai ayam untuk ayam hias dan
penghasil pangan. Pada abad ke delapan belas (18), SUM diduga dibawa ke India,
Eropa dan Amerika bersama-sama dengan ayam black java (BJ) atau kedu hitam
(KDh) (Bennet 1856, Cooper 1869, Finsterbusch 1929, Eukarius 2007, Roberts
2008) dan selanjutnya dimasukkan dalam American Poultry Association Standard
of Perfection pada tahun 1883 dan diberi nama black sumatera (BS) pada tahun
1906 (Eukarius 2007, Roberts 2008, The American Poultry Association 2010).
Berdasarkan wilayah geografi asalnya, SUM kemungkinan mempunyai hubungan
kekerabatan yang dekat dengan ayam asli Indonesia lain yang berasal dari pulau
Sumatera seperti ayam leher gundul (GUN, dimanfaatkan untuk tujuan ritual
keagamaan, sebagai ayam hias dan dwiguna) dan walik (WLK, dimanfaatkan untuk
tujuan ritual keagamaan, sebagai ayam hias dan dwiguna), kukuak balenggek (AKB
sebagai ayam pesuara), burgo (BRG sebagai ayam hias). Ayam BRG merupakan
hasil perkawinan antara ayam hutan merah dari sumatera (AHMSs) dengan ayam
kampung. Berdasarkan karakteristik fenotipenya (Sartika dan Iskandar 2007), BRG
mempunyai kemiripan dengan AKB. Mengingat AKB mempunyai karakterstik
pola-suara yang identik dengan GAG (Bugiwati dan Ashari 2014), diperkirakan
AKB dan GAG kemungkinan juga mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat



dengan BRG dan SUM. Namun demikian, transportasi SUM dari Indonesia ke
Amerika yang terjadi lebih dari 200 tahun yang lalu kemungkinan menyebabkan
populasi SUM dari Indonesia berbeda dengan BS dari USA. Penyediaan data
molekuler dari ayam lokal Indonesia akan menjelaskan hubungan kekerabatan,
diferensiasi breed ayam dan juga kontribusi ayam hutan dalam proses domestikasi
ayam di Indonesia.

Karakterisasi Keragaman Genetik Ayam

Proses adaptasi terhadap lingkungan lokal diketahui menghasilkan
keunikan karakteristik genetik ayam yang penting bagi pemanfaatan ayam. Secara
umum, ayam asli di negara tropis seperti Indonesia diperkirakan memiliki adaptasi
yang baik terhadap sistem produksi lokal yang dicirikan dengan minimnya suplai
sumperdaya dan manajemen pemeliharaan dan tingginya serangan penyakit dan
parasit (FAO 2008). Ayam asli di negara tropis pada umumnya memiliki gen-gen
mayor seperti gen kerdil (dwarf, Dw), leher gundul (naked neck, Na), berbulu
terbalik (frizzle, F), silky (H), hitam (fibro-melanosis, Fm), pea comb (P) dan lambat
bult (slow feathering, K). Gen-gen mayor tersebut telah diketahui mempunyai
manfaat yang baik bagi produktifitas ayam pada kondisi lingkungan tropis (Mérat,
1986; Deeb dan Cahaner 1999, Yal¢in et al. 1997; Yunis dan Cahaner 1999; Islam,
2005; Nwachukwu et al. 2006; Cahaner et al. 2008; Mahrous et al. 2008; Chen et
al. 2009; Sharifi et al. 2010ab; Arora et al. 2011, Luo et al. 2013; Hadad et al.
2014). Keragaman breed ayam asli di negara tropis juga dapat dijadikan sebagai
dasar bagi pengembangan diversifikasi breed ayam yang lebih adaptif terhadap
lingkungan dan kebutuhan masyarakat yang spesifik di masa mendatang dan juga
sebagai sumber materi untuk penelitian (Horst, 1989). Oleh karena itu pendugaan
tingkat keragaman genetik ayam Indonesia penting untuk dilakukan untuk
mendukung pemanfaatan dan program pelestarian genetiknya di masa mendatang.

Tingkat keragaman genetik ayam secara luas telah dipelajari dengan
mefggunakan analisis DNA mitokondria (mtDNA) displacement-loop (D-loop)
dengan panjang segment yang lebih pendek dari 600 bp (Fumihito et al. 1994; Liu
et al. 2006ab; Guan et al. 2007; Sulandari et al. 2008; Lee et al. 2007; Niu et al.
2002; Nishibori et al. 2006; Guan et al. 2007; Lee et al. 2007; Gongora et al. 2008;
Sulandari et al. 2008; Kanginakudru et al. 2008; Muchadeyi et al. 2008; Qu et al.
2009a; Adebambo et al. 2010; Dana et al. 2010; Sawai et al. 2010; Cuc et al. 2011;
Storey et al. 2012; Langford et al. 2013; Pramual et al. 2013) dari total panjang
sekuen d-loop mtDNA 1.227 bp. Daerah D-loop terdiri dari elemen yang
mengontrol replikasi molekul dan sangat polimorfik. Analisis dengan
menggunakan small strech daerah D-loop mtDNA tidak cukup kuat untuk
digunakan dalam pembentukan suatu penanda untuk mempelajari keragaman
genetik, kekerabatan dan sejarah asal-usul ayam domestikasi (Storey et al. (2012)
sehingga analisis genom mMtDNA pada bagian yang lebih panjang akan
memungkinkan untuk diidentifikasinya polimorfisme nukleotida tunggal (single
nucleotide polymorphisms, SNPs) yang mungkin bermanfaat bagi segregasi
haplotype dan haplogroup (Storey et al. 2012, Miao et al. 2013, Kawabe et al.
2014).  Berdasarkan FAO (2007), mtDNA juga dapat digunakan untuk
mengidentifikasi wilayah domestikasi, pewarisan secara maternal dan asal-usul
geografi hewan. Oleh karena itu, penyediaan data sekuen komplit mtDNA D-loop



(1227 bp) ayam lokal Indonesia yang sampai saat ini belum tersedia akan
bermanfaat untuk menduga tingkat keragaman, kekerabatan dan sejarah asal-usul
ayam lokal Indonesia.

Pada kajian keragaman genetik dan proses domestikasi ayam, kombinasi
kajian dari penanda mtDNA dan gen inti (Toro dan Cabalerro 2005; Zink and
Barrowclough 2008; Storey et al. 2012) juga perlu untuk dilakukan untuk
mendapatkan hasil yang lebih akurat dan komprehensif. Di samping berdasarkan
keragaman mtDNA daerah D-loop ayam, penentuan kekerabatan dan sejarah
domestikasi ayam juga dapat ditentukan berdasarkan keragaman gen Myxovyrus
(Mx) Resistance (Li et al. 2006). Gen Mx merupakan salah satu gen yang
mempunyai peranan dalam mengontrol kekebalan tubuh terhadap infeksi virus
(Haller and Kochs 2002) dan secara luas ditemukan pada berbagai spesies
(Harisberger 1988, Meier et al. 1990, Bazzigher et al. 1993, Bernasconi et al. 1995,
Altiman et al. 2004). Li et al. (2006) menjelaskan bahwa keragaman gen Mx sangat
dipengaruhi oleh sejarah seleksi dan pemulian ayam. Keragaman gen Mx antar dan
di antara breed ayam juga telah dilaporkan (Sironi et al. 2008, Ko et al. 2002, Li et
al. 2006, Li et al. 2007, Yin et al. 2010). Tingginya ancaman hilangnya keragaman
genetik ayam-ayam di wilayah tertentu yang disebabkan oleh tingkat kematian
ayam yang tinggi akibat serangan penyakit telah dijelaskan oleh FAO (2007).
Resistensi dan kerentanan terhadap penyakit viral tidak hanya dipengaruhi oleh
kondisi virusnya, tetapi juga sangat dipengaruhi oleh kondisi host (inang), oleh
karena itu struktur gen Mx host juga sangat penting untuk dikaji lebih lanjut untuk
menRemukan SNPs pada gen Mx yang mempunyai keterkaitan satu sama lain dalam
fungsinya sebagai antiviral. Seyama et al. (2006) menemukan kemiripan sekuen
nukleotida yang mengkode Asn pada posisi asam amino ke 631 (S631A) pada ayam
hutan merah (AHM) dari Laos dan Indonesia. Data ini menunjukkan dukungan
pada teori kontribusi AHM secara umum pada proses domestikasi ayam (Fumihito
et al. 1994; 1996; Niu et al. 2002; Liu et al. 2006b; Nishibori et al. 2006; Guan et
al. 2007; Lee et al. 2007; Gongora et al. 2008; Sulandari et al. 2008; Kanginakudru
et al. 2008; Muchadeyi et al. 2008; Dana et al. 2010; Sawai et al. 2010; Cuc et al.
2011; Storey et al. 2012; Langford et al. 2013; Miao et al. 2013; Pramual et al.
2013; Kawabe et al. 2014). Analisis karakteristik gen Mx ayam Indonesia
diharapkan dapat digunakan untuk menduga pengaruh sejarah seleksi dan
pemuliaan ayam terhadap keragaman genetik dan evolusi ayam Indonesia.

Perkembangan pembentukan breed ayam juga sangat dipengaruhi oleh
kondisi sosial budaya masyarakat setempat dan juga trend permintaan konsumen
terhadap produk ayam (FAO 2007; Zeder 2012; Sponenberg et al. 2014). Oleh
karena itu breed ayam asli dan ayam lokal Indonesia yang ada saat ini kemungkinan
mempunyai karakteristik yang berbeda dengan yang telah ada sebelumnya karena
perkembangan program seleksi dan pemuliaan ayam yang dilakukan oleh peternak.
Berdasarkan penjelasan di atas, sebagai upaya untuk mendukung program
pemerintah untuk melakukan identifikasi dan karakterisasi SDG ayam sebagai
bagtan dari serangkain kegiatan eksplorasi SDG ternak (Peraturan Pemerintah
Republik Indonesia Nomor 48 Tahun 2011 tentang Sumber Daya Genetik Hewan
dan Perbibitan Ternak), maka kajian lanjutan mengenai karakterisasi genetik dan
molekuler ayam Indonesia dengan menggunakan penanda genetik mtDNA D-loop
dan-gen Mx masih perlu dilakukan. Hasil penelitian diharapkan dapat dijadikan
sebagai salah satu dasar pertimbangan dalam penentuan breed ayam, pemahaman



proses domestikasi, upaya perbaikan mutu genetik dan penentuan kebijakan
pemanfaatan ayam Indonesia secara berkelanjutan.

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah: (a). Mengkarakterisasi dan mengidentifikasi
keragaman mtDNA D-loop dan gen Mx pada ayam Indonesia, ayam hutan dan
ayam introduksi, (b). membedakan struktur populasi dan diferensiasi antar populasi
ayam Indonesia, ayam hutan dan ayam introduksi (c). Menduga kekerabatan dan
asal-usul Indonesia.

Ruang Lingkup Penelitian

Penelitian ini dilakukan dalam 2 tahap penelitian: (1). analisis sekuen
komplit daerah mtDNA D-loop ayam Indonesia dan (2). Karakterisasi dan
identifikasi gen Mx ayam Indonesia. Hasil penelitian pada tahap 1 dan 2 selanjutnya
akan dianalisis secara bersama-sama untuk menentukan breed ayam Indonesia dan
asal-usulnya. Hasil analisis tersebut ditampilkan pada bab pembahasan umum.

Penelitian Tahap 1

Tujuan penelitian tahap 1 adalah: (a). Mengkarakterisasi dan
mengidentifikasi keragaman genetik mtDNA d-loop ayam Indonesia yang
dibandingkan dengan ayam introduksi dana yam hutan, (b). Menghitung jarak
genetik untuk membedakan struktur populasi dan diferensiasi antar populasi ayam,
(c).-Mempelajari level haplotype mtDNA antar populasi ayam untuk menduga
kekerabatan dan asal-usulnya.

Luaran penelitian tahap 1 adalah:

1. Tersedianya data sekuen komplit mtDNA D-loop ayam Indonesia yang akan
bermanfaat dalam memperkirakan segregasi haplotype dan haplogroupnya.

2. Tersedianya data kekerabatan ayam Indonesia yang akan bermanfaat dalam
menduga diferensiasi breed, pemanfaatan dan pelestarian genetiknya

3. Tersedianya data derajat perbedaan di antara ayam Indonesia dan ayam dari
negara lain yang bermanfaat dalam menduga gene flow dan asal-usul ayam
Indonesia.

Penelitian Tahap 2

Tujuan penelitian pada tahap 2 adalah: (1). Mengkarakterisasi dan
mengidentifikasi keragaman dan evolusi gen Mx berdasarkan sejarah seleksi dan
pemuliaan ayam dan (2). Mendeteksi SNPs dan melakukan karakterisasi haplotype
ayam untuk menduga kekerabatan dan asal-asulnya.

Luaran penelitian tahap 2:

1. Tersedianya data karakteristik gen Mx ayam Indonesia yang akan bermanfaat
dalam program seleksi dan diferensiasi breed ayam Indonesia

2. Tersedianya data SNPs yang potensial untuk menduga diferensiasi breed ayam
berdasarkan sejarah seleksi dan penentuan breed ayam



3. Tersedianya data haplotype gen Mx ayam Indonesia yang bermanfaat untuk
menduga kekerabatan dan asal-usulnya.

Kerangka Pemikiran Penelitian

Disertasi ini terdiri dari rangkaian bab yang yang menyajikan data yang
sebagain sudah diterbitkan dalam jurnal (peer reviewed journal), yaitu meliputi (1).
Pendahuluan (2). Penentuan rumpun (breed) ayam Indonesia berdasarkan analisis
sekuen komplit daerah d-loop mitokondria (mtdna d-loop), (3). Variasi dan evolusi
gen Myxovirus (Mx) Resistance pada ayam Indonesia berdasarkan sejarah program
seleksi dan pembentukan breed, (4). Pembahasan umum, dan (5). Simpulan.
Outline kerangka pemikiran penelitian ini ditampilkan pada Gambar 2.

Keterbaruan (Novelty) Penelitian

Keterbaruan (novelty) penelitian ini meliputi:
1. Penelitian tahap 1

a  Berhasil menyediakan data sekuen komplit mtDNA d-loop, haplotype dan
haplogroup ayam Indonesia yang sebelumnya belum tersedia datanya.

B: Sebanyak 198 sekuen mtDNA d-loop ayam Indonesia dan ayam hutan telah
disimpan di GenBank NCBI (No aksesi: KR535995-KR536177 dan
KT853000-KT853016).

¢ Mengusulkan tatanama haplogroup mtDNA d-loop yang baru untuk AHH
dan AHM yang sebelumnya belum tersedia tatanama haplogroupnya.

d. Berhasil menyediakan data kontribusi AHH dalam proses domestikasi ayam
Indonesia yang sebelumnya masih menjadi pertanyaan.

e, Berhasil menyediakan data terkini tentang struktur populasi dan diferensiasi
breed dan galur ayam Indonesia.

2. Penelitian tahap 2

a Berhasil menyediakan data sekuen gen Mx ayam Indonesia (promotor, dan

ekson 1-14) yang sebelumnya belum tersedia datanya

b. Berhasil menemukan SNPs baru dan tipe mutasi pada gen Mx ayam Indonesia

yang sebelumnya belum tersedia datanya.

Materi dan Metode Penelitian Secara Umum
Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2013 - Desember 2014.
Preparasi sampel genom DNA dan visualiasi hasil polymerase chain reaction
(PCR) dilakukan di Laboratorium Molekuler, Departemen Biologi, Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, IPB. Uji kualitas genom DNA ayam
dilakukan di Laboratorium Terpadu, Fakultas Peternakan, IPB. Amplifikasi daerah
mtDNA D-loop dan gen Mx ayam dilakukan di Laboratorium Terpadu Fakultas
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, IPB. Purifikasi dan sekuening amplicon
dilakukan oleh perusahaan jasa sekuening 1% Base, Singapura (http://www.base-
asia.eom/dna_sequencing/).
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Gambar 2 Outline kerangka pemikiran penelitian karakteristik mtDNA D-loop dan
gen Mx ayam Indonesia.
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Sampel Ayam dan Materi Genom DNA

Semua perlakuan dalam penelitian ini mengikuti aturan yang ditetapkan oleh
Animal Care and Use Committee (ACUC), Institut Pertanian Bogor (IPB) (ACUC
No: 17-2014IPB). Koleksi materi genom DNA ayam hutan dari habitat alami
(hutan) mengikuti peraturan Pemerintah Indonesia no 5 tahun 1990 tentang
konservasi sumberdaya alam hayati dan ekosistemnya, Peraturan Pemerintah R1 no
7 tahun 1999 tentang pengawetan jenis tumbuhan dan satwa, peraturan
internasional (Convention on Biological Diversity, CBD; Convention on
International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora, CITES, dan
International Union for Conservation of Nature, IUCN) (surat no
34TIKKH/SDG/KS4.2/4/2016).

Sampel darah dari pembuluh darah di bagian sayap dikoleksi dari 524 ekor
ayam yang terdiri dari 6 breed ayam asli Indonesia yang langka (BkSr, Bkk, BRG,
GUN, SUM dari Sumatera, Indonesia dan Amerika Utara dan WLK) (Tabel 2,
Gambar 1), 11 breed ayam asli Indonesia yang lain: black java (BJ dari USA),
cemani (CMN), gaga’ (GAG), kampung (KPGb, KPGb, KPGg, KPGbd, KPGs dan
KPGsl), kedu hitam (KDh), kedu lurik (KDI), kedu putih (KDp), kukuak balenggek
(AKB), pelung (PLg), nunukan (NNK), sentul (STL) (Tabel 2, Gambar 3) dan 7
breed ayam lokal Indonesia (arab golden red ARGt dan ARGDb), arab silver ARS,
bangkok BgK, kate KT, kapas KPS, serama SRM) (Tabel 2, Gambar 4) dan ayam
introduksi (BRO dan L) dari berbagai wilayah di Indonesia. Sampel ayam sebagian
besar diperoleh dari perusahaan pembibit dan peternak ayam di Indonesia yang
secara komersial sudah menjual ayam yang dipeliharanya kepada konsumen di
berbagai wilayah di Indonesia. Karakteristik kualitatif (tipe jengger, warna cuping
telinga, bulu dan kaki) ditentukan berdasarkan Hutt (1949), Somes (1988), van Dort
dan-Hancox (2009) dan van Dort (2012). Variasi karakteristik kualitatif yang
ditemukan pada BkSr dan BRG, GUN dan WLK, GAG, KPG, AKB, PLg masing-
masing ditampilkan pada Gambar 5, 6, 7, 8, 9 dan 10. Pada breed KPG, digunakan
6 galur (KPG1, KPG2, KPG3, KPG4, KPG5 dan KPG6) berdasarkan sejarah
pembentukannya (Tabel 2). Ayam hutan disediakan oleh penangkar dan koleksi
sampel dilakukan oleh drh. Mawar Subangkit (Fakultas Kedokteran Hewan, IPB).
Identifikasi karakteristik kualitatif dan suara (acoustic) ayam hutan dilakukan
berdasarkan MacKinnon et al. (2002).

Sampel ayam pesuara yang digunakan dalam penelitian telah memenuhi
karakteristik standar ayam pesuara untuk tujuan kontes yang ditetapkan dalam
kontes tingkat nasional ayam pesuara Indonesia: kontes nasional GAG 2013 (surat
keterangan No: 21/04/AKU2013) dan kontes nasional PLg 2014 (surat keterangan
No: 147/A.3/LF/BEM D/1X/2014). Sampel AKB dalam penelitian ini juga telah
memenuhi karakteristik standar AKB untuk tujuan kontes dan disediakan oleh Mr.
Nardi Sumadi (Ketua Komunitas Pecinta Ayam Kukuak Balenggek Indonesia,
Kabupaten Solok, Sumatera Barat). Untuk menghindari bias dalam analisis data,
sampel ayam bekisar yang digunakan pada penelitian ini bukan berasal dari ayam
bekisar yang mengikuti kontes nasional, namun berasal dari hasil perkawinan antara
pejantan G. varius dengan betina ayam Indonesia. Hal ini disebabkan karena pada
kontes ayam bekisar nasional, sistem penjurian tidak mempertimbangkan silsilah
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ayam sehingga ayam bekikuk (hasil persilangan antara pejantan ayam bekisar
dengan betina ayam domestik lain) juga berpartisipasi dalam kontes ayam bekisar.

Wawancara terhadap orang-orang penting dalam asosiasi ayam pesuara
Indonesia: (1). Komunitas Keluarga Ayam Bekisar Indonesia (KEMARI), (2).
Himpunan Peternak dan Penggemar Ayam Pelung Indonesia (HIPPAPI), (3).
Perkumpulan Pecinta dan Penggemar Ayam Ketawa Seluruh Indonesia (P3AKSI),
(4). Komunitas Pecinta Ayam Kukuak Balenggek Indonesia (KPAKBI) (masing-
masing 10 orang dari KEMARI dan HIPPAPI dan 5 orang dari KPAKBI) dilakukan
untuk mengetahui standar karakteristik ayam pesuara dalam kontes nasional,
sejarah pembentukan breed ayam pesuara dan sejarah penyelenggaraan kontes
ayam pesuara di Indonesia. Secara umum, kategori lomba pada kontes ayam
pesuara Indonesia hanya ditentukan berdasarkan kualitas suara, bukan berdasarkan
karakteristik kualitatif ayam sehingga ditemukan beberapa variasi karakteristik
kuakttatif ayam (Gambar 5, 7, 9 dan 10).

Ayam BS dan BJ yang berasal dari USA juga digunakan dalam penelitian ini.
Materi genom DNA ayam BS dan BJ disiapkan oleh Dr. Ben Dorshorst
(Department of Animal and Poultry Sciences, Virginia Tech, Blacksburg, Virginia,
USA) dan Dr. Martin Alison (The Livestock Conservancy, Pittsboro, North
Carolina, USA). Pengiriman materi genom DNA BS dan BJ difasilitasi oleh Prof.
Tomohiro Kono, PhD. (Department of Bioscience, Tokyo University of Agriculture,
Tokyo, Jepang).

Ekstraksi Genom DNA Ayam

Genom DNA ayam lokal Indonesia diekstraksi dari darah (whole blood) dan
kumulus bulu dengan menggunakan kombinasi phenol-chloroform (Sambrook dan
Russell 2000) dan DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Valencia, CA) dan GeneAid™
DNA Isolation Kit (GeneAid Biotech Ltd., Taiwan).



Tabel 2 Sampel ayam yang digunakan pada penelitian ini

No Ayam Kode N Karakteristik kualitatif Tingkat ~ Manfaat Lokasi
ayam seleksi
Jengger Cuping  Warna Bulu Warna
telinga kulit/kaki
Ayam hutan
la  Ayam hutan AHHj 6 Tunggal, tidak bergerigi, Merah  Liar Putih (kuning)  Liar - Blitar (Jawa Timur)
hijau (Jawa) berwarna merah dan biru
1b Ayam hutan AHHm 15 Tunggal, tidak bergerigi, Merah  Liar Putih (kuning)  Liar - Madura
hijau (Madura) berwarna merah dan biru
2 Ayam hutan AHM]j 6 Tunggal, bergerigi, Merah  Liar Hitam Liar - Cipanas (Jawa Barat)
merah (Jawa) berwarna merah
3 Ayam hutan AHMs 6 Tunggal, bergerigi, Putih Liar Hitam Liar - Medan (Sumatera utara)
merah berwarna merah Solok (Sumatera Barat)
(Sumatera)
Ayam asli indonesia yang langka
4 Bekisar BKSR 16 Tunggal, bergerigi, Merah ~ Merah, hitam, Putih (kuning)  Tidak Pesuara, Madura dan Madiun (Jawa
berwarna merah putih, jali emas ada* hias Timur)
(kuning)
5 Bekikuk Bkk 8 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah, hitam, Hitam, putih Sedang? Pesuara, Blitar (Jawa Timur)
berwarna merah putih, blorok merah  (kuning) hias
(laced mottled)
6 Burgo BRG 14 Tunggal, bergerigi, Putih Merah, putih, wido  Hitam, putih Sedang? Hias Medan (Sumatera Utara), Ogan
berwarna merah (silver), (kuning) Komering Ilir (Sumatera
Selatan), Solok (Sumatera
Barat), Bengkulu, Lampung
7 Black sumatera  BS 10 Pea, merah Merah  Hitam Hitam Tinggi®  Hias USA
8 Leher.gundul GUN 22 Tunggal, bergerigi, Merah, lurik, Hitam, putih, Tidak Pangan,  Blitar dan Tulungagung (Jawa
(Legund) berwarna merah hitam, putih, wido kuning, hijau ada* Hias, Timur), Bogor and Sumedang
(silver) kekuningan religi (Jawa Barat), Medan (Sumatera
Utara), Lampung
9 Suniatera SUM 12 Pea, merah Merah  Hitam Hitam Tidak Hias Solok (Sumatera Barat), Medan
ada* (Sumatera Utara)
10  Walk WLK 20 Tunggal, bergerigi, Merah  Putih, blorok Hitam, Tidak Pangan,  Blitar dan Tulungagung (Jawa
berwarna merah merah (laced kuning, ada* hias, Timur), Bogor dan Sumedang

religi
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No Ayam Kode N Karakteristik kualitatif Tingkat ~ Manfaat Lokasi
ayam seleksi
Jengger Cuping  Warna Bulu Warna
telinga kulit/kaki
mottled, merah, (Jawa Barat), Medan (Sumatera
wido (silver) Utara), Lampung
Ayam asli Indonesia yang lain
11 Black java BJ 10 Tunggal, bergerigi, Hitam  Hitam Hitam Tinggi®  Pangan, USA
berwarna merah hias
12 Cemani CMN 20 Tunggal, bergerigi, Hitam  Hitam Hitam Sedang®  Religi, Temanggung (Jawa Barat)
berwarna hitam hias
13 Gaga’ GAG 16 Tunggal dan rose, Merah, Merah, putih, wido  Hitam, putih, Sedang? Pesuara, Sidrap (Sulawesi Selatan)
bergerigi putih (silver) kuning hias
14a  Kampung 1 KPGj® 20 Tunggal dan bergerigi, Merah,  Merah, hitam, Hitam, putih, Sedang? Pangan Tulungagung (Jawa Timur)
pea, walnut, merah putih putih, wido (silver),  kuning hijau
black mottled kekuningan
14b  Kampung 2 KPGgll 15 Tunggal, bergerigi, Merah  Lurik Hitam,hijau Tidak Pangan Temanggung (Jawa Tengah)
berwarna merah kekuningan ada*
14c  Kampung 3 KPGb* 20 Tunggal, bergerigi, Merah,  Merah, hitam, Hitam, putih,  Sedang?  Pangan Bogor (Jawa Barat)
berwarna merah putih putih, abu-abu, kuning, hijau
lurik, barred, wido  kekuningan
(silver)
14d  Kampung 4 KPGdll 20 Tunggal, bergerigi, pea, Merah  Merah, hitam, Hitam, putih Tidak Pangan Bogor dan Cianjur (Jawa Barat)
rose, berwarna merah putih, blorok merah  (kuning) ada*
(laced mottled),
lurik
14e  Kampung 5 KPGsl! 20 Tunggal dan bergerigi, Merah  Merah, hitam, Hitam, putih Tidak Pangan Medan (Sumatera Utara),
pea, rose, berwarna putih, lurik (kuning) ada* Lampung
merah
14f  Kampung 6 KPGI! 10 Tunggal dan bergerigi, Merah  Merah, blorok Hitam, putih Tidak Pangan Sidrap (Sulawesi Selatan)
berwarna merah hitam (black (kuning) ada*
mottled)
15  Kukuvak AKB 17 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah, putih, laced  Hitam, putih, Sedang® Pesuara, Solok (Sumatera Barat)
balenggek berwarna merah mottled, wido kuning hias
(silver)
16  Pelung PLg 22 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah, blorok Hitam, putih Sedang®  Pesuara, Cianjur (Jawa Barat)
berwarna merah merah (laced (kuning) hias
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No Ayam Kode N Karakteristik kualitatif Tingkat ~ Manfaat Lokasi
ayam seleksi
Jengger Cuping  Warna Bulu Warna
telinga kulit/kaki
mottled), wido
(silver)
17 Sentul STL 10 Tunggal, buttercup, Merah  Abu-abu Hitam, putih Sedang? Pangan Ciamis (Jawa Barat)
berwarna merah (kuning)
Ayam lokal Indonesia
18a  Arab golden ARGt! 22 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah Hitam, Sedang Pangan Blitar (Jawa Timur), Bogor
red berwarna merah kuning, hijau (Jawa Barat)
kekuningan
18b  Arab golden ARGDb! 21 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah Hitam Tinggif Pangan Bogor (Jawa Barat)
red Tiara berwarna merah
19  Arabsilver ARS? 16 Tunggal, bergerigi, Merah  Silver Hitam Tinggi®  Pangan Bogor (Jawa Barat)
berwarna merah
20  Bangkok BgK' 10 Pea, berwarna merah Merah  Hitam, merah Putih (kuning) Tinggi®  Aduan Tangerang dan Bogor (Jawa
Barat)*
21 Kate KT# 7 Tunggal, rose, berwarna Merah  Merah, silver, putih  Hitam, putih Tinggif Hias Jawa Timur, Jawa Barat
merah (kuning)
22 Kedy-Hitam KDh* 27 Tunggal dan bergerigi, Merah  Hitam Hitam Sedang?  Pangan Temanggung (Jawa Tengah)
berwarna merah
23 Kedy Putih KDp* 12 Tunggal, bergerigi, Merah  Putih Putih Sedang? Pangan Temanggung (Jawa Tengah)
berwarna merah
24 Kedu Lurik KDI¥ 14 Tunggal, bergerigi, Merah  Lurik Hitam, putih Sedang® Pangan Temanggung (Jawa TengahO
berwarna merah (kuning)
25  Nunukan NNKE 15 Tunggal, bergerigi, Merah Kuning Sedang? Pangan Nunukan (Kalimantan Timur)
berwarna merah
26 Serama SRM" 8 Tunggal, bergerigi, Merah  Merah, putih Hitam Tinggi®  Hias Lampung (Suamtera), Jakarta
berwarna merah dan Bogor (Jawa Barat)
Ayam ras komersial
27 CP %97 BRO 10 Tunggal, bergerigi, Merah  Putih Putih (kuning) Tinggi®  Pangan Bogor (Jawa Barat)
berwarna merah
28 Lohman Brown L 10 Tunggal, bergerigi, Merah Putih (kuning)  Tinggi®  Pangan Blitar dan Tulungagung (Jawa
berwarna merah Timur)
Jumiah 524
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N: jumlah individu sampel yang digunakan; ARGt dikembangkan oleh breeder lokal yang ada di Jawa Timur untuk tujuan penghasil telur. Berdasarkan sejarah seleksi
dan pemuliaan yang pernah dilakukan oleh breeder ARGt, ARGt pernah disilangkan dengan ayam asli Indonesia yang lain (KPG dan KDh) dan ayam lokal Indonesia
(KT) sehingga ditemukan beberapa variasi karakter kualitatif ayam; *ARGb dan ARS dikembangkan breeder ayam di Bogor, Jawa Barat yang telah diseleksi secara
intensif selama lebih dari 10 tahun untuk tujuan menghasikan telur; *KDh, KDp, KDI dipelihara dalam conservation flock, Temanggung, Jawa Tengah; ENNK dipelihara
dalam conservation flock, Nunukan, Kalimantan Timur; T BgK berasal Thailand. SKPGt dan KPGb dikembangkan untuk tujuan penghasil daging, sebagai hasil
persilangan antara KPGg dengan BgK dan juga ayam lokal yang lain sehingga mempunyai variasi karakteristik kualitatif dan kuantitatif masih tinggi; ! KPGg, KPGd,
KPGs dan KPGsl merupakan ayam yang dipelihara dengan sistem semi intensif (pagi sampai siang hari dilepas/diumbar dan malam harinya ayam dikandangkan); *KPS
dan KT berasal dari Cina; "SRM berasal dari Malaysia. *Unselected chicken (UC) adalah ayam yang tidak mengalami seleksi dan program pemuliaan khusus sehingga
mempunyai keragaman karakteristik kualitatif dan kuantitatif yang tinggi dan tdk mendapatkan program vaksinasi yang intensif. Secara umum, ayam yang termasuk
dalam kelompok ini dimanfaatkan sebagai penghasil daging dan telur (tipe dwiguna). Ayam-ayam tersebut dipelihara dengan sistem umbaran (scavenging) sehingga
memungkinkan perkawinan yang tidak terkontrol antar beberapa breed ayam yang dipelihara bersama-sama dalam satu lokasi peternakan. Moderately selected chicken
(MC) adalah ayam yang mengalami seleksi dan program pemuliaan intensif selama tidak lebih dari 4 tahun untuk tujuan tertentu, seperti penghasil daging (meat type),
penghasil telur (egg type), pesuara (crowing type). Program perkawinan di antara beberapa breed ayam asli Indonesia maupun antara ayam asli Indonesia dengan ayam
lokal atau ‘ayam introduksi (ras komersial) juga dilakukan oleh peternak sehingga ayam-ayam yang termasuk dalam kelompok ini memiliki keragaman karakteristik
kualitatif dan kuantitatif yang tinggi. #Highly selected chicken (HC) adalah ayam yang mengalami seleksi dan program pemuliaan yang intensif selama lebih dari 10
tahun untuk tujuan tertentu, seperti penghasil telur, daging atau ornamental sehingga ayam-ayam tersebut memiliki tingkat keseragaman (uniformity) karakteristik
kualitatif dan kuantitatif yang tinggi.



Gambar 3 Ayam asli Indonesia dan ayam lokal Indonesia yang digunakan dalam
penelitian ini. A. Ayam arab golden red dari Jawa Barat (ARGb). B.
Ayam arab silver (ARS). C. Ayam arab golden red dari Jawa Timur
(ARGt) D. Black java (BJ) dari Amerika Utara. E. Cemani (CMN). F.
Gaga’ (GAG). G. Kampung (KPG). H. Kedu hitam (KDh). I. Kedu putih
(KDp). J. Pelung (PLg). K. Kukuak balenggek (AKB). L. Nunukan
(NNK). M Sentul debu dan N. Sentul batu (STL). Foto oleh Jeannette
Beranger (E) dan Maria Ulfah (A-D, F-N)

Gambar 4 Ayam hias yang digunakan dalam penelitian ini. A. BgK silver. B. BgK
merah. C. KT wido (silver). D. KT silki. E. KT silver. F. Kate dun. G.
KT putih. H. SRM merah. Foto oleh Ayu Febriyanti (B), Maria Ulfah (A,
C-H)
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Gambar 5 Varian yang ditemukan pada ayam bekisar (BKSR) dan ayam burgo
(BRG). A. BKSr merah. B. BkSr hitam. C. BkSr jali emas (kuning). D.
BkSr putih. E. BRG merah. F. BRG putih. G. BRG merah. H. BRG
wido (silver). Foto oleh Adhy Aryanto (A), Amin Haitami (E dan F),
Arma Kartika (B-D), Maria Ulfah (H) dan Roaslien Putri (G)

‘AmﬂCND E
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Gambar 6 Varian yang ditemukan pada ayam leher gundul (GUN) dan walik
(WLK). A.GUN lurik. B. GUN wido (silver). C. GUN hitam. D. GUN
dun. E. GUN putih. F. WLK wido (silver). G. WLK putih. H. WLK
blorok (laced mottled). I. WLK merah. J. WLK wido (silver). K. Walik
merah



Gambar 7 Varian yang ditemukan pada ayam kukuak balenggek (AKB). A dan B.
AKB hitam. C. AKB silver. D. AKB laced mottled. E. AKB wido
(silver). F. AKB putih. Foto oleh Farry Yudhi Sutami (D). Nardi Sumadi
(C, E dan F) dan Maria Ulfah (A dan B)

Gambar 8 Varian yang ditemukan pada ayam kampung (KPG). A. KPGs hitam.
B. KPGj merah. C. KPGd merah. D. KPGI blorok hitam (black
mottled). E. KPGd putih. F. KPGb merah. Foto oleh: Ayu Febriani (A),
Maria Ulfah (B, C, D, E dan F)
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Gambar 9 Varian yang ditemukan pada ayam gaga’ (GAG). A. GAG putih. B. GAG
merah. C. GAG wido (silver). D dan E. GAG putih. Foto oleh Maria
Ulfah (A-E)

Fl

Gambar 10 Varian yang ditemukan pada ayam pelung (PLg). A, B dan C. PLg
merah. D. PLg wido (silver). E. PLg blorok merah (laced mottled).
Foto oleh Brigita Laura (C), Maria Ulfah (A, D, F) dan Ridwan (B)
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2 PENENTUAN RUMPUN (BREED) AYAM INDONESIA
BERDASARKAN ANALISIS SEKUEN KOMPLIT
DAERAH D-LOOP MITOKONDRIA (mtDNA D-LOOP)

PENDAHULUAN
Latar Belakang

Runutan DNA mitokondria (mtDNA) telah direkomendasikan menjadi
penanda genetik yang kuat untuk memahami keragaman genetik (Tamura dan Nei
1993) untuk mengidentifikasi tetua liar, proses domestikasi dan asal-usul geografi
sehingga dapat digunakan untuk merunut evolusi genetik berdasarkan garis
ketdrunan maternal (Zink and Barrowclough 2008). Pemisahan keturunan mtDNA
dalam populasi ternak dapat terjadi melalui domestikasi dari induk liar atau melalui
penyatuan induk ke dalam bibit yang sudah didomestikasi (FAO 2007).

Secara umum, mutasi yang ditemukan pada mtDNA berupa SNPs yang
mefupakan substitusi nukleotida yang unik yang spesifik dalam populasi tertentu
sehingga dapat digunakan sebagai dasar dalam penentuan keunikan individu dalam
suatu kelompok. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) yang ditemukan pada
segment parsial mtDNA D-loop dengan panjang kurang dari 600 bp (HV-1) secara
luas telah digunakan dalam analisis struktur populasi, hubungan kekerabatan dan
sejarah domestikasi ayam (Fumihito et al. 1996; Niu et al. 2002; Nishibori et al.
2005; Liu et al. 2006b; Guan et al. 2007; Gongora et al. 2008; Kanginakudru et al.
2008; Muchadeyi et al. 2008; Sulandari et al. 2008; Sulandari dan Zein 2009; Dana
et al. 2010; Sawai et al. 2010; Cuc et al. 2011; Storey et al. 2012; Langford et al.
2013; Pramual et al. 2013, Yacoub dan Fathi 2013). Namun demikian, perbedaan
penggunaan segment mMtDNA ternyata memberikan hasil penemuan haplogroup
yang berbeda yang kemungkinan disebabkan adanya perbedaan variasi nukleotida.
Liuet al. (2006b) menemukan 9 haplogroup mtDNA D-loop ayam, yaitu A-1 yang
selahjutnya digunakan secara umum sebagai dasar dalam penelitian struktur
populasi dan sejarah domestikasi ayam (Gongora et al. 2008; Kanginakudru et al.
2008; Muchadeyi et al. 2008; Dana et al. 2010; Sawai et al. 2010; Cuc et al. 2011;
Storey et al. 2012; Langford et al. 2013). Pemilihan daerah mtDNA yang lebih
panjang yang dilakukan oleh Miao et al. (2013) menghasilkan 12 haplogroup (A-I
and W-Y) sebagai koreksi dari haplogroup mtDNA ayam yang ditemukan
sebelumnya oleh Liu et al. (2006b). Penggunaan mtDNA D-loop ayam yang lebih
panjang memungkinkan ditemukannya adanya variasi nukleotida-nukleotida yang
lain yang bermanfaat bagi segregasi haplotype dan haplogroup (Storey et al. 2012)
dan Kawabe et al. (2014).

Berdasarkan analisis parsial mtDNA D-loop (397 bp), Sulandari et al. (2008)
dan Sulandari dan Zein (2009) juga menemukan sebagian besar rumpun (breed)
ayam Indonesia yang diteliti mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat.
Namun demikian, penelitian tersebut tidak menyertakan ayam asli Indonesia yang
langka seperti bekikuk (Bkk), burgo (BRG), leher gundul (legund, GUN), sumatera
(SUM) dan walik (WLK) dan juga ayam Indonesia yang lain seperti ayam kokok-
balenggek (kukuak balenggek, AKB) dan gaga’ (GAG).

Ayam bekisar (BkSr) (Gambar 1 dan 4) dikategorikan sebagai ayam pesuara
(crowing chicken) bersama dengan ayam gaga (GAG), kukuak balenggek (AKB)
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dan pelung (PLg) yang masing-masing berasal dari kabupaten Sidrap (Sulawesi
Selatan), Solok (West Sumatera) dan Cianjur (Jawa Barat). Ayam bekisar (BkSr)
memiliki tipe suara pendek yang menyerupai suara AHH. Ayam pelung (PLg)
memiliki tipe suara lambat dan panjang (long crowing) yang mudah untuk
dibedakan dengan ayam pesuara yang lain. Namun demikian, berdasarkan analisis
parsial DNA mitokondria (mtDNA) displacement-loop (D-loop), (Sulandari et al.
2008) menemukan PLg identik dengan ayam Indonesia yang lain. Ayam kukuak
balenggek (AKB) juga diperkirakan memiliki hubungan kekerabatan yang dekat
dengan GAG karena memiliki kemiripan pola suara yang cepat (rapid-crowing
pattern) (Bugiwati dan Ashari 2014). Pembentukan tipe suara yang baru untuk
tujuan kontes sudah banyak dikembangkan oleh peternak ayam pesuara Indonesia
untuk meningkatkan minat konsumen terhadap ayam pesuara, terutama banyak
ditemukan pada GAG. Kondisi sosial dan budaya lokal telah terbukti berpengaruh
terhadap keragaman fenotipe dan genetik ayam (Komiyama et al. 2004). Oleh
karena itu, diperkirakan terdapat hubungan kekerabatan yang dekat antar ayam
pestiara Indonesia. Namun data molekuler yang menjelaskan hubungan kekerabatan
antar ayam pesuara Indonesia dan antar ayam pesuara dengan ayam Indonesia yang
lairtsaat ini belum tersedia sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.

Pada kategori ayam asli Indonesia yang langka untuk tujuan pertunjukan,
SUM (Gambar 1) pada awalnya dikenal sebagai ayam petarung, namun saat ini
SUM dikategorikan sebagai ayam untuk tujuan pertunjukan penampilan
(ornamental) dan penghasil pangan. Pada abad ke delapan belas (18), SUM diduga
dibawa ke India, Eropa dan Amerika bersama-sama dengan ayam black java (BJ)
atau kedu hitam (KDh) (Bennet 1856; Cooper 1869; Finsterbusch 1929; Eukarius
2007; Roberts 2008) dan selanjutnya tercantum dalam American Poultry
Association Standard of Perfection pada tahun 1883 dan diberi nama black
sumatera (BS) pada tahun 1906 (Eukarius 2007; Roberts 2008; The American
Poultry Association 1956, 2010). Di sisi lain, berdasarkan wilayah geografi asalnya,
SUM kemungkinan mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat dengan ayam
asliindonesia yang lain yang berasal dari pulau Sumatera seperti AKB, BRG, GUN
dan“WLK. BRG merupakan hasil perkawinan antara ayam hutan merah sumatera
(AHM, Gallus gallus spadiceus) dengan ayam kampung. Berdasarkan karakteristik
fenotipenya (Sartika dan Iskandar 2007), BRG mempunyai kemiripan dengan
AKB. Mengingat AKB mempunyai karakterstik pola suara yang sama dengan GAG
(Bugiwati dan Ashari 2014), diperkirakan AKB dan GAG kemungkinan juga
mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat dengan BRG dan SUM. Penyediaan
data molekuler dari ayam lokal Indonesia akan menjelaskan hubungan kekerabatan
ayam lokal Indonesia dan juga kontribusi AHH dan AHM dalam proses domestikasi
ayam di dunia, termasuk Indonesia.

Di sisi lain, karena memiliki gen-gen mayor seperti Na pada GUN dan gen F
pada WLK menyebabkan masing-masing ayam tersebut tidak mempunyai bulu di
bagian leher dan mempunyai bulu terbalik. Menurut Roberts (2008) ayam yang tdk
mempunyai bulu di leher dan ayam yang memiliki bulu terbalik di Inggris
dikategorikan sebagai ayam yang memiliki karakteristik khusus. Adanya gen Na
pada GUN dan F pada WLK menyebabkan GUN dan WLK mempunyai
kemampuan adaptasi yang lebih baik terhadap iklim tropis dan menghasilkan
produktivitas yang lebih baik dibandingkan dengan ayam berbulu normal (Yal¢in
et.al. 1997; Deeb dan Cahaner 1999; Yunis dan Cahaner 1999; Nwachukwu et al.
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2006; Mahrous et al. 2008). Kontribusi gen ayam introduksi terutama ayam ras
komersial diperkirakan juga terjadi pada ayam GUN dan WLK (Jakaria et al. 2012,
Ulfah et al. 2012) dan juga ayam Indonesia yang lain (Sulandari et al. 2008). Di
Indonesia, GUN dan WLK belum dimanfaatan secara optimal. Oleh karena itu
penelitian ini melakukan nalisis hubungan kekerabatan antara ayam GUN, WLK
dengan ayam Indonesia yang lain berdasarkan sekuen mtDNA D-loop. Hasil
penelitian diharapkan dapat dimanfaatkan dalam penentuan breed ayam Indonesia
dan perencanaan program pelestarian dan pengembangan ayam Indonesia.

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk (1). Memperkirakan keragaman genetik,
haplotype dan haplogroup ayam Indonesia, (2). Melakukan determinasi hubungan
haplotype antara ayam asli Indonesia yang langka dengan ayam Indonesia yang lain
dartayam hutan (AHH dan AHM), dan (3). Menganalisis aliran genetik (gene flow)
dan hubungan kekerabatan ayam asli Indonesia dengan ayam-ayam dari negara-
negara lain di dunia.

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian diharapkan dapat dimanfaatkan dalam penentuan breed ayam
Indonesia, pemanfaatan dan pengembangannya dan perencanaan program
pelestariannya. Penelitian ini juga bermanfaat bagi pemahaman kontribusi ayam
hutan Indonesia dalam proses domestikasi ayam di Indonesia dan di dunia.

MATERI DAN METODE
Sampel Ayam dan Materi Genom DNA

Sampel ayam yang digunakan dalam penelitian meliputi 6 ayam asli
Indonesia yang langka (BkSr, Bkk, BRG, GUN, SUM dari populasi Indonesia dan
Amerika Utara dan WLK), 17 ayam Indonesia yang lain: arab golden red ARGj dan
ARGD, arab silver ARGs, bangkok BgK, black java (BJ dari Amerika Utara),
cemani (CMN), gaga’ (GAG), kampung (KPGb, KPGb, KPGg, KPGhd, KPGs dan
KPGsl), kate KT, kapas KPS, kedu hitam (KDh), kedu lurik (KDI), kedu putih
(KDp), kukuak balenggek (AKB), pelung (PLg), nunukan (NNK), sentul (STL),
dan serama SRM), dan ayam ras komersial (BRO dan L) dari berbagai wilayah di
Indonesia (Tabel 2, Gambar 1 dan 3-10).

Amplifikasi Daerah mtDNA D-loop and Sekuening

Sekuen mtDNA D-loop sepanjang 1440 base pair (bp) diamplifikasi dengan
menggunakan 2 pasang primer seperti yang ditampilkan pada Tabel 3. Sekuen
referensi dari mtDNA D-loop ayam NC_007237 (Nishibori et al. 2005) digunakan
sebagai sekuen referensi pada penelitian ini. Panjang sekuen yang teramplifikasi
adalah 1440 bp yang mencakup sekuen komplit mtDNA D-Loop ayam (1227 bp)
seperti yang direkomendasikan oleh (Desjardins dan Morais 1990).
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Tabel 3 Sekuen primer untuk amplifikasi daerah D-loop mtDNA ayam lokal
Indonesia (Desjardins dan Morais 1990).

No Forward (5 — 3”)/ Reverse (5° —3°) Panjang
Sekuen (bp)

1 GGTTAGACCCCAAGGACTAC/ ATGTGCCTGACCGAGGAACCAG 630

2 CCTCACGAGAGATCAGCAAAC/ GGCACTGAAGATGCCAAGATG 854

Fragmen mtDNA D-loop diamplifikasi dengan metode polymerase chain
reaction (PCR). Amplifikasi pasangan primer 1 dilakukan dengan menggunakan
komponen PCR mix yang terdiri dari DreamTagq™ Green PCR Master Mix
(Thermo Scientific) yang terdiri dari dATP, dCTP, dGTP dan dTTP masing-masing
0,4 mM dan 4mM MgCI2, 100-200 ng DNA genom, dan air distilata. Kondisi PCR
yang digunakan meliputi pre denaturasi pada suhu 95°C (3 menit) diikuti dengan
35 siklus yang terdiri dari denaturasi pada suhu 95°C (30 detik), penempelan pada
suhy 60°C (30 detik), pemanjangan pada suhu 72°C (40 detik) dan pemanjangan
akhir pada suhu 72°C (5 menit).

Amplifikasi pasangan primer 2 dilakukan dengan menggunakan komponen
PCR mix yang terdiri dari High-fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific
Phusion Flash), 100-200 ng DNA genom dan air distilata. Kondisi PCR meliputi
predenaturasi pada suhu 98°C (10 detik) dan kemudian dilanjutkan dengan
denaturasi pada suhu 98°C selama 1 detik, penempelen dan pemanjangan pada suhu
68°C selama 20 detik yang diulang 35 siklus. Setelah itu dilakukan pemanjangan
akhir pada suhu 72°C (1 menit). Visualisasi produk PCR dielektroforesis dengan
menggunakan gel polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE) 6% dalam TBE1x
pada 200V selama 30 menit. Hasil elektroforesis diwarnai dengan metode
pewarnaan perak berdasarkan Byun et al. (2009) yang dimodifikasi. Produk PCR
selanjutnya disekuensing pada kedua arah (forward dan reverse) dengan
menggunakan BigDye Terminator Kit pada ABI 3730xI DNA analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA) menggunakan pasangan primer yang sama yang
digunakan untuk amplifikasi.

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan sekuening ganda (forward dan reverse) pada
masing-masing pasangan primer sehingga diperoleh panjang sekuen mtDNA D-
loop sepanjang 1227 bp. Insersi dan delesi (indels) basa nukleotida yang ditemukan
pada sekuen mtDNA D-Loop ayam tidak dipertimbangkan dalam analisis data
selanjutnya. Perunutan sekuen mtDNA D-Loop ayam dilakukan dengan
menggunakan program MUSCLE (Edgar 2004) pada program Molecular
Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) versi 6 (Tamura et al. 2013). Keragaman
haplotype (Hd), keragaman nukleotida (w) dan diferensiasi genetik (Fst) diduga
dengan menggunakan program DnaSP versi 5.10.01. (Librado dan Rozas 2009).

Penelitian ini menggunakan 3 jenis data. Data pertama meliputi 679 sekuen
kamplit D-loop (1227 bp) dari 524 ayam lokal Indonesia, ayam ornamental, ayam
ras.komersial dan ayam hutan (Tabel 1), 29 ayam dari Laos (Kawabe et al. 2014),
9 ayam pesuara dari Jepang (Komiyama et al. 2004a), 20 ayam dari Korea (Cho et
al..2010), 18 ayam dari Bangladesh (Islam dan Nishibori 2012), 8 ayam dari Bhutan
(Nidup et al. 2005, 10 ayam dari Afrika (Mwacahro et al. 2011) dan 61 sekuen D-



25

loop ayam yang merupakan haplotype utama dari 12 haplogroup (A-I dan W-Y)
dari 2874 individual ayam domestik dan ayam hutan di seluruh dunia seperti yang
dijelaskan oleh Mioa et al. (2013) sebagai koreksi terhadap klasifikasi haplogroup
sebelumnya (A-1) menurut Liu et al. (2006b) (Lampiran 3). Analisis unrooted
neighbor-joining (NJ) dari semua sekuen D-loop ayam dilakukan dengan
menggunakan program MEGA versi 6 (Tamura et al. 2013) untuk mendapatkan
gambaran sederhana tentang haplogroup ayam asli Indonesia dan hubungannya
dengan ayam lokal Indonesia dan ayam-ayam dari negara-negara lain. Seratus
sembilan puluh delapan (198) sekuen mtDNA D-loop ayam Indonesia yang
merupakan perwakilan dari setiap haplogroup disimpan pada Genbank NCBI
dengan no aksesi KR535995-KR536177 dan KT853000-KT853016 (Lampiran 3).

Data kedua mencakup 524 sekuen mtDNA D-loop (1227 bp) ayam lokal
Indonesia yang langka dan ayam lokal Indonesia yang lain dan ayam hutan (AHMj,
AHMSs dan AHH) (Tabel 2) untuk memperkirakan hubungan genetik antara ayam
langka Indonesia dengan ayam asli dan ayam lokal Indonesia lainnya dan dengan
ayam hutan. Lokus segregasi, keragaman haplotype (H) dan keragaman genetik (r)
dart:sekuen D-loop ayam lokal Indonesia dihitung dengan menggunakan program
DNA Sequence Polymorphism (DnaSP) versi 5.10.01 (Librado dan Rozas 2009).
Pohon filogeni untuk menduga hubungan genetik antara ayam lokal Indonesia yang
langka dengan ayam lokal Indonesia lainnya dan ayam hutan dibentuk berdasarkan
anatisis Bayesian dengan menggunakan program Mr. Bayes versi 3.0 (Ronquist dan
Huélsenbeek 2003) dengan mempertimbangkan model umum (general time
reversible model): rates=invgamma dan nst=6). Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) dioperasikan masing-masing untuk 1 juta generasi. Pohon filogeni
selanjutnya dibentuk untuk setiap 500 siklus dari iteration chain. Penelitian ini
menggunakan standar deviasi (SD)=0.012589 yang dihitung setelah dilakukan
anafisis 1 juta generasi. Titik (node) dengan nilai probabilitas posterior > 95%
diganakan untuk membentuk konsensus pohon filogeni 50%. Pohon filogeni
selanjutnya divisualisasikan dengan program FigTree v1.4.0
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.).

Data ketiga disusun untuk menganalisis profil hubungan haplogroup utama
yang ditemukan pada ayam asli Indonesia yang langka dan ayam asli Indonesia
yang lainnya (haplogroup B, C, D, E dan Y) dengan menggunakan analisis median
joining network (MJ). Data ketiga ini mencakup 616 sekuen mtDNA D-loop dari
490 ayam Indonesia dan 29 ayam dari Laos (Kawabe et al. 2014), 9 ayam pesuara
dari Jepang (Komiyama et al. 2004a), 20 ayam dari Korea (Cho et al. 2010), 18
ayam dari Bangladesh (Islam dan Nishibori 2012), 8 ayam dari Bhutan (Nidup et
al. 2005, 10 ayam dari Afrika (Mwacahro et al. 2011), 32 ayam dari Saudi Arabia
(Yacoub dan Fathi 2013) dan 42 ayam yang mempunyai haplotype utama dari 5
haplogroup ayam di dunia yang ditemukan pada ayam lokal Indonesia (B, C, D, E
dan Y) (Miao et al. 2013). Analisis MJ dilakukan dengan mengikuti algoritma
Bandelt et al. (1999) dan program NETWORK software versi 5.0.0.0
(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm. DNA Alignment Software versi
1.3:3.2. (www.fluxus-engineering.com/dnaalignterms11.htm) digunakan sebelum
melakukan analisis MJ. Visualisasi hubungan antar haplotype ayam diilustrasikan
dengan menggunakan program Network Publisher 2.0.0.1 (www.fluxus-
engineering.com/nwpubterms.htm).
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Analisis MJ pada penelitian ini digunakan untuk membuat hubungan
berdasarkan haplotype utama dari 12 haplogroup (A-1 and W-Y) vyang
direkomendasikan oleh Miao et al. (2013) sebagai koreksi dari penentuan haplotype
sebelumnya menurut Liu et al. (2006b). Hubungan antar haplogroup juga
digunakan untuk memahami aliran genetik, wilayah penyebaran, asal-usul dan
memperkirakan pusat domestikasi ayam. Tatanama haplogroup yang digunakan
oleh Miao et al. (2013) selanjutnya digunakan sebagai referensi pemberian nama
haplogroup dalam penelitian ini. Sekuen komplit mtDNA D-loop (1227 bp) AHH
dari Madura (AHHmM702) digunakan sebagai outgroup dalam analisis MJ.
Pengelompokan wilayah penyebaran ayam dilakukan berdasarkan kriteria yang
ditetapkan dalam State of the World’s Animal Genetic Resources for Food and
Agriculture; SOW-AnGR), (FAO 2007) yang menetapkan 7 wilayah regional SOW-
ANGR, yaitu Afrika, Asia (termasuk India), Eropa, Kaukasus, Amerika Latin,
Karibia, Mediterania dan sekitarnya, Amerika Utara dan Baratdaya Pasifik,
sehingga breed ayam juga dapat dikategorikan sebagai (1). Breed asli dan (2). Breed
lintas batas (Tabel 4).

Tabel 4 Kategori breed ayam berdasarkan wilayah regional penyebaran
berdasarkan State of the World’s Animal Genetic Resources for Food and
Agriculture (SOW-AnGR) (FAO 2007)

No | Breed Definisi
1 Breed asli Breed yang hanya ada di 1 negara
2 Breed lintas batas Breed yang ada di lebih dari 1 negara
a. Breed lintas regional Breed lintas batas yang hanya ada di salah
satu di antara 7 wilaya regional SoW-
AnGR
a. Breed lintas Breed yang ada di lebih dari 1 wilayah
internasional regional SOW-AnGR

HASIL PENELITIAN

Pengelompokan haplotype mtDNA D-loop ayam asli Indonesia
dan ayam hutan

Analisis unrooted NJ menunjukkan bahwa secara umum ayam Indonesia
berada pada haplogroup B, C, D, E dan Y (Gambar 11). Sedangkan ayam asli
Indonesia yang langka (BkSr, BRG, SUM, GUN dan WLK) secara eksklusif
tersebar pada haplogroup D dan E. Di antara semua haplogroup, hanya haplogroup
D yang didominasi oleh ayam asli Indonesia. Sampel ayam bangkok (BgK102)
yang dikoleksi dari Indonesia (yang berasal dari Thailand) berada pada haplogroup
A bersama dengan ayam-ayam ornamental yang berasal dari Cina, Myanmar dan
Jepang dan ayam pesuara dari Jepang. Namun demikian, sebagian sampel BgK juga
menyebar pada haplogroup B bersama dengan ayam Indonesia yang lain.
Haplogroup B terdiri dari BkSr dan ayam-ayam yang berasal dari Cina, Bhutan,
ayam petarung (bantam) dari Thailand dan juga ayam hutan merah dari Laos.



27

Haplogroup C dibentuk oleh haplotype yang sama dari ayam-ayam yang berasal
dari Indonesia (PLg dan BRG), ayam hutan merah dari Bangladesh, India, Laos,
Myanmar dan ayam petarung dari Cina dan Jepang. Haplogroup E terutama terdiri
dari ayam dari Indonesia (ARGb, ARS, KPGb, KDp, PLg dan NNK), ayam ras
komersial (broiler dan layer dari Eropa), BJ dan BS dari Amerika Utara, ayam
pesuara dari Jepang dan ayam dari Cina dan India.

Bl Avam ash Indonesia yang langka
Bl Avam Indonesia yang lain (ask dan lokal)
Bl BSdari USA
| BJ dari USA
Ayam dari negara-negara yang lain
AHHb dari pulau Bal
Bl AHHm dari pulau Madura
AHH; dari pulau Jawa
AHMb dari pulau Jawa
Bl AHMj dari pulau Bal
Bl AHMs dari pulm Sumatera
*  NC_007237
+  AP003323

Gambar 11 Haplogroup mtDNA D-loop ayam Indonesia yang langka (D, E), ayam
Indonesia yang lain (C, D, E, Y), ayam domestik dan ayam hutan dari
negara-negara lain di dunia (A-1, W-Z) yang terbentuk berdasarkan
unrooted neighbor-joining (NJ). Haplogroup ayam hutan merah dari
Jawa (AHMj), Sumatera (AHMs), ayam hutan hijau dari Madura
(AHHm), Jawa (AHHj) dan Bali (AHHDb) masing-masing disebut
dengan J, Sm, Vm, Vj dan Vb.

Mengingat tatanama haplogroup ayam hutan dari Indonesia masih belum
ditetapkan (Fumihito et al. 1994, 1996; Nishibori et al. 2005; Liu et al. 2006b; Miao
etal. 2013), 5 haplogroup yang dibentuk oleh ayam hutan Indonesia pada penelitian
ini disebut dengan haplogroup Vm, Vj dan Vb masing-masing untuk AHHm dari
pulau Madura, AHHj dari pulau Jawa dan AHHb dari pulau Bali dan haplogroup J
dan_Sm masing-masing untuk AHMj dari pulau Jawa dan AHMs dari pulau
Sumatera. Secara umum, sampel AHMj dan AHMs dari Indonesia (haplogroup J
dan-Sm) secara eksklusif terpisah dari AHM yang berasal dari negara-negara lain:
(1)'G. g. spadiceus di haplogroup A (GU261695), B (NC_007235, GU261704), C
(GU261716), F (GU261702, GU261703), G (GU261690), W (GU261706), X
(GU261692), dan Y (GU261693), (2) G. gallus di haplogroup A (GU261700) dan
F(GU261691), (3). G. g. gallus di haplogroup D (NC_007236), (3) G. g. jabouillei
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di haplogroup Z (GU261674, GU261696) dan (4) G. g. murghi di haplogroup C
(GU261707) dan E (GU261708).

Keragaman Genetik Ayam Langka Indonesia dan
Ayam Lokal Indonesia lainnya

Empat ratus delapan puluh satu (481) sekuen D-loop (1227 bp) ayam
Indonesia dan ayam ras komersial digunakan dalam penelitian ini. Insersi dan delesi
basa nukleotida tidak digunakan dalam analisis pada penelitian ini. Sebanyak 266
situs polimorfik dan 201 haplotype teridentifikasi dalam penelitian ini.

Kisaran keragaman haplotype (h) ayam Indonesia adalah 0,00090 (BKkk)
sampai dengan 0,99048 (KPGg), dimana ayam asli Indonesia yang langka
mempunyai kisaran h sebesar 0,50000 (Bkk) sampai dengan 0,96970 (GUN) (Tabel
5). Ayam walik (WLK) memiliki keragaman nukleotida tertinggi (r: 0,01806) jika
dibandingkan dengan ayam asli Indonesia yang langka yang lainnya: BKSr
(0,00875), Bkk (0,00090), BRG (0,00495), GUN (0,00415), BS (0,00779) dan
SUM (0,00669). Di antara ayam pesuara Indonesia (AKB, BkSr, GAG dan PLg),
BkSt memiliki nilai = yang lebih rendah (0,00875) jika dibandingkan dengan GAG
(m: 0,01473) namun lebih tinggi jika dibandingkan dengan PLg (m: 0,00475) dan
AKB (0,00553).

Hubungan Kekerabatan Antar Breed Ayam Indonesia

Kecepatan substitusi nukleotida pada sekuen mtDNA d-loop ayam
ditampilkan pada Tabel 7. Pohon filogeni yang terbentuk berdasarkan analisis
Bayesian (Gambar 12) dari haplogroup utama ayam Indonesia dan ayam hutan (B,
C, B, E, Jv, Sm, Vm and Vj) ditampilkan pada Gambar 12. Rataan dan standar
deviasi (SD) keragaman genetik ayam berdasarkan perkiraan Marcov Chain Monte
Carlo (MCMC) ditampilkan pada Tabel 6. Gambar 12 menjelaskan bahwa ayam
Indgnesia terbagi menjadi 5 kelompok: 111 (BkSr, KPG dan PLg), IV (BRG dan
ayam Indonesia yang lain), V (AKB dan ayam Indonesia), VI (WLK dan ayam
Indonesia yang lain) dan VII (BkSr, ayam Indonesia dan ayam ras komersial),
dimana ayam asli Indonesia yang langka berada pada kelompok Ill (BkSr), IV
(BRG dan GUN), VI (WLK) dan VII (BKkSr, BKK).

Ayam hutan hijau AHH (kelompok 1) dan AHM (kelompok II) diduga
merupakan nenek moyang ayam Indonesia. Ayam hutan hijau dari Jawa (AHHj)
terpisah 98% dari AHH dari Madura (AHHm), dan ayam hutan merah dari Jawa
(AHM]j) terpisah 100% dari AHM dari Sumatera (AHMs). Hubungan monophyletic
dari referensi AHMj G. g. bankiva NC_007237 dengan ayam Indonesia juga
ditemukan pada penelitian ini (kelompok 1V) dimana kelompok ini merupakan
kelompok sister dari kelompok Il (BkSr dan PLg). Lebih lanjut, BKSr juga
membentuk kelompok yang sama dengan BgK, Bkk, BS, KPGj, KPGb, NNK dan
ayam ras komersial (broiler, WL dari Eropa dan Mediterania, dan rhode island red
dari; Amerika Utara) pada kelompok VII yang menjadi kelompok sister WLK,
ARGh, CMN dan KDp. Sedangkan AHMj (Jv) adalah kelompok sister dari AHH.
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Tabel 5 Sampel ayam, keragaman haplotype dan nukleotida mtDNA D-loop ayam

pada penelitian ini

No | Spesies/sub Kode N S H h T
spesies/breed ayam Sampel
1 | Bekisar BKSR 16 | 28| 13| 0,96667 | 0,00875
2 | Bekikuk Bkk 8 2 2 | 0,50000 | 0,00090
3 | Burgo BRG 14| 23| 10| 0,94505 | 0,00495
4 | Black sumatera BS 10| 18 8| 0,95556 | 0,00415
5 | Leher gundul GUN 12| 33| 10| 0,96970 | 0,00779
6 | Sumatera SUM 12 | 20 8| 0,93939 | 0,00669
7| Walik WLK 20| 58| 18| 0,94762 | 0,01806
8 - | Arab golden red jawa | ARGt 22| 20| 10| 0,93506 | 0,00547
timur
9| Arab golden red ARGb 21| 17| 11| 0,87619 | 0,00346
bogor
10- | Arab silver ARS 16 2 3| 0,62500 | 0,00061
11| Bangkok BgK 10 | 18 7| 0,93333 | 0,00605
12| Black java BJ 10 9 8| 0,95556 | 0,00216
13| Cemani CMN 20| 13| 10| 0,83684 | 0,00251
145 | Gaga’ GAG 16| 68| 10| 0,90000 | 0,01473
15| Kampung 1 KPGj 20| 24 8| 0,93333| 0,00618
16- | Kampung 2 KPGg 15| 15| 14| 0,99048 | 0,00275
177 Kampung 3 KPGb 20| 27| 11| 0,97436 | 0,00730
18| Kampung 4 KPGd 20| 31| 12| 0,93464 | 0,00682
19° | Kampung 5 KPGs 20| 36 5| 0,78788 | 0,00966
20~ | Kampung 6 KPGI 10 2 2| 0,50000 | 0,00850
217| Kedu Hitam KDh 29| 28| 18| 0,95813 | 0,00395
22> | Kedu Putih KDp 12| 17| 10| 0,98182 | 0,00390
23" | Kedu Lurik KDI 14| 15| 10| 0,94505 | 0,00270
24 | Kukuak balenggek AKB 17| 31| 12| 0,95588 | 0,00553
25 | Nunukan NNK 15 6 6| 0,89286 | 0,00214
26 | Pelung PLg 22| 36| 15| 0,95671| 0,00475
27 | Sentul STL 10 6 3| 0,83333| 0,00296
28 | Bangkok BgK 10| 18 7| 0,93333 | 0,00605
29 | Kate KT 7| 34 5| 0,85714 | 0,01465
30 | Serama SR 8 2 2 | 0,50000 | 0,00085
31 | CP 707 BRO 10 2 2 | 0,60000 | 0,00101
32 | Lohman Brown L 10 1 1| 0,00000 | 0,00000
Jumlah 481 201 | 0,81276 | 0,00510

N: jumlah sekuen yang digunakan. S: jumlah lokus yang bersegregasi. H: jumlah haplotype. Hd:
keragaman haplotype. 7: keragaman nukleotida. Diferensiasi genetik diduga berdasarkan Hudson
(2000), Snn (nearest neighbor statistic): 0.39062 PM test; P-value dari Snn: 0.0000 ***
(mengindikasikan diferensiasi genetik yang berbeda nyata). Aliran genetik dihitung berdasarkan
Hudson et. al. (1992). Fst: 0.8796. Nm: 5.18 (mengindikasikan tingginya pertukaran genetik di
antara populasi ayam).
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Gambar 12 Pohon filogeni dari sekuen mtDNA D-loop ayam asli Indonesia yang
langka (BkSr, BRG, SUM, WLK dan GUN), ayam asli Indonesia yang
lain, ayam lokal Indonesia dan ayam hutan berdasarkan analisis
Bayesian (Ronquist and Huelsenbeek 2003). Ayam Indonesia terbagi
menjadi 5 kelompok: kelompok Il (BkSr), IV (BRG dan ayam
Indonesia yang lain), V (AKB dan ayam lokal), VI (WLK dan ayam
asli Indonesia yang lain) dan VII (BkSr, ayam lokal dan ayam ras
komersial). Ayam hutan hijau (AHH) pada kelompok | dan ayam hutan
merah (AHM) pada kelompok Il diduga sebagai nenek moyang ayam
lokal Indonesia.

Profil Hubungan Haplogroup Utama Ayam Asli Indonesia yang Langka,
Ayam Asli Indonesia yang lain dan Ayam Lokal Indonesia
dengan Ayam dari Negara-negara lain di Dunia

Untuk memahami hubungan kekerabatan antar ayam dalam breed yang
sama dan di antara breed ayam (within dan between chicken breed), profil hubungan
haplogroup utama yang ditemukan pada ayam Indonesia (B, C, D, E dan Y)
dibentuk berdasarkan analisis hubungan MJ (Gambar 13). Empat (4) akar
penghubung (root) aliran genetik yang potensial (r1, r2, r3 dan r4) teridentifikasi
pada penelitian ini yang diduga menghubungkan ayam Indonesia dengan ayam—
ayam lain di dunia. Root r1 menjelaskan hubungan genetik ayam Indonesia pada
haplogroup D dengan ayam-ayam dari Afrika, Bangladesh, Cina, India, Jepang,
Korea, Myanmar dan Thailand yang berada pada haplogroup C (Gambar 13).



Tabel 6 Kecepatan mutasi nukleotida pada sekuen mtDNA D-loop ayam berdasarkan perkiraan Marcov Chain Monte Carlo (MCMC)

95% HPD Interval

Parameter Mean Variance Lower Upper Median minESS avgESS PSRF

TL 3.556725e+001 4.383638e+000 3.175304e+001 4.008679e+001 3.553480e+001 6.291847e+002 6.978691e+002 1.005596e+000
r(A<->C) 1.661936e-001 2.272676e-004 1.382421e-001 1.967527e-001 1.660547e-001 1.890757e+002 2.607868e+002 1.003027e+000
r(A<->G) 2.066281e-001 4.439661e-004 1.638179e-001 2.464306e-001 2.061565e-001 2.050707e+002 3.190630e+002 9.996695e-001

r(A<->T) 1.352037e-001 1.690676e-004 1.118620e-001 1.618804e-001 1.343493e-001 4.882921e+002 5.416112e+002 1.000645e+000
r(C<->G) 9.796419e-002 2.147912e-004 6.967958e-002 1.247499e-001 9.775646e-002 5.403490e+002 5.530318e+002 1.000818e+000
r(C<->T) 2.177451e-001 2.860961e-004 1.865688e-001 2.521280e-001 2.174820e-001 4.517197e+002 4.650529e+002 1.000353e+000
r(G<->T) 1.762653e-001 3.478430e-004 1.437859e-001 2.150926e-001 1.759385e-001 4.453161e+002 4.906849e+002 1.005566e+000
pi(A) 2.673217e-001 1.536664e-004 2.430238e-001 2.909495e-001 2.671359e-001 5.551576e+002 6.093920e+002 9.997595e-001

pi(C) 3.051746e-001 1.673621e-004 2.808607e-001 3.308733e-001 3.050735e-001 4.910614e+002 5.198703e+002 1.010307e+000
pi(G) 1.335648e-001 9.284832e-005 1.149434e-001 1.524997e-001 1.331697e-001 5.236965e+002 5.280804e+002 1.002746e+000
pi(T) 2.939389¢-001 1.682968e-004 2.691220e-001 3.193749e-001 2.936779e-001 4.800163e+002 5.476456e+002 1.002428e+000
alpha 2.588588e-001 7.107218e-005 2.419941e-001 2.750854e-001 2.583200e-001 4.758412e+002 5.229267e+002 1.000180e+000
pinvar 3.186810e-003 9.494346e-006 1.915411e-007 9.304810e-003 2.212814e-003 1.051601e+003 1.143321e+003 1.003675e+000

TL: total panjang pohon. r: kecepatan subsitusi nukleotida yang reversible. z: frekuensi nukleotida. Alpha: distribusi gamma dari variasi lokus. Pinvar: proporsi lokus monomorfik. PSRF:

Potential Scale Reduction Factor, nilai yang akurat adalah mendekati 1.
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Gambar 13 Profil Median Joining (MJ) Network dari haplotype mtDNA D-loop
yang teridentifikasi pada ayam asli dan ayam lokal Indonesia.
Tatanama haplotype mengikuti haplotype utama yang dijelaskan oleh
Miao et al. (2013). Ukuran lingkaran mengidentifikasikan frekuensi
dari haplotype. Tanda * menunjukkan akar penghubung (root) aliran
genetik. Ayam hutan hijau (AHH702) digunakan sebagai outgroup
dalam analisis MJ network

Rute utama aliran genetik yang dibentuk oleh root r2 diperkirakan juga
menghubungkan ayam Indonesia pada haplogroup D dengan ayam dari Bhutan,
Cina, Eropa, India, Jepang, Korea dan Thailand pada haplogroup B. Haplogroup B
Jjuga terdiri dari ayam asli Indonesia yaitu BkSr, KPGd, KPGt dan WLK. Namun
demikian, ayam-ayam tersebut berbeda 6 langkah (step) dari ayam Indonesia yang
berada di haplogroup D-1. Root r3 dan r4 diduga menghubungkan ayam Indonesia
pada haplogroup D dengan ayam-ayam dari Afrika, Bangladesh, Cina, Eropa,
India, Iran, Jepang, Korea dan USA di haplogroup E (Gambar 13). Pada
haplogroup E, NNK dan ARGD diduga merupakan hasil percampuran antar breed-
breed ayam di dunia.

Berdasarkan kategori penyebaran ayam di wilayah regional SOW-ANGR,
penelitian ini menemukan 5 wilayah regional SoOW-AnGR yaitu Afrika, Asia
(Bangladesh, Cina, India, Indonesia, Jepang, Korea, Malaysia, Myanmar, Laos,
Thailand), Eropa, Mediterania dan sekitarnya (Iran) dan Amerika Utara (Gambar
13)- Ayam lokal Indonesia juga dapat dikategorikan sebagai breed asli, breed lintas
regional dan breed lintas internasional (Tabel 7).
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Tabel 7 Kategori breed ayam Indonesia berdasarkan pada wilayah regional
penyebarannya (State of the World’s Animal Genetic Resources for Food
and Agriculture, SOW-AnGR (FAO 2007)

No Hap Ayam Indonesia Asal Negara lain yang memiliki Kategori
Sampel Ayam dengan Haplogroup breed
yang sama
1 B-I BkSr, KPGd, KPGt, Indonesia Bhutan, Cina, Eropa, India, Lintas
KT, WLK Jepang dan Korea internasional
3 C-l AKB, SUM, PLg Indonesia  Afrika, Bangladesh, Cina, Lintas
India, Jepang, Korea, internasional
Myanmar, Thailand
5 D-1  ARGb, ARS, AKB, Indonesia  Cina, India, Indonesia, Lintas
CMN, KDh, KDlI, Thailand regional
KT, PLg, WLK,
GUN
6 D-1l  BRG, KDI, KPGd, Indonesia Indonesia Indonesia
KPGt, SUM
7 D- AKB, KT, WLK, Indonesia Cina, Indonesia, Malaysia Lintas
Il SRM regional
8 D- AKB, BRG, GAG, Indonesia Bangladesh, Cina, India, Lintas
v GUN, KDh, KDlI, Indonesia, Jepang, Korea, regional
KPGt, KT, PLg, Laos
SUM, STL
9 D-V  ARGb, ARS, BgK, Indonesia  Cina, India, Indonesia, Lintas
BKSr, Bkk, CMN, Thailand regional
GUN, KDh, KDlI,
KPGd, KPGt,
KPGb, KT, PLg,
WLK
10y EI NNK, ARGb Indonesia  Afrika, Bangladesh, Cina, Lintas
Eropa, India, Indonesia, internasional
Mediterania, Jepang, USA
11— El PLg, NNK Indonesia Cina, Eropa, India, Lintas
Indonesia, Mediterania, internasional
Jepang, Korea, USA
PEMBAHASAN

Distribusi Haplotype Sekuen mtDNA D-loop Ayam Asli Indonesia

Hasil penelitian ini memberikan pemahaman yang lebih detail tentang

keragaman genetik, hubungan kekerabatan,

penentuan breed dan sejarah

domestikasi ayam asli Indonesia yang langka dan ayam Indonesia yang lain
berdasarkan garis keturunan maternal (matrilineal lineage) yang selama ini masih
terbatas ketersediaan datanya. Dari 12 referensi haplogroup mtDNA ayam (A-I,
Liuet al 2006b; Miao et al. 2013) dan (W-Y, Miao et al. 2013), 2 haplogroup (D,
E)-diantaranya teridentifikasi pada ayam asli Indonesia yang langka (Gambar 11),
dan-4 haplogroup (B, D, E dan Y) pada ayam Indonesia yang lain. Penelitian ini
tidak menemukan sebaran haplotype ayam Indonesia pada haplogroup A, F, G, W
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dan X (Gambar 11). Liu et al. (2006b) dan Miao et al. (2013) juga menemukan
haplogroup A terutama tersebar secara luas di Cina Selatan dan Jepang. Ayam-
ayam yang berasal dari Asia Timur, Asia Tenggara dan Asia Selatan juga
mengelompok pada haplogroup C, F dan G. Sedangkan haplogroup E didominasi
oleh ayam-ayam yang berasal dari Eropa, Mediterania dan India (Liu et al. 2006b;
Miao et al. 2013; Langford et al. 2013; Lymio et al. 2015), Asia (Lymio et al. 2015),
Cina, Jepang, Amerika Selatan (Gongora et al. 2008) dan Amerika Latin (Dancause
et al. 2011).

Ayam bekisar (BkSr) sebagian besar mempunyai haplotype mtDNA D-loop
yang mengelompok pada haplogroup D-V bersama dengan ayam lokal Indonesia
yang lain. Haplogroup B juga terdiri dari BkSr yang dihasilkan dari perkawinan
AHH jantan dengan BgK bersama dengan ayam-ayam yang berasal dari Cina, India
dartsekitarnya, Thailand dan Laos. Pada haplogroup D (Gambar 13), ayam-ayam
dari’Afrika, Bangladesh, Cina, India, Laos, Malaysia, Myanmar dan Thailand juga
diperkirakan mempunyai kontribusi pada keragaman ayam lokal Indonesia. Liu et
al. (2006b) dan Miao et al. (2013) juga menemukan haplogroup D yang didominasi
olelrayam-ayam dari Afrika, Asia Selatan, Asia Tenggara dan Asia Timur.

Pada penelitian ini juga ditemukan haplogroup Y tersarang pada haplogroup
C (Gambar 11). Oka et al. (2007), Liu et al. (2006b) juga menemukan haplogroup
C yang tersarang pada haplogroup D dan Y. Penelitian-penelitian sebelumnya
(Gangora et al. 2008; Oka et al. 2007) juga menemukan haplogroup D sebagai
haptogroup C yang terdiri dari ayam-ayam yang berasal dari Jepang, Cina bagian
tenggara, India, Madagaskar, Indonesia, Filipina, Vietnam, Thailand dan Myanmar.
Perbedaan metode yang digunakan dalam analisis data diperkirakan menghasilkan
perbedaan distribusi haplotype mtDNA ayam. Penambahan sekuen-sekuen D-loop
ayam asli Indonesia yang baru pada penelitian ini bersama-sama dengan data
referensi sekuen D-loop ayam yang tersedia di GenBank diperkirakan juga
menghasilkan hasil analisis data yang lebih lengkap. Meskipun Oka et al. (2007)
menyatakan bahwa haplogroup C terutama terdiri dari ayam tipe petarung dan
ayam bantam yang sampelnya berasal dari Indonesia, namun demikian, ayam tipe
petarung (BgK) yang dikoleksi dalam penelitian ini (yang diimport dari Thailand)
tidak terdistribusi pada haplogroup C. Ayam bangkok (BgK) tersebut berada pada
haplogroup A (bersama-sama dengan ayam-ayam dari Cina dan juga ayam pesuara
dari Jepang) dan haplogroup D bersama-sama dengan ayam Indonesia yang berasal
dari pulau Sumatera (SUM, BRG dan AKB). Pertunjukan pertarungan ayam
(cockfighting) yang diselenggarakan oleh manusia dengan menggunakan ayam
petarung (juga disebut sebagai game fowl) diduga sudah ada sejak sekitar 600 tahun
sebelum Masehi terutama di India, Asia (termasuk Jawa adan Sumatera), Inggris,
Itali, Persia dan Amerika Selatan dan selanjutnya menyebar ke ke negara-negara
lainnnya (Cooper 1869).

Nataamijaya (2000) dan (Sartika dan Iskandar 2007) menyatakan bahwa
ayam-ayam dari pulau Sumatera pada awalnya dimanfaatkan sebagai ayam
petarung. Namun saat ini, ayam-ayam tersebut dimanfaatkan sebagai penghasil
telur (Nataamijaya 2000) dan ayam hias (ornamental) (Sartika dan Iskandar 2007).
Haplogroup D3 yang dibentuk oleh ayam-ayam yang berasal dari pulau Sumatera
dan india Selatan diperkirakan juga sebagai contoh adanya aliran gen dari ayam
petarung. Berdasarkan data di atas, oleh karena itu, penelitian ini mendukung



35

Komiyama et al. (2003, 2004ab), Al-Nasser et al. (2007), FAO (2007), Zeder
(2012) dan Sponenberg et al. (2014) yang menyatakan bahwa program seleksi ayam
dan kondisi sosial budaya manusia dapat mempengaruhi proses domestikasi ayam
dan pembentukan breed ayam.

Dengan melakukan karakterisasi mtDNA D-loop dan gen Mx, penelitian ini
membuktikan bahwa AHH dari pulau Madura (AHHm) berbeda dengan AHH dari
pulau Jawa (AHHj) serta AHM dari Sumatera berbeda dengan AHM dari pulau
Jawa. Penelitian ini berhasil mengidentifikasi tiga (3) haplogroup dari sekuen D-
loop AHH, yaitu Vb, Vj dan Vm masing-masing untuk AHH dari Bali, Jawa dan
Madura (Gambar 11) yang terpisah dari ayam hutan abu-abu (grey junglefowl, G.
sonneratii) dari India dan ayam hutan jingga (ceylon junglefowl, G. lafayetii) dari
Si kanka. Batasan geografi (geographical barrier) dan hanyutan genetik (genetic
drift) diduga menjadi penyebab terjadinya spesiasi AHHm, AHHj, AHMb, AHMj
dan” AHMs. Namun demikian, penelitian lebih lanjut yang lebih komprehensif
diperlukan untuk melakukan validasi klasifikasi taksonomi AHH.

Berdasarkan klasifikasi taksonomi subspesies AHM yang ada saat ini, secara
umum terdapat 5 subspecies AHM, yaitu (1). AHM Cochin Cina atau AHM
Indaocina, (G. g. gallus), (2). AHM Jawa (G. G. bankiva), (3). AHM Tonkin (G. g.
jabauillei), (4). AHM India (G. g. murghi), (5). AHM Burma (G. g. spadiceus)
(Crawford 1990; Moiseyeva et al. 2003). Klasifikasi subspecies AHM pada
awainya didasarkan pada karakteristik morfologi dan geografi. Secara morfologi,
setiap subspecies AHM mempunyai karakteristik penciri masing-masing terutama
pada ukuran cuping telinga dan jengger, warna cuping telinga dan panjang dan
warfa bulu leher pada jantan. Pada penelitian ini, AHMj mempunyai cuping telinga
merah sedangkan AHMs mempunyai cuping telinga putih (Gambar 1). Berdasarkan
anatisis molekuler, nama haplogroup yang secara umum diberikan untuk (1). G. g.
spadiceus adalah A, B, C, F, G, W, X dan Y, (2). G. gallus Adan F, (3). G. g. gallus
adalah D, (4). G. g. jabouillei adalah Z dan (5). G. g. murghi adalah C and E, (6).
AHMj dan AHMs adalah unclassified (Miao et al. 2013). Mengingat belum terdapat
penentuan nama haplogroup untuk AHMj dan AHMs, maka AHMj dan AHMs
pada penelitian ini masing-masing diberi nama haplogroup J dan Sm. Penelitian ini
mendukung pendapat Liu et al. (2006b) yang menyarankan adanya 2 haplogroup
utama AHM, yaitu (1). Haplogroup kontinen (continental haplogroup) yang terdiri
dari sub spesies AHM G. g. spadiceus, G. gallus, G. g. gallus, G. g. jabouillei and
G. ¢g. murghi dan ayam-ayam domestik dari negara-negara Asia, and (2).
Haplogroup pulau (island haplogroup) khusus untuk AHMj dari pulau Jawa (G. g.
bankiva). Mengingat penemuan ini berbeda dengan klasifikasi taksonomi
subspecies AHM yang ada saat ini, oleh karena itu, penelitian ini menyarankan
adanya penelitian lebih lanjut untuk melakukan validasi penentuan taksonomi
subspesies AHM, seperti juga yang disarankan oleh Liu et al. (2006b).

Hasil penelitian ini juga menunjukkan bahwa referensi sekuen AHM dari
pulau Jawa G. g. bankiva (NC_007237, AP003323) (Nishibori et al. 2005) berada
pada haplogroup D bersama dengan BkSr (hasil perkawinan AHH dengan ayam
lokal Indonesia), BRG (hasil perkawinan AHMj dengan ayam lokal Indonesia) dan
ayam lokal Indonesia yang lainnya (Gambar 5). Penemuan ini juga didukung oleh
analisis  NJ (Gambar 10) dan MJ (Gambar 11) yang menjelaskan bahwa
NC_007237 dan AP003323 berada pada haplogroup D. Hasil analisis Bayesian
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pada Gambar 11 juga menjelaskan bahwa NC_007237 dan AP003323 berada pada
kelompok IV bersama dengan ayam lokal Indonesia yang lainnya. Oleh karena itu,
penelitian ini menduga bahwa NC_ 007237 and AP003323 bukan merupakan
sekuen D-loop dari G. g. bankiva yang murni, kemungkinan merupakan sekuen D-
loop dari ayam hibrida hasil perkawinan AHMj dengan ayam lokal Indonesia.
Ayam hibrida hasil perkawinan AHM dengan ayam lokal Indonesia (BRG) secara
umum memiliki kemiripan fenotipe dengan AHM yang murni (Gambar 5).

Keragaman Genetik mtDNA D-loop Ayam Asli Indonesia
dan Pengaruhnya terhadap Penentuan Breed Ayam

Secara umum, ayam Indonesia yang belum mengalami program seleksi dan
pemuliaan yang intensif mempunyai keragaman haplotype (h) yang lebih tinggi
(0.50000 <h> 0,98182) jika dibandingkan dengan ayam ras komersial yang sudah
mengalami program seleksi dan pemuliaan bertahun-tahun (0.00000<h >0.60000)
(Tapel 5). Hal ini sesuai dengan yang dikemukakan oleh Granevitze et al. (2007)
bahwa semakin rendah keragaman haplotype dan nukleotida dari suatu populasi
menunjukkan semakin tingginya tingkat isolasi yang terjadi dalam populasi efektif
yang kecil. Lyimo et al. (2015) juga menemukan keragaman haplotype yang lebih
rengah pada populasi ayam Eropa (0.442 <h>0.4472) dibandingkan dengan ayam
dari;populasi Asia (h=0.761).

Granevitze et al. (2007) mengemukakan bahwa ayam yang sudah mengalami
program seleksi seperti ayam ras komersial sebagai penghasil telur atau daging
memiliki keragaman genetik yang paling rendah diikuti oleh ayam hias dalam
populasi konservasi dan ayam vyang dipelihara dengan sistem tradisional.
Keragaman nukleotida () dapat digunakan untuk menggambarkan keragaman
(polimorfisme) genetik suatu populasi (Nei dan Li 1979). Berdasarkan keragaman
nukleotida pada Tabel 5, ayam asli Indonesia yang langka secara umum memiliki
ratdan keragaman genetik (m) yang lebih tinggi (0,00547) jika dibandingkan dengan
ayam asli Indonesia yang lain (0.00472), ayam lokal (0.00538) dan ayam ras
komersial (0,00101) (Tabel 5). Di antara ayam asli Indonesia yang langka, WLK
memiliki keragaman nukleotida tertinggi (0,01806) diikuti oleh BKSr (0,00875),
Bkk (0,00090), BRG (0,00495), GUN (0,00415), BS (0,00779) dan SUM
(0,00669). Keragaman nukleotida ayam yang tinggi juga dilaporkan dari populasi
ayam lokal di India (0.01800, Kanginakudru et al., 2008), Vietnam (0.01,
Berthouly-Salazar et al., 2010), Thailand (0.0226, Pramual et al., 2013) dan Laos
(0.014519, Kawabe et al., 2014). Keragamaman nukleotida ayam yang rendah juga
dilaporkan dari populasi ayam komersial di Belanda (0.0063, Dana et al., 2010),
Eropa (0.0030 <7 <0.0104, Lyimo et al. 2015) dan Afrika (0.00745, Mwacharo et
al., 2011).

Tingginya keragaman genetik ayam Indonesia dibandingkan dengan ayam
intraduksi (Tabel 5) juga menunjukkan bahwa program seleksi ayam Indonesia
untuk membentuk breed ayam untuk tujuan tertentu masih memungkinkan
dilakukan untuk pemanfaatan ayam yang spesifik di masa mendatang. Hasil
penelitian ini juga menduga bahwa program seleksi dan pemuliaan ayam yang
diterapkan oleh peternak atau breeder ayam untuk membentuk ayam untuk tujuan
khusus berdasarkan permintaan konsumen sangat mempengaruhi keragaman
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genetik dan distribusi haplotype ayam. Pada ayam pesuara, pola suara dan
penampilan fisik merupakan 2 kategori penilaian utama dalam kontes ayam
pesuara, baik BkSr, GAG, PLg maupun AKB. Oleh karena itu untuk memenuhi
permintaan konsumen, breeder BKSr dan juga ayam pesuara yang lainnya
menyilangkan ayam-ayam pesuara tersebut dengan ayam Indonesia yang lain dan
juga ayam ornamental. Pada BkSr, peternak secara umum melakukan perkawinan
acak antara AHH (jantan) dengan beberapa breed ayam Indonesia, terutama KPG
varian bulu hitam yang secara mudah ditemukan di seluruh Indonesia, CMN dan
PLg, untuk mendapatkan penampilan fisik dan kualitas suara yang memenuhi
kriteria kontes.

Peternak juga melakukan perkawinan antara AHH (jantan) dengan BgK dan
ayam ornamental lainnya untuk mendapatkan varian baru BkSr. Mengingat pada
kontes ayam BKSr (baik untuk kategori suara dan penampilan fisik) tidak ada
standar penilaian tentang silsilah ayam, oleh karena itu, ditemukan beberapa varian
BkSr yang mengikuti kontes nasional, seperti putih, merah, hitam dan wido (silver)
(Gambar 5). Pada AKB, GAG dan PLG juga ditemukan beberapa varian masing-
masing ditunjukkan pada Gambar 6, 8 dan 9. Di antara ayam pesuara Indonesia
(AKB, BkSr, GAG dan PLg), BkSr memiliki keragaman genetik yang lebih rendah
(1=0,00875) jika dibandingkan dengan GAG (n=0,01473) namun lebih tinggi jika
dibandingkan dengan PLg (7=0,00475) dan AKB (n=0,00553).

Program pemuliaan yang dilakukan oleh peternak untuk membentuk ayam
asli=Indonesia penghasil daging (KPGb dan KPGj) diduga juga mempengaruhi
distribusi haplotype mtDNA D-loop BkSr dan ayam Indonesia lainnya. Untuk
meningkatkan produksi daging dan telur, peternak pada umumnya menyilangkan
KPG dengan ayam ras pedaging (broiler) dan petelur (layer). Pada penelitian ini,
KPGb dan KPGj merupakan ayam kampung sebagai penghasil daging yang pada
awalnya dibentuk dengan menyilangkan KPG dengan broiler, layer dan BgK
(Tabel 1). Oleh karena itu, penelitian ini juga menemukan ada 2 kelompok BKSr
(Gambar 12), yaitu kelompok Ill (bersama dengan ayam KPG dan PLg) dan
kelompok VII bersama dengan BgK, ayam Indonesia sebagai pedaging, ayam ras
komersial penghasil daging dan telur dan ayam ornamental. Perkawinan antara
ayam Indonesia dengan ayam yang berasal dari luar negeri dikhawatirkan akan
menurunkan peran breed ayam asli dalam pembentukan breed ayam di Indonesia.
Kawabe et al. (2014) juga menggarisbawahi perlunya pengendalian terhadap
perkawinan ayam asli Laos dengan ayam dari luar negeri. terhadap breed ayam
lokal dari Laos. FAO (2007) juga menyebutkan bahwa pengenalan domba Dorper
ke Kenya telah menyebabkan hampir semua breed domba murni red maasai di
Kenya menghilang.

Pohon filogeni pada Gambar 12 juga menjelaskan bahwa ayam Indonesia
secara umum berasal dari KPG dan BkSr. Ayam bekisar (BkSr) terbagi menjadi 2
kelompok, yaitu 11l and VII. Pada kelompok Il BkSr diperkirakan mempunyai
hubungan yang dekat dengan PLg dan KPG. Sedangkan pada kelompok VII, BKSr
diperkirakan mempunyai hubungan yang dekat dengan ayam petarung (BgK), BKK,
ayam asli Indonesia yang dimanfaatkan sebagai ayam pedaging (KPGb, KPGj dan
NNK), ayam ras komersial penghasil daging dan telur (BRO, barred plymouth rock
(ABO07719) dan white leghorn (AB007723) dan BS dan BJ dari Amerika Utara.
Kelompok VII juga merupakan kelompok sister dari WLK, CMN dan KDp
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(kelompok VI). Sistem perkawinan antara AHH jantan dengan ayam domestik
betina untuk menghasilkan generasi pertama (F1) yang disebut BKSr
memungkinkan untuk menyebarnya BkSr pada kelompok Ill dan 1V, sehingga
secara umum BKSr kemungkinan belum dapat dikategorikan sebagai breed ayam
tersendiri.

Peternak dan breeder BkSr juga melakukan perkawinan antara BkSr (jantan)
dengan ayam Indonesia (betina) untuk menghasilkan Bkk. Perkawinan antara BKSr
betina dengan AHH jantan juga dilakukan oleh peternak dan breeder ayam untuk
menghasilkan BkSr halus (light BkSr). Hasil perkawinan tersebut tidak dapat
disebut sebagai BkSr, tetapi disebut dengan Bkk. Namun demikian, perkawinan
tersebut tidak selalu menghasilkan BkSr jantan seperti yang diharapkan dari hasil
perkawinan antara AHH (jantan) dengan ayam lokal (betina). Lebih lanjut,
berdasarkan hasil wawancara dengan 10 peternak BKkSr, baik BKSr jantan maupun
betina dilaporkan fertil. Oleh karena penelitian lebih lanjut perlu dilakukan untuk
mengetahui penampilan reproduksi BkSr. Pada penelitian ini, BkSr dan Bkk
membentuk cluster yang sama pada kelompok VII (Gambar 12) bersama dengan
ayam lokal Indonesia dan ayam petarung dan ayam ras komersial yang lain.
Penelitian ini merupakan penelitian pertama yang menjelaskan kontribusi AHH
dalam pembentukan breed ayam domestik, terutama ayam lokal langka dan ayam
lokal Indonesia yang lainnya, yang belum pernah diteliti oleh peneliti-peneliti
sebelumnya (Nishibori et. al. 2005; Sulandari et al. 2009; Sawai et al. 2010; Miao
et al. 2013). Pembentukan BkSr dan Bkk yang melibatkan spesies liar AHH dan
juga BRG yang melibatkan spesies liar AHMs diperkirakan mengikuti tahapan
domestikasi yang dijelaskan oleh Zeuneur (1963) dan Zeder (2012) yang meliputi
tahapan awal perkawinan acak, pengandangan, pengembangbiakan melalui
perkawinan terkontrol, perkawinan terseleksi dan perbaikan breed. Namun
demikian, pengambilan ayam hutan untuk pembentukan breed BkSr dan BRG
dikhawatirkan akan menurunkan populasi ayam hutan di habitat aslinya. Oleh
karena itu program penangkaran bagi ayam hutan perlu dikembangkan lebih lanjut
untuk mencegah pengambilan ayam hutan dari alam.

Berdasarkan pohon filogeni pada Gambar 3, penelitian ini juga menduga
bahwa pembentukan breed PLg diperkirakan terjadi setelah pembentukan BKSr,
dan selanjutnya diikuti oleh AKB dan GAG. Berdasarkan informasi dari komunitas
ayam pesuara Indonesia, kontes BKkSr pertama kali diperkirakan terselenggara
sebelum tahun 1800-an, diikuti oleh kontes PLg, AKB dan GAG yang masing-
masing diselenggarakan pada tahun 1980, 1989 dan 2003. Sebelum dimanfaatkan
sebagai ayam pesuara untuk tujuan kontes, BKkSr secara umum digunakan sebagai
simbol kekayaan, ritual keagamaan dan juga sebagai persembahan kepada raja-raja
di Sumenep, pulau Madura. Oleh karena itu, BkSr kemungkinan merupakan ayam
Indonesia pertama yang yang dimanfaatkan sebagai ayam pesuara pada masa
kerajaan Sumenep di pulau Madura. Namun demikian, penelitian-penelitian
selanjutnya untuk menjelaskan lebih detail tentang sejarah pembentukan BKSr
masih perlu dilakukan.

Dibandingkan dengan ayam Indonesia yang lain, ayam pesuara Indonesia
mempunyai keragaman genetik yang lebih tinggi (Tabel 5). Keinginan untuk
membentuk pola suara tertentu dari ayam pesuara menyebabkan peternak
menyilangkan ayam pesuara baik dalam breed yang sama maupun dengan breed
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ayam pesuara yang berbeda, sehingga menghasilkan karakter kualitatif yang
berbeda (Handiwirawan 2004; Bugiwati dan Ashari 2013; Rusfrida dan Arlina
2014), dan karakteristik molekuler mereka identik satu dengan yang lainnya.
Penelitian ini juga menduga bahwa AKB dan GAG kemungkinan mempunyai
hubungan genetik yang dekat karena berdasarkan analisis median network (Gambar
13), mereka mempunyai haplotype yang sama yang berada di haplogroup D1 dan
D2. Hasil penelitian ini mendukung hasil penelitian Bugiwati dan Ashari (2014)
yang menduga pola suara cepat yang sama dari AKB dan GAG pada panjang
gelombang kedua (2" wave). Sartika et al. (2004), Sulandari et al. (2008) dan
Riztyan et al. (2011a) juga menduga adanya hubungan kekerabatan yang dekat
diantara berbagai breed ayam Indonesia sehingga sulit untuk menentukan
perpedaan di antara mereka. Adanya pasar khusus (niche market) untuk ayam
pestara di Indonesia juga menyediakan kesempatakan yang baik untuk
pengembangan program perbaikan mutu genetik yang sistematis dengan tetap
mempertahankan breed ayam pesuara Indonesia.

Meskipun ayam Indonesia yang digunakan pada penelitian ini pada awalnya
dip#ih berdasarkan klasifikasi breed sesuai karaktetistik fenotipe ayam (Sartika dan
Iskandar 2007, Kementerian Pertanian Republik Indonesia 201l1abcd), namun
demikian hanya ayam yang berada pada node dengan probabilitas posterior > 50%
yang dapat ditetapkan sebagai breed ayam yang berbeda. Penelitian ini menduga
bahwa ayam Indonesia yang berada pada kelompok 1V (Gambar 12) belum dapat
dibedakan sebagai breed ayam yang spesifik berdasarkan sekuen mtDNA D-loop.
Terbatasnya program pemurnian genetik ayam Indonesia yang dilakukan oleh
peterak diduga menjadi salah satu faktor yang menyebabkan mengelompoknya
ayam lokal Indonesi pada kelompok IV. Pada Gambar 12, GUN yang
dikelompokkan sebagai ayam asli Indonesia yang langka juga berada pada
kelompok Il bersama dengan ayam Indonesia yang lain. Sistem pemeliharaan
GUN yang dicampur dengan ayam Indonesia yang lain (terutama ayam kampung)
didgga menjadi salah satu penyebab kemiripan haplotype GUN dengan KPG yang
dipelihara dengan sistem umbaran (schavenging system). Sedangkan WLK
ditemukan berada pada kelompok VI dan diduga mempunyai hubungan
kekerabatan yang dekat dengan ARG, KPG dan CMN. Sartika dan Iskandar (2007)
menduga CMN berasal dari seleksi yang ketat pada populasi KDh sehingga
diperoleh varian CMN, KDh, KDp dan KDI. Di sisi lain, sampai saat ini asal-usul
dan pembentukan ayam arab baik silver (ARS) maupun golden red (ARG) masih
menjadi pertanyaan (Sartika dan Iskandar 2007, Sulandari et al. (2007)). Riztyan
(2011ab) menduga ayam arab berasal dari negara Mediterania. Berdasarkan pohon
fiogeni pada Gambar 11, ARS dan ARG berada pada kelompok 1V dan VI terpisah
dari ayam-ayam yang berasal dari Mediterania dan Eropa. Hal ini juga didukung
oleh hasil analisis MJ (Gambar 12) yang menjelaskan ARG dan ARS berada pada
haplogroup D bersama dengan ayam Indonesia yang lain, sedangkan ayam dari
Eropa dan Mediterania berada pada haplogroup E.

Ayam walik (WLK) diketahui memiliki gen F (Hutt 1930) yang
menyebabkan WLK lebih toleran terhadap suhu ambien yang tinggi sehingga
menghasilkan pertumbuhan dan metabolisme yang lebih baik dibandingkan dengan
ayam yang berbulu normal (Yunis dan Cahaner 1999; Nwachukwu et al. 2006;
Mahrous et al. 2008; Sarifi et al. 2010a) namun dalam kondisi homozigot dominan
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(FF), WLK mengalami penundaan kematangan reproduksi (Sarifi et al. 2010a).
Adanya gen Na yang dimiliki oleh GUN (Hutt 1930, 1949) juga menyebabkan
GUN lebih toleran terhadap suhu ambien yang tinggi, namun demikian dalam
kondisi homozigot dominan, angka kematian embrio yang tinggi ditemukan pada
GUN (Yal¢in et al. 1997; Yunis dan Cahaner 1999; Nwachukwu et al. 2006;
Mahrous et al. 2008; Deeb dan Cahaner 2001; Sarifi et al. 2010b). Kombinasi antara
gen-gen mayor seperti gen F, Na dan kerdil (dwarf; dw) terbukti menghasilkan
penampilan produksi ayam yang lebih baik dibandingkan dengan ayam yang hanya
memiliki gen mayor tunggal saja (Yunis dan Cahaner 1999; Nwachukwu et al.
2006; Mahrous et al. 2008; Sarifi et al. 2010a). Sampai saat ini GUN dan WLK di
Indonesia belum dimanfaatkan untuk tujuan tertentu (Sidadolog 2007), salah
satunya disebabkan karena GUN dan WLK belum begitu dikenal oleh masyarakat
sehingga pemanfaatannya juga belum optimal. Beberapa varian juga ditemukan
pada GUN dan WLK (Gambar 5), seperti halnya ayam Indonesia yang lainnya
(Gambar Gambar 4-9) sehingga berdasarkan sekuen mtDNA D-loop, GUN belum
bisa.dibedakan dengan ayam lokal Indonesia yang lainnya. Namun demikian, WLK
diperkirakan sudah dapat dikenal sebagai breed tersendiri (Gambar 11), terutama
WLK vyang berasal dari pulau Sumatera yang berada di haplogroup BL.
Berdasarkan analisis MJ (Gambar 13), WLK menyebar di haplogroup B bersama
dengan ayam berbulu terbalik dari Bhutan. British Poultry Standard (Roberts 2008)
telah mengelompokkan GUN dan WLK sebagai miccelenous breed, terpisah
dengan breed ayam yang dimanfaatkan sebagai penghasil daging dan telur. Namun
demikian, GUN dan WLK yang ada di Indonesia pada umumnya dimanfaatkan
sebagai ayam dwiguna dan di beberapa daerah di Indonesia dimanfaatkan dalam
ritual keagamaan.

Pengembangan program seleksi ayam Indonesia yang sistematis untuk
pembentukan breed murni ayam asli perlu dilakukan untuk menentukan perbedaan
diantara breed ayam (Sartika 2012). Pelestarian genetik ayam Indonesia juga
sangat penting untuk dilakukan dalam rangka menjaga karakter genetik yang
spesifik yang hanya dimiliki oleh ayam Indonesia untuk pemanfaatannya di masa
yang akan datang. Sampai saat ini program seleksi terhadap populasi ayam asli
Indonesia yang dilakukan peternak masih terbatas, terutama pada populasi ayam
kampung 4 dari dari Jawa Barat (KPGd), ayam kampung 5 dari Sumatera (KPGSs)
dan kampung 6 dari Sulawesi (KPGI). Ayam-ayam tersebut masih dipelihara
dengan sistem umbaran (scavenging system) (Tabel 1) yang memungkinkan
terjadinya perkawinan antar beberapa breed ayam yang dipelihara peternak.
Peternak juga tidak melakukan seleksi terhadap populasi ayam-ayam tersebut
sehungga keragaman ayam masih tinggi. Ayam kampung dari Sumatera (KPGS)
memiliki keragaman genetik yang paling tinggi (0.00766) dibandingkan dengan
populasi ayam kampung lainnya (Tabel 4). Pada umumnya, keragaman genetik
yang tinggi akan melindungi suatu populasi spesies dari ancaman perubahan iklim
yang ekstrim dan juga penyakit (FAO 2007) sehingga upaya untuk
mempertahankan keragaman genetik ayam penting dilakukan untuk pemanfaatan
di masa mendatang.

Pada kelompok VII, BkSr diperkirakan mempunyai hubungan dekat dengan
BgK; Bkk, ayam lokal pedaging (KPGb, KPGj dan NNK), ayam ras komersial
(barred plymouth rock BPR, AB007719, white leghorn WL, AB007723) dan BS



41

dan BJ dari USA. Gambar 11 juga menunjukkan bahwa KDh dan SUM yang berada
pada kelompok IV terpisah dengan BS dan BJ yang berada pada kelompok VII.
Perkawinan ayam lokal dengan ayam dari luar negeri baik broiler, layer maupun
ayam ornamental (hias) dan petarung dalam program pemuliaan ayam lokal
Indonesia secara intensif dikhawatirkan dapat menyebabkan meningkatnya erosi
genetik terhadap ayam asli Indonesia. Perkiraan tingkat erosi genetik ayam
Indonesia akibat introduksi ayam-ayam dari luar negeri sampai saat ini masih
terbatas informasinya. Namun demikian, secara umum, berdasarkan Bank Data
Global PBB untuk sumberdaya genetik ternak, sekitar 20% dari jumlah breed yang
dilaporkan (7.616 breed ternak) dikategorikan dalam status beresiko dan 62 breed
ternak telah punah (1 breed ternak hilang dalam setiap bulannya (FAO 2007). Oleh
karena itu perlu dilakukan pengawasan yang ketat oleh pemerintah terhadap praktik
perkawinan ayam Indonesia dengan ayam introduksi dalam program pemuliaan
ayam Indonesia untuk melindungi kemurnian genetik ayam Indonesia dan
menghindari dari kepunahannya.

Aliran Genetik dan Hubungan Kekerabatan Ayam Indonesia
dengan Ayam dari Negara lain di Dunia

Aliran genetik merupakan pergerakan dan pergantian breed hewan atau
plasma nutfah pada ternak yang terjadi sejak masa prasejarah dan dikendalikan oleh
banyak faktor seperti budaya, militer, organisasi, institusi, politik, pasar, teknologi,
penelitian, penyakit dan peraturan (FAO 2007). Pada skala global, pergerakan dan
perpindahan manusia juga menyebabkan penyebaran ternak. FAO (2007)
menetapkan 5 jenis ternak yang saling terkait dalam proses penyebarannya, yaitu
sapt, domba, unggas (terutama ayam), kambing dan babi, dimana ayam, sapi dan
domba diketahui telah menyebar dengan cakupan wilayah geografi yang lebih luas
jika'dibandingkan dengan kambing dan babi.

Penelitian ini menduga adanya 3 rute aliran genetik utama (r2, r1, r2 dan r3)
yang menghubungkan ayam lokal Indonesia dengan ayam-ayam lain di dunia. Root
r1 menghubungkan genetik ayam lokal Indonesia pada haplogroup D dengan ayam-
ayam dari Cina, India, Jepang dan Korea yang berada pada haplogroup C. Melalui
root rl, ayam asli dan ayam lokal Indonesia, ayam dari Cina, India, Jepang dan
Korea yang berada pada haplogroup C dan ayam lokal Indonesia yang berada pada
haplogroup D berhubungan dengan AHH dengan perbedaan 75 step.

Penelitian ini juga menduga bahwa perpindahan manusia dan adanya
penjajahan juga berperan penting dalam mempengaruhi penyebaran ayam, aliran
genetik dan pembentukan breed ayam lokal Indonesia (Gambar 13). Menurut
Ricklefs (2001), penganut agama Islam dari Asia (Arabia, India, Cina dan negara-
negara Asia yang lain) sudah menetap secara permanen di Indonesia sejak tahun
1082, sejak sebelum masa kejayaan Islam di Indonesia. Selama proses perpindahan
dartnegara asalnya ke Indonesia, manusia juga diduga membawa ayam dan ternak
lain seperti kuda dan sapi yang mereka miliki. Oleh karena itu, penelitian ini
menduga adanya kontribusi ayam-ayam dari Bangladesh, India, Cina dan Asia yang
lainnya terhadap keragaman genetik ayam lokal Indonesia, terutama yang
ditemukan pada haplogroup D7 (Gambar 13).
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Food and Agriculture Organization of The United Nations (FAO) (2007)
menjelaskan adanya pola pergerakan paksa dalam fase sejarah aliran genetik ternak
yang meliputi: (1). Fase 1: prasejarah sampai abad ke-18, (2). Fase 2: abad ke-19
sampai pertengahan abad ke-20 dan (3). Fase 3: pertengahan abad ke-20 sampai
sekarang. Namun demikian, tidak banyak data tentang SDG ayam lokal Indonesia
pada fase prasejarah. Selama masa kejayaan kerajaan-kerajaan yang ada di
Indonesia sampai dengan masa Hindu-Budha dan masa permulaan masuknya
agama Islam (pre-Islamic era) pada tahun 1300-1500, kegiatan penyebaran agama-
agama di Indonesia telah menyebabkan warga negara India, Cina dan juga Asia
Tenggara berpindah ke Indonesia dan menetap di Indonesia (Ricklefs 2001).
Menurut (Reid 1980), pada masa kerajaan, kota-kota besar di Sumatera dan
Peninsula Malaysia tidak hanya dihuni oleh orang-orang Indonesia yang berasal
dari-berbagai pulau di Indonesia, namun juga dihuni oleh warga negara dari Cina
danvIndia.  Sulandari et al. (2008) juga menduga suku Bugis yang pindah ke
Madagaskar juga membawa ayam lokal Indonesia sehingga ayam lokal Indonesia
mempunyai haplotype yang serupa dengan ayam dari Madagaskar. Oleh karena itu,
penelitian ini menduga bahwa sebelum masa penjajahan terjadi di Indonesia, ayam-
ayam yang berasal dari India, Cina dan Asia Tenggara, termasuk Laos, Myanmar,
Thatland, Mediterania dan Afrika juga sudah berada di Indonesia (Gambar 14)
melalui penyebaran agama, budaya dan perdagangan.

Hipotesa ini didukung oleh hasil analisis MJ mtDNA D-loop ayam pada
Gambar 12 yang menunjukkan bahwa haplogroup yang merupakan haplogroup
spesifik ayam lokal Indonesia juga tersusun dari haplotype mtDNA D-loop ayam
yang berasal dari: (1). Cina, India dan Thailand (D1), (2). Afrika, Bangladesh, Cina,
Myanmar, India, Malaysia dan Thailand (D2), dan (3). Bangladesh, Cina, India,
Korea, Laos, Malaysia, Myanmar dan Thailand (D3). Berdasarkan analisis partial
sekuen mtDNA D-loop ayam, Pramual et al. (2013) juga menemukan bahwa ayam
daryIndonesia mempunyai hubungan yang dekat dengan ayam dari Cina, India dan
Thailand. Sistem perkawinan berbagai breed ayam secara intensif untuk
mempertahankan bentuk atau tipe ayam tertentu kemungkinan sudah terjadi pada
masa kerajaan yang melibatkan ayam-ayam dari negara-negara di Asia, India dan
negara-negara Islam di Mediterania sehingga penelitian ini menduga bahwa ayam-
ayam yang mengelompok pada haplogroup B dan E kemungkinan terbentuk setelah
pembentukan ayam-ayam pada haplogroup D, C dan Y yang berasal dari Indonesia
dan negara-negara lain di Asia Tenggara. Penelitian ini juga didukung oleh hasil
penemuan Storey et al. (2013) yang menemukan haplogroup D terdiri dari ayam-
ayam yang berasal dari negara-negara di bagian timur dunia dan juga Indonesia,
Filipina, Thailand, Myanmar, Madagaskar, India, Okinawa dan Cina Selatan.

Root r2 juga merupakan salah satu rute utama aliran genetik yang
menghubungkan ayam Indonesia pada haplogroup B dan D dengan ayam dari
Bangladesh, Cina, India, Jepang, Korea dan USA pada haplogroup E2. Sedangkan
root r3 menghubungkan aliran genetik yang menghubungkan ayam Indonesia di B,
D dan E2 dengan ayam dari Afrika, Bangladesh, Cina, India, Jepang, Mediterania
dan USA. Berdasarkan hal tersebut di atas, maka penelitian ini mendukung teori
multi spesies asal-usul ayam domestik (multiphyletic) seperti yang dinyatakan oleh
Liu et al. (2006b), Gongora et al. (2008), Kanginakudru et al. (2008), Muchadeyi
et'al. (2008), Cuc et al. (2011), Storey et al. (2012), Miao et. al. (2013), Langford
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etal. (2013), Pramual et al. (2013), Kawabe et al. (2014) yang berbeda dengan teori
domestikasi continental tunggal (monophyletic) yang dikemukakan oleh Crawford
(1990), Siegel et al. (1992), Fumihito et al. (1994, 1996), Hillel et al. (2003) dan
Sulandari dan Zein (2009).

Perpindahan ayam-ayam dari Belanda ke Indonesia diperkirakan terjadi pada
periode 1667-1675 pada saat United East India Company atau Vereenigde Oost-
Indische Compagnie (VOC) berada di Indonesia (Ricklefs 2001) (Gambar 13).
Sejarah juga mencatat bahwa pembentukan NNK di Kalimantan Timur
kemungkinan terjadi pada selama masa penjajahan di Indonesia pada abad ke 18.
Warga negara Cina yang pindah dan menetap di ke Kalimantan Timur dengan
tujuan untuk bekerja di perusahaan-perusahaan milik VOC kemungkinan juga
membawa ayam-ayam mereka dari Cina dan menyilangkannya dengan ayam
Indenesia sehingga terbentuklah NNK (Sartika and Iskandar 2007). Analisis MJ
pada Gambar 12 juga menunjukkan bahwa NNK mengelompok pada haplogroup
E1 dan E2 bersama dengan ayam-ayam dari Amerika Utara, Eropa, Jepang, India,
Cina, Korea, Afrika, Mediterania yang meliputi 5 wilayah regional SoOW-ANGR
sehingga NNK juga dikategorikan sebagai breed lintas internasional (Tabel 7).
Menurut FAO (2007), Rhode Island Red, Plymouth Rock dan New Hamsphire yang
merupakan ayam untuk tujuan dwi guna (petelur dan pedaging) diketahui sebagai
3 breed ayam dari Amerika Utara yang paling banyak tersebar di dunia, termasuk
Indonesia. Sedangkan breed leghorn merupakan ayam penghasil telur dari Eropa
yang paling banyak tersebar di seluruh dunia, termasuk Indonesia, untuk
pembentukan strain ayam komersial.



= Penganut muslim India, Arabia. Cina dan negara

Asia yang lain) sudah menetap secara permanen
di Indonesia sejak tahun 1082)

= Masa kerajaan Hindu-Budha (Perpindahan
penganut Hindu-Budha dari India dan negara-
negara Asia yang lain ke Indonesia)

= Kedatangan Portugis pertama kali di Indonesia (Malaka, 1509) dan
menjajah Indonesia bagian timur

= Kedatangan Belanda pertama kali ke Indonesia (1595)

= Ayam dan ternak yang lain?

= Cristopher Columbus - India, Arabia, Africa,

Cina d: = Masa penjajahan Belanda di Indonesia (Dutch East-India
ternak y: g Company-Vereenigde Oos Indische Compagnie/VOC)
= Tra rtarungan avam (cockfighting) = Ayam dari Belanda dan Eropa?
= Permulaan masuknya agama Islam (Perpindahan = Seleksi dan pemuliabiakan avam kedu >Persilangan dengan
penganut Islam ke Indonesia) > Ayam dan ayam dari Belanda - ayam jawa (ayam dwi guna untuk
ternak yang lain? menghasilkan telur berkerabang putih dan daging berwarna lebih
= Larangan pertarungan ayam (cockfighting) > cerah untuk warga Eropa yang tinggal di Indonesia)
ayam petarung ditransportasikan keluar Sumatera = Perdagangan -> avam dan ternak vang lain?
- Persilangan ayam sumatera dengan ayam dari = Masa penjajahan Inggris > Tradisi pertarungan avam >
India (avam asil) > sumatera black game pengembangan ayam petarung
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= Masa penjajahan Jepang
= Ayam?

Penjajahan Inggris >
Avam dan ternak vang
lain?

Import ayam ras komersial dari Eropa dan
USA

Perkembangan industri perunggasan di
Indonesia

Import ayam petarung dan ornamental dari
negara-negara Asia, Eropa, USA, Afrika,
India, Timur Tengah

1980 -> kontes avam pelung (PLG)

1989 > kontes ayam kukuak balenggek
(AKB)

2003 -> kontes ayam gaga’ (GAG)
Persilangan ayvam lokal Indonesia dengan
ayam-ayam dari negara-negara lain >
Breed ayam baru > Erosi genetik bagi
ayam lokal Indonesia

Pengembangan program seleksi dan
pemuliabiakan ayam lokal

Prasciazah - 1520 > 15211602 >  1602-1816 > 1798-1816 >
S

1816—1942> 1942-1945 > 1945-sekarang

2]

= =1800 : kontes ayam bekisar pertama kali

= 4800-an : Ayam jawa dikirim ke Inggris > The great java

= 1835 : Avam jawa dikirim ke Belanda

= J835- 1850 : Avam jawa dikirim ke Amerika Utara > American Black Java = seleksi dan pemuliabiakan
= 1833 : Ditetapkan 2 varietas avam jawa: black java (BY) dan mottied java (MT)

|___Indonesia

= Pembentukan varietas Black Sumarera
-> Varietas Blue dan Dun di Eropa dan
Amerika Utara - ayam ornamental

= Tidak ada perkembangbiakan BS di

-April 1847 : Pengiriman SUM ke Amerika Utara pertama kali oleh J.A.C. Butters dari Roxybury
-1850-1852: Pengiriman SUM ke Amerika Utara

-1882 : Pengiriman SUM ke Jerman

-1885 : Pengembangbiakan SUM oleh Nelson A. Wood (Smithsonian Institute di Washington DC)

-1883 : SUM pertama kali dikenal oleh American Poultry Association (APA) dan terdaftar di The American Standard of Perfection
-1906 : SUM dinamakan Biack Sumatra (BS) oleh Lewis Wright dan Frederick R. Eaton dan terdaftar di British Poultry Standard

Gambar 14 Hipotesa sejarah perpindahan manusia yang terjadi di Indonesia dan pengaruhnya terhap perpindahan dan pembentukan breed

ayam Indonesia
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Pengaruh penjajahan dan perpindahan manusia terhadap perpindahan dan
pembentukan breed ayam di beberapa negara di dunia juga telah dijelaskan oleh
Storey et al. (2007), FAO (2007), Gongaro et al. (2008) dan Dancause et al. (2011).
Ricklefs (2001) juga menyatakan bahwa selama proses perpindahan dari negara
asalnya ke Indonesia, manusia juga diduga membawa ternak lain seperti kuda dan
sapi yang mereka miliki. Aliran genetik babi dan sapi akibat adanya penjajah Eropa
di West Indies (tahun 1512), Mexico (tahun 1520), wilayah Inca (tahun 1530) dan
Florida (tahun 1565) dan Australia juga dijelaskan oleh Crosby (1986).

Sebagian besar breed ayam modern yang ada saat ini di Eropa dan Amerika
Utara dikembangkan pada akhir abad ke-19 oleh breeder terutama untuk tujuan
pertunjukan baik menggunakan bibit ayam asli maupun yang didatangkan dari luar
negeri (Crawford 1995). Roberts (2008), The American Poultry Association (1956,
2010) menduga bahwa BS berasal dari pulau Sumatera. Pada abad ke delapan belas
(18), KDh dan SUM dari Indonesia diperkirakan juga dikirim ke Eropa dan
Amerika (Bennet 1856; Cooper 1869; Finsterbusch 1929; Roberts 2008). Ayam-
ayam tersebut kemungkinan juga mempunyai kontribusi yang penting dalam
pembentukan ayam-ayam yang ada saat ini di Eropa dan Amerika (The American
Poultry Association 1910, 1956; Smith 1921; Dana et al. 2010). The American
Poultry Association (1915) juga menyatakan bahwa ayam Cornish dihasilkan dari
perkawinan antara Lord Derby balck-breasted red game dengan red aseel dari India
darzsumatera game. Namun demikian, pada penelitian ini, haplotype mtDNA D-
loop' KDh dan SUM tersebar secara eksklusif pada haplogroup D sedangkan
haplotype mtDNA D-loop BJ dan BS dari Amerika Utara berada pada haplogroup
E. Penelitian ini juga tidak menemukan adanya aliran genetik ayam Amerika Utara
(BJ.dan BS) pada haplogroup D (Gambar 13). Hal ini juga didukung oleh pohon
filogeni pada Gambar 12 yang menunjukkan bahwa BJ dan BS berada pada
kelompok VI terpisah dari KDh yang berada pada kelompok V. Hasil analisis MJ
(Gambar 13) juga menjelaskan bahwa KDh dan SUM berada pada haplogroup D,
sedangkan BJ dan BS mengelompok pada haplogroup E bersama-sama dengan
ayam dari Afrika, Bangladesh, Cina, Eropa, India, Indonesia, Iran dan Jepang. Oleh
karena itu, pendugaan asal-usul dan hubungan kekerabatan yang dekat antara BJ
dan BS dari USA dengan SUM dan KDh tidak terbukti pada penelitian ini.

Ayam-ayam Belanda diduga didatangkan ke Indonesia pada periode tahun
1667-1675 (Ricklefs 2001). Sampai saat ini belum tersedia data tentang kontribusi
ayam dari Eropa terhadap perkembangan pembentukan breed ayam Indonesia.
Namun demikian, pada abad ke 18, ayam jawa diperkirakan dikirim ke Belanda,
Inggris dan Amerika. Di New York ayam ini dikenal sebagai ayam jawa (the great
java) dengan karakteristik warna bulu hitam, kaki hitam yang panjang dan jengger
tunggal, produksi telur dan citarasa telur yang baik (Gambar 14). Ayam jawa juga
disebut sebagai american black java. Perkawinan dengan breed-breed ayam Eropa
dan Amerika diperkirakan telah terjadi pada ayam jawa (Bennet 1856) sehingga
pada tahun 1833 ditetapkan 2 varietas ayam jawa yaitu black dan mottled (The
American Poultry Association 1883; Smith 1921; The American Poultry
Association 1951) juga menduga adanya perkawinan antara ayam Dominique
dengan ayam hitam jawa dalam pembentukan Plymouth Rock yang menghasilkan
2 varietas yaitu barred dan putih yang pertama kali dipublikasikan dalam The
American Standard of Perfection masing-masing pada tahun 1869 dan 1888. Oleh
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karena itu penelitian ini menduga bahwa proses seleksi dan pemuliaan ayam jawa
yang telah terjadi selama lebih dari 200 tahun di Eropa dan USA diperkirakan
menyebabkan BJ yang ada di saat ini berbeda dengan KDh yang ada di Indonesia
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12 dan 13.

Finsterbusch (1929) menduga bahwa sebelum SUM ditransportasikan ke
Eropa dan USA, telah terjadi perkawinan antara SUM dengan ayam petarung dari
India (ayam asil) yang selanjutnya disebut dengan sumatera black game). Ayam
sumatera (SUM) asli yang berasal dari pulau Sumatera mempunyai ukuran yang
lebih kecil daripada sumatera black game dengan bulu yang lebat dan bulu ekor
yang panjang. Namun demikian, sampai saat ini masih belum tersedia data kapan
terjadinya proses perkawinan SUM dengan ayam asil Cooper 1869). Proses seleksi
dampemuliaan SUM sebagai ayam petarung diperkirakan berkembang mengikuti
tradisi pertarungan ayam (cockfighting) yang diselenggarakan baik di Indonesia
maupun di India dan Eropa (terutama Inggris) (Finsterbusch 1929). Proses seleksi
danpemuliaan SUM di USA dan Eropa juga diperkirakan terus berlangsung sampai
saat; ini. Penelitian ini menemukan ayam sumatera yang berasal dari USA (BS)
berbeda dengan ayam sumatera (SUM) yang berasal dari Indonesia baik
berdasarkan karakteristik kualitatif (Gambar 1) maupun molekuler (Gambar 12 dan
13),

Penjajahan Jepang di Indonesia (1942-1950) diduga juga berkontribusi
terhadap keragaman ayam-ayam yang ada di Indonesia. Gambar 12 menunjukkan
bahwa pada haplogroup E1 dan E2 ayam pesuara dari Jepang mempunyai
haplotype yang serupa dengan ayam lokal Indonesia yang dihasilkan dari proses
seleksi dan pemuliaan untuk tujuan khusus, yaitu ARGb sebagai ayam petelur, PLg
berkaki putih atau kuning sebagai ayam pesuara dan NNK sebagai ayam pedaging
bersama dengan ayam-ayam dari Afrika, Bangladesh, Cina, Eropa, India,
Mediterania, Jepang dan USA. Namun demikian, Nishibori et al. (2005) juga
menduga bahwa ayam pesuara dari Jepang terutama berasal dari ayam petarung dari
Cina yang mengalamai proses seleksi yang intensif. Kedekatan hubungan ayam
pesuara Indonesia (PLg) dengan ayam pesuara dari Jepang dan ayam dari Cina juga
ditemukan pada haplogroup E. Gongora et al. (2008) juga menemukan haplogroup
E terdiri dari haplotype mtDNA D-loop ayam ras komersial yang merupakan hasil
perkawinan berbagai breed ayam yang berasal dari Cina, Jepang, India,
Mediterania, Eropa dan USA.

Wilayah Penyebaran Ayam Asli Indonesia
Berdasarkan Sekuen mtDNA D-loop

Berdasarkan pembagian wilayah regional SOW-ANGR (yaitu Afrika, Asia
(termasuk India), Eropa, Kaukasus, Amerika Latin, Karibia, Mediterania dan
sekitarnya, Amerika Utara dan Baratdaya Pasifik), penelitian ini menemukan 5
wilayah regional SOW-ANGR yaitu Afrika, Asia, Eropa, Mediterania dan sekitarnya
dan Amerika Utara (Gambar 12). Namun demikian, ayam-ayam yang berasal dari
Amerika Latin dan Baratdaya Pasifik kemungkinan juga berkontribusi dan
mempengaruhi sebaran ayam-ayam di dunia mengingat Gongora et al. (2008) juga
menemukan bahwa ayam-ayam dari Indo-Eropa dan Asia berkontribusi terhadap
keragaman genetik dan pembentukan breed ayam di negara Chile dan Pasifik
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berdasarkan analisis partial sekuen mtDNA D-loop ayam (530 bp). Ayam yang
berasal dari Amerika Latin pada umumnya mengelompok pada haplogroup A, B
dan E. Tidak tersedianya data sekuen komplit mtDNA D-loop yang di Genbank
untuk ayam-ayam dari wilayah regional Amerika Latin, Baratdaya Pasifik dan
wilayah regional SOW-ANGR lainnya menyebabkan analisis data pada penelitian
ini tidak menyertakan data sekuen mtDNA D-loop ayam dari wilayah regional
tersebut.

Penelitian ini menemukan 3 kelompok ayam Indonesia berdasarkan
pembagian wilayah regional SOW-ANnGR:
1. — Breed asli yang terdiri dari KDI, KPd, KPt dan SUM
2. Breed lintas regional yang terdiri dari ARGb, ARGt, ARS, AKB, BkSr, BKK,

BRG, CMN, GAG, GUN, KDI, KPGh, KPGd, KPGt, PLg, SUM, STL, WLK
3. = Breed lintas internasional yang terdiri dari ARGb, KPGb dan NNK

Breed lintas regional secara umum ditemukan pada ayam yang berasal dari

Asia. Sedangkan breed lintas internasional diduga merupakan hasil perkawinan dari
berbagai breed ayam di dunia, terutama Afrika, Bangladesh, Cina, Eropa, India,
Mediterania, Jepang dan USA. Program pelestarian dan pengembangan breed ayam
lokal yang hanya ada di wilayah Indonesia (KDI, KPd, KPt dan SUM) perlu
dilakukan oleh peternak dan juga breeder asli dengan dukungan dari pemerintah
Indenesia. Penggunaan ayam hias maupun ayam ras komersial untuk tujuan
pemuliaan breed ayam lokal tersebut seharusnya dibatasi untuk melindungi
keunikan plasma nutfah breed ayam Indonesia. Notter (1999), FAO (2007) juga
menyarankan pentingnya untuk menjaga keragaman sumberdaya genetik (SDG)
ternak asli karena SDG ternak asli dapat menyediakan bahan baku bagi perbaikan
genetik dan breed ternak yang berkelanjutan dan untuk memfasilitasi proses
adaptasi yang cepat sesuai dengan perubahan lingkungan dan tujuan seleksi. Hasil
penelitian ini sangat bermanfaat untuk menyediakan data genetik ayam Indonesia
sebagai salah satu persyaratan teknis dalam penetapan rumpun hewan di Indonesia
(Kementerian Pertanian Republik Indonesia 2014).

SIMPULAN

Ayam asli Indonesia yang langka (BkSr, BRG, SUM, GUN dan WLK)
memiliki rataan keragaman genetik yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan
ayam Indonesia yang lain, dan ayam ras komersial. Ayam Indonesia tersebar pada
haplogroup C, D, E dan Y, dimana ayam asli Indonesia yang langka secara
eksklusif berada pada haplogroup D dan E. Ayam-ayam yang mengelompok pada
haplogroup B dan E diperkirakan berasal dari haplogroup D, dan sebagian lagi
berasal dari haplogroup C and Y. Pendugaan hubungan kekerabatan yang dekat
antara BJ dan BS dari USA (haplogroup E) dengan SUM dan KDh (haplogroup D)
tidak terbukti pada penelitian ini. Oleh karena itu, domestikasi ayam kemungkinan
terjadi di Indonesia, Laos, Malaysia, Myanmar, Thailand dan negara-negara Asia
Tenggara yang lain, Cina dan juga India. Asal-usul multiphyletic ayam Indonesia
telah berhasil dijelaskan dalam penelitian ini. Penelitian ini juga menduga bahwa
ayam lokal Indonesia terutama berasal dari BkSr dan KPG, sehingga penelitian ini
juga-mendukung hipotesa adanya kemungkinan hibridisasi AHH dengan ayam
domestik, tidak hanya hibdridisasi AHM dengan ayam domestik saja. Penelitian
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ini jJuga menemukan tiga aliran mtDNA D-loop ayam yang menentukan asal-usul
ayam asli Indonesia yaitu: (1) Cina, India, Jepang dan Korea, (2). Bangladesh, Cina,
India, Jepang, Korea, Laos, Myanmar dan Thailand dan (3). Afrika, Bangladesh,
Cina, India, Jepang, Korea, Mediterania dan USA. Secara umum, ayam asli
Indonesia yang langka mengelompok pada haplogroup D, yang membedakan ayam
Indonesia dengan ayam-ayam dari negara-negara lainnya. Oleh karena itu,
pelestarian ayam Indonesia sangat penting untuk dilakukan untuk mempertahankan
keragaman genetik dan juga untuk pemanfaatannya di masa depan. Pembentukan
galur murni ayam asli Indonesia seharusnya didukung oleh oleh program seleksi
dan-pemuliaan yang sistematis.
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3 VARIASI DAN EVOLUSI GEN MYXOVIRUS (Mx)
RESISTANCE PADA AYAM INDONESIA BERDASARKAN
SEJARAH PROGRAM SELEKSI
DAN PEMBENTUKAN BREED

PENDAHULUAN
Latar Belakang

Penyakit yang disebabkan oleh virus seperti Al dan ND merupakan penyakit
utama yang menyebabkan kematian yang tinggi pada unggas di Indonesia dan juga
dunia secara umum yang telah terbukti menyebabkan kerugian ekonomi yang
sangat besar (Technical Support Medion 2014; Dharmayanti et al. 2014; World
Organization for Animal Health 2015). Penyakit Al dan ND dapat menyebabkan
kematian ayam hingga 100% (Liu et al. 2014). Tingkat mortalitas akibat infeksi Al
dan=ND di Indonesia dapat mencapai 90% (Dharmayanti et al. 2006) dan 70-80%
(Xiao et al. 2012) dengan penyebaran penyakit yang berlangsung sangat cepat.
Sejak wabah pertama virus H5N1 highly pathogenic avian influenza (HPAI)
terdeteksi di Indonesia pada Desember 2003, secara cepat virus HPAI menjadi
endemik di Indonesia (Smith et al. 2006; Sedyaningsih et al. 2007) dan berlanjut
menyebabkan transmisi zoonosis kepada manusia pada awal Juli 2005
(Sedyaningsih et al. 2007). Pemerintah Indonesia juga telah menetapkan aturan
pemusnahan populasi unggas yang teridentifikasi mengalami wabah Al untuk
memutuskan rantai penularan penyakit ke populasi unggas yang lain (Peraturan
Pemerintah No. 82 tahun 2000 tentang karantina hewan, Peraturan Menteri
Pertanian No. 50/Permentan/OT.140/10/2006 tentang pedoman pemeliharaan
unggas di pemukiman, Keputusan Menteri Pertanian No.
3238/Kpts/PD.630/9/2009 tentang penggolongan jenis-jenis hama penyakit hewan
karantina). Kejadian penyakit pandemik yang luar biasa juga kemungkinan menjadi
factor utama yang dapat menyebabkan hilangnya breed ayam yang terbatas
distribusi dan populasinya (langka) (FAO 2007). Oleh karena itu tingginya daya
tahan (resistensi) ayam terhadap penyakit viral selanjutnya diperkirakan dapat
menyelamatkan hilangnya breed ayam yang langka akibat kejadian penyakit viral
tersebut.

Salah satu upaya yang dapat dilakukan untuk mengetahui resistensi ayam
terhadap penyakit viral adalah dengan melakukan karakterisasi terhadap gen Mx
ayam. Gen Mx pada ayam diketahui menghasilkan protein antivirus yang spesifik
terhadap Orthomyxoviridae dan Rhabdoviridae (Lee dan Vidal 2002). Virus ND
(Paramyxoviridae) merupakan kelompok virus yang berhubungan dekat dengan
virus influenza (Orthomyxoviridae), dan ayam merupakan salah satu host alami
dari virus Al (Easterday 1975). Oleh karena itu bentuk aktif protein Mx ayam
diperkirakan akan efektif untuk melawan patogen dalam kondisi alami (Ko et al.
2004). Substitusi nonsynonomius pada posisi 631 (serin (Ser) menjadi asparagin
(Asn), S631N)) dari gen Mx telah diketahui sebagai satu-satunya SNP yang
berasosiasi dengan aktivitas antivirus. Alel A (alel Mx*) yang menyandikan Asn
pada posisi 631 menunjukkan aktivitas resisten terhadap virus Al. Sedangkan alel
G (alel Mx")yang menyandikan Ser pada posisi yang sama dikenal sebagai alel yang
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rentan terhadap virus Al (Ko et al. 2002). Mutasi gen Mx pada lokus S631N
selanjutnya dijadikan dasar untuk meningkatkan resistensi genetik ayam terhadap
virus Al (Benfield et al. 2008, Sartika et al. 2011, Sironi et al. 2008, Benfield et al.
2010, O’Neil et al. 2010, Yin et al. 2010), ND (Pagala et al. 2013), IBD (O’Neil et
al. 2010) dan juga respon kekebalan ayam terhadap antigen (Qu et al. 2009b, Liu
et al. 2014). Namun demikian, alel A ternyata juga tidak menunjukkan resistensi
terhadap aktivitas virus (Benfield et al. 2008, Benfield et al. 2010, O’Neil et al.
2010, Wang et al. 2012), atau pada ayam yang diinfeksi virus secara langsung
(Sironi et al. 2008, Wang et al. 2012, Schusser et al. 2011). Sartika et al. (2011)
Juga mengemukakan bahwa penampilan reproduksi ayam Indonesia tidak berbeda
di-antara genotipe gen Mx. Qu et. al. (2009b) juga mengkonfirmasi tidak ada
pengaruh antara alel resisten A terhadap respon kekebalan tubuh ayam terhadap
virus Al. Oleh karena itu, seleksi pada breed ayam untuk meningkatkan resistensi
ternadap virus berdasarkan alel Asn631 belum terjamin keberhasilannya (Benfield
et al. 2008, Benfield et al. 2010, Yin et al. 2010, Wang et al. 2012), sehingga masih
perfu penelitian lanjutan.

Pada umumnya, ayam Indonesia dimanfaatkan sebagai penghasil pangan,
tujuan keagamaan, penghasil suara untuk tujuan kontes, dan untuk tujuan
ornamental (Tabel 1). Perbedaan sejarah program seleksi dan pembentukan breed
ayam diperkirakan menghasilkan perbedaan karakteristik gen Mx pada ayam lokal
Indonesia mengingat Li et al. (2006; 2007) menemukan tingginya kejadian mutasi
gen-Mx pada berbagai populasi dan breed ayam lokal di Cina yang mengalami
sejarah seleksi dan pemuliabikan ayam yang berbeda. Lebih lanjut Li et al. (2007)
dan-Yin et al. (2010) juga menduga mutasi nukleotida-nukleotida pada daerah
promotor gen Mx juga berperan penting dalam transkrips dan translasi gen Mx
ayam. Daerah promotor secara umum berada pada daerah sebelum dimulainya
lokus transkripsi (transcription start site, TSS) dan dicirikan dengan adanya sekuen
yang meregulasi transkripsi gen (transcriptional cis-regulatory sequences) (Smale
& Kadonaga 2003; Hahn 2004; Gagniuc & lonescu-Tirgoviste 2012). Oleh karena
itu—mutasi pada daerah promotor diperkirakan juga berpengaruh terhadap
keberhasilan dalam meningkatkan resistensi genetik ayam terhadap virus.
Keragaman gen Mx antar dan antara breed ayam juga telah dilaporkan (Sironi et al.
2008, Ko etal. 2002, Li et al. 2006, Li et al. 2007, Yin et al. 2010). Yin et al. (2010)
Juga menemukan adanya pemanjangan gen Mx lebih dari 21 bp, termasuk ekson 14
dan intron 13, dan berhasil mengidentifikasi S631N and SNP-SNP baru di semua
ekson gen Mx ayam. Mutasi gen Mx juga dapat digunakan untuk menjelaskan
hubungan kekerabatan dan proses domestikasi ayam (Li et al. 2007). Mengingat
adanya beberapa sistem pemuliaan ayam lokal yang diaplikasikan oleh peternak di
Indonesia, oleh karena itu penelitian ini bertujuan untuk melakukan karakterisasi
gen Mx ayam lokal Indonesia yang berbeda breed, populasi dan sistem
pemuliaannya. Sejarah seleksi dan pembentukan breed ayam diperkirakan
menghasilkan variasi mutasi gen Mx yang kemungkinan potensial sebagai kandidat
SNPs untuk program seleksi dan pemuliaan ayam lokal di masa mendatang dan
mendukung kebijakan pemerintah untuk melakukan eksplorasi sumber daya
genetik (SDG) ternak (Peraturan Pemerintah Republik Indonesia Nomor 48 tahun
2011 tentang SDG hewan dan perbibitan ternak).
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MATERI DAN METODE
Sampel Penelitian

Sampel genom DNA yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagain
genom DNA dari ayam yang juga digunakan pada penelitian tahap | (Tabel 2).
Ayam-ayam tersebut selanjutnya dikelompokkan berdasarkan tingkat program
seleksi dan pemuliaan ayam yang dilakukan oleh peternak atau breeder ayam, yaitu
(1). liar 1 (L1) yang terdiri dari AHHm dan AHHj, (2). Liar 2 (L2) yang terdiri dari
AHMj dan AHMs, (3). tidak dilakukan seleksi (unselected chicken, UC) yang
terdiri dari ayam lokal Indonesia yang langka (BkSr, BRG, GUN dan WLK) dan
ayam lokal Indonesia yang lain (KPGj dan KPGd), (4). tingkat seleksi sedang
(maderately selected chicken, MC) yang terdiri dari ayam lokal Indonesia (ARGj,
AKB, KDh, KDI, KDp, KPGb, GAG, PLG dan STL), dan (5). tingkat seleksi tinggi
(highly selected chicken, HC) yang terdiri dari ayam lokal Indonesia (ARGb, AS
dan-NNK) dan ayam ras komersial (BRO dan L), ayam lokal Indonesia yang berasal
darrUSA (BJ dan BS), ayam petarung (BgK) dan ayam hias yang berasal dari luar
negeri (KT dan SRM) (Tabel 9).

Amplifikasi Gen Mx Ayam

Sekuen DNA genom Mx gen ayam White Leghorn (WL, GQ390353) (Yin et
al. 2010) digunakan sebagai sekuen referensi gen Mx ayam pada penelitian ini.
Limabelas (15) pasang PCR primer yang didesain dengan menggunakan program
Primer Designing Tool (NCBI 2013) digunakan untuk mengamplifikasi sekuen
gen-Mx ayam lokal Indonesia (Tabel 8). Amplifikasi gen Mx ayam dilakukan
dengan menggunakan PCR ESCO Swift Maxi Thermal Cycler. Komponen PCR
mix-untuk mengamplifikasi pasangan primer pada daerah promotor dan ekson 1
(Tabel 8) terdiri dari High-fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific Phusion
Flash), 100-200 ng DNA genom dan air distilata. Kondisi PCR meliputi
predenaturasi pada suhu 98°C (10 detik) dan kemudian dilanjutkan dengan
denaturasi pada suhu 98°C selama 1 detik, penempelen dan pemanjangan pada suhu
68°C selama 20 detik yang diulang 35 siklus. Setelah itu dilakukan pemanjangan
akhir pada suhu 72°C (1 menit).
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Amplifikasi pasangan primer untuk ekson 2-14 (Tabel 8) dilakukan dengan
menggunakan komponen PCR mix yang terdiri dari DreamTagq™ Green PCR
Master Mix (Thermo Scientific) yang terdiri dari dATP, dCTP, dGTP dan dTTP
masing-masing 0,4 mM dan 4mM MgCI2, 100-200 ng DNA genom, dan air
distilata. Kondisi PCR yang digun meliputi pra denaturasi pada suhu 95°C (3
menit) diikuti dengan 35 siklus yang terdiri dari denaturasi pada suhu 95°C (30
detik), penempelan primer selama 30 detik (Tabel 8), pemanjangan pada suhu 72°C
(40 detik) dan pemanjangan akhir pada suhu 72°C (5 menit).Visualisasi produk
PCR dielektroforesis dengan menggunakan PAGE 6% dalam TBE1x pada 200V
selama 30 menit. Hasil elektroforesis diwarnai dengan metode pewarnaan perak
(Byun et al. 2009) yang dimodifikasi. Produk PCR selanjutnya disekuening pada
kedua arah (forward dan reverse) dengan menggunakan BigDye Terminator Kit
pada ABI 3730xI DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
menggunakan pasangan primer yang sama yang digunakan untuk amplifikasi gen
Mx-ayam (Tabel 8).

Analisis Data

Pensejajaran sekuen gen Mx ayam lokal Indonesia dengan referefensi
sekuen gen Mx ayam DQ788615 (Li et al. 2007)) dilakukan dengan menggunakan
program MUSCLE (Edgar 2004) dalam MEGA versi 6 (Tamura et al., 2013).
Sekuen gen Mx ayam Indonesia, ayam hutan (AHM dan AHH) dan ras komersial
DQ788613, DQ788614 dan DQ788616 (Li et al. 2007) juga dibandingkan untuk
mengetahui tipe mutasi yang terjadi pada gen Mx ayam. Jumlah diplotype (H) dan
keragaman diplotype (h) selanjutnya dihitung berdasarkan Nei (1987) dengan
menggunakan program DnaSP versi 5.10.01 (Librado & Rozas 2009). Mutasi
nukleotida selanjutnya digunakan sebagai metode dasar dalam memprediksi adanya
SNPs..

Frekuensi diplotype dan perbandingan pairwise indeks fiksasi (FsT)
kelompok ayam L1, L2, UC, MC dan HC (yang dihitung dengan rumus F-Statistics
dari frekuensi diplotype saja) dan diferensiasi allel (nilai ®st antara semua sampel)
dihitung berdasarkan jarak molekuer Tamura-Nei dengan nilai gamma 0
menggunakan program Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier dan Lischer 2010). Analisis
varian molekuler (molecular variance analysis, AMOVA) juga dihitung
menggunakan program yang sama.

Pohon filogeni untuk menduga hubungan gen Mx antar populasi ayam
dibentuk berdasarkan analisis Bayesian menggunakan program Mr. Bayes versi 3.0
(Ronquist and Huelsenbeek 2003) dengan mempertimbangkan suatu model umum
(general time reversible model): rates=invgamma dan nst=6). Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) dioperasikan masing-masing untuk 1 juta generasi. Pohon filogeni
selanjutnya dibentuk untuk setiap 500 siklus dari iteration chain. Titik (node)
dengan nilai probabilitas posterior > 95% digunakan untuk membentuk konsensus
pohon filogeni 50%. Pohon filogeni selanjutnya divisualisasikan dengan program
FigTree v1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/.).



Tabel 8 Sekuen primer yang digunakan untuk mengamplifikasi gen Mx ayam pada penelitian ini
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No Lokus Primer Forward /Reverse (5° —3”) Panjang Suhu
Sekuen Annealing

(bp) §(©)
1 Promotor CCTATGGAGCAAGTTCACGGT/ATACCTGCCAGAGTCACACA 587 68
2 Ekson 1 AAAGGAAAGGGGCTGTTGCT/GGAGGTGTTCTGTCCCTTGG 602 60
3 Ekson 2 GTGACGTTGGGGGAAATGTT/GCTGCTGCCACACTGTTTATC 711 62
4 Ekson 3 GGTTGTTTGAGTCACTGAGCC/GTGCAACCTGTTGGAGTGAC 677 62
5 Ekson 4 CTGCAAGGTAAAACTGGCTGG/TGCATGCTTACAGCTTGACAG 619 55
6 Ekson 5 TGCAGTTTCCACTCCAAAGGG/GCATCTGGAATGGCTCACCT 627 62
7 Ekson 6 GGAAAAGAGGCTGCACTATCCT/CTCTGCAGTTGGACTCTCGG 660 55
8 Ekson 7 GCAAAAGGTGGACCGAGAGT/ATCCAGCCTGGCCTTGAATG 536 62
9 Ekson 8 AAGCGTATGAGCCCTTCCAG/CTGCTCTTGAAAAGGCAGGG 599 60
10 Ekson 9 AGAGCTGACACCTTTTGGCT/TTGTGGGCCTCTTCCAACTT 509 62
11 Ekson 10 CAGACCCTCTGTCTGAGAGC/GCTGGGTCTCTGTCCCTAAG 631 62
12 Ekson 11 GGAGACAGACAGACACCACTG/TGGAGGTCACGTGCAGAGAT 635 60
13 Ekson 12 ACTCATGCACATGGACCGAG/TGGCAGCCATACCAGGTTTT 554 62
14 Ekson 13 GTATGCACCAAGGGCCAACC/GAGCAATAGGGCTTGCCATC 511 62
15 Ekson 14 GAGAAGTTGGAAATGGCCTGC/GTTCTACAGCTGAAGGCTCCC 813 62
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Analisis Hubungan antara Karakteristik Gen Mx dengan
Respon Kekebalan Tubuh Ayam terhadap
Virus Avian Influenza (Ab AlV) dan
Newcastle Diseases (Ab NDV)

Respon kekebalan tubuh terhadap virus ND (Ab NDV) dan Al (Ab AlV)
diketahui bersifat menurun dari induk kepada anaknya (heritable) dengan nilai
hertabilitas sedang (Liu et al. 2014). Oleh karena itu untuk mendapatkan
pemahaman yang lebih baik tentang hubungan antara respon kekebalan ayam
Indonesia dengan karakteristik gen Mx, maka analisis Ab NDV dan Ab AlIV juga
dilakukan dalam penelitian ini, khususnya pada populasi ARGb (30 ekor) yang
dihasilkan dari program seleksi intensif selama lebih dari 10 tahun sebagai ayam
lokal petelur (220-280 butir telur/ekor/tahun) oleh perusahaan pembibit ayam lokal
di Bogor, Indonesia.

Berdasarkan genotipe gen Mx, ayam dikelompokkan menjadi 3, yaitu (1).
Alel resisten homozigot A/A (n=5), (2). Alel rentan heterozigot A/G (n=10) dan
(3).—alel rentan homozigot G/G (n=15). Ayam-ayam tersebut telah divaksinasi
dengan menggunakan vaksin komersial berdasarkan program vaksinasi regular
untuk ayam petelur yang diterapkan oleh perusahaan pembibitan ayam, yaitu vaksin
ND-(MEDIVAK ND, Medion, Indonesia) pada umur 1, 2, 4, 8 dan 16 minggu.
Vaksin inaktif H5N1 AIV (Medion, Indonesia) juga diterapkan pada saat ayam
bergmur 18 minggu dan setiap 3 minggu setelahnya. Pada saat ayam berumur 20
minggu, darah dikoleksi dan disentrifuse 1,000xg selama 10 menit. Serum
selahjutnya dikoleksi dan disimpan pada suhu -20°C dan selanjutnya dilakukan
analisis titer antibodinya (hemagglutination inhibition, HI) terhadap NDV dan AIV
dengan menggunakan uji serologi HA/HI (MedLab Medion, Bogor, Jawa Barat).
Hubungan antara tiga kelompok genotipe gen Mx (A/A, A/G and G/G) dengan nilai
titer antibodi HI ayam terhadap NDV dan H5N1 AlIV selanjutnya dianalisis dengan
menggunakan uji hipoteis analysis of variance (ANOVA).

HASIL PENELITIAN
Variasi Sekuen Gen Mx Ayam

Dua ratus enam belas (216) sekuen gen Mx ayam (ayam Indonesia n=186,
ayam hutan n=10, ayam ras komersial n=20, ayam dari USA n=10) yang meliputi
daerah promotor, 5’UTR dan ekson (1-14) berhasil diamplifikasi pada penelitian
ini (Gambar 15). Daerah yang mengkode protein gen Mx ayam (coding region)
dimulai pada posisi 1 pada ekson 2 sampai dengan ekson 14. Panjang masing-
masing ekson (dari 5’UTR ke 3°UTR) adalah 237, 193, 138, 155, 139, 199, 79, 123,
142,159, 77, 243, and 234 bp. Pada ekson 14 gen Mx ayam juga ditemukan
frameshift mutation yang menyebabkan panjang ekson 14 bervariasi, mulai dari
206, 211 sampai 234 bp. Panjang daerah 5’UTR adalah 140 bp tetapi terbagi
menjadi 2 yaitu masing-masing 48 (ekson 1) dan 92 bp (Gambar 15) yang
dipisahkan oleh insersi fragmen 664 bp. Panjang daerah promotor gen Mx ayam
yang-teridentifikasi adalah 215 bp (Gambar 17).
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Jumlah diplotype (H) gen Mx per breed atau galur atau sub spesies dan spesies
berkisar 0-21 dengan jumlah diplotype keseluruhan adalah 55 (Tabel 9). Kisaran
keragaman diplotype (h) dan nukleotida (7) gen Mx ayam Indonesia masing-masing
adalah 0.00000<h<1.00000) dan 0.00000< = <0.0044, dimana nilai h dan =
tertinggi dimiliki oleh BkSr. Rataan h dan & per lokus masing-masing adalah h=
0.97716£0,002 dan n= 0.00537+0,00130. Analisis diferensiasi genetik Hudson
(2000) menghasilkan nilai nearest neighbor statistic (Snn)=0,71416. Uji permutasi
1000x (PM test) selanjutnya menghasilkan nilai P (P-value) dari Snn= 0.0000 ***
yang mengindikasikan diferensiasi gen Mx antar breed atau galur atau sub spesies
dan-spesies ayam sangat tinggi (P<0.001). Hasil uji aliran genetik (Fst= 0,79293,
Nm=' 0,07) berdasarkan Hudson et al. (1992) juga menunjukkan tingginya
pertukaran genetik di antara populasi ayam.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10.000 11.000 12.000 13.000 14.000 15.000 16.000 17.000 18.000 19.000 20.000 21.000

CDS

E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 EI0 Ell EI2 E13 El

237 193 138 155 139 199 79 123 142 159 77 243 206 (W)
211 (Ss1
234 (S82)

SNPs—4, 16 23 10 11 3 5 0 4 1 5 1 7 19 (36 indel)

=@ | |
Pramojtor \ Exon 3°UTR
5’-UTR

ISRE

Gambar 15 Struktur gen Mx ayam Indonesia. CDS: coding sequence E: panjang
masing-masing ekson. SNPs: jumlah Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) yang ditemukan di setiap ekson. ISRE: interferon stimulating
response. SS1: tipe mutasi splice site 1. SS2: tipe mutasi splice-site 2.
W: mutasi tipe liar (wild type). Huruf yang berwarna biru menunjukkan
jumlah SNPs yang ditemukan pada setiap ekson. Visualisasi struktur
gen Mx ayam disesuaikan dengan penelitian Li et al. (2007).

Total situs polimorfik (segregating sites) yang ditemukan pada gen Mx
ayam adalah 75 dari total 119 mutasi yang ditemukan. Pada penelitian ini telah
ditemukan 127 SNPs pada gen Mx ayam vaitu 18, 4, 16, 23, 10, 11, 3,5,0, 4, 1, 5,
1, 7 dan 19 SNPs masing-masing pada daerah promotor, ekson 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13 dan 14. Tujuh puluh dua (72) SNPs ditemukan pada coding region
gen Mx ayam (Tabel 10-12), termasuk SNP pada posisi basa nukleotida ke 1892
(S631N) yang mengkode Asn (AAT) atau Ser (AGT) pada asam amino 631 (Tabel
128 Pada daerah yang mengkode protein (coding sequence), keragaman
nukleotida () pada exon 2-5 (0-626 bp) dan 12-14 (1544-2022 bp) lebih tinggi jika
dibandingkan dengan keragaman nukleotida pada exon 6-11 (765-1467 bp)
(Gambar 15). Sebanyak 779 asam amino diprediksikan membentuk protein Mx
ayam asli Indonesia dan ayam hutan dimana 56 asam amino diantaranya berbeda
dengan asam amino ayam ras komersial WL (GQ390353; Yin et al. 2010) (Tabel
13.dan 14).
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Tabel 9 Jumlah diplotype, keragaman diplotype dan nukleotida gen Mx ayam
berdasarkan sejarah seleksi dan pembentukan breed atau galur ayam

Kelompok Spesies/breed/galur  Kode Pemanfaatan Jumlah S H h b
ayam Ayam (ekor)
1 Liar1(L1) Ayam hutan hijau AHHm  Liar 3 6 2 0.66667  0.00169
(Madura)
Ayam hutan hijau AHHj Liar 3 4 2 0.66667  0.00113
(Jawa)
2 Liar2(L2) Ayam hutan merah ~ AHMj Liar 2 0 1 0.00000  0.00000
(Jawa)
Ayam hutan merah ~ AHMs  Liar 2 0 1 0.00000  0.00000
(Sumatera)
3/ ~Unselected Bekisar BKSr Pesuara, hias 5 21 5 1.00000  0.00441
chicken (UC)
Burgo BRG Hias 5 2 2 0.60000  0.00051
Kampung 1% KPGj Dwiguna 10 21 5 0.80000  0.00282
Kampung 4 KPGd Dwiguna 10 9 5 0.88889  0.00181
Leher gundul GUN Dwiguna, 5 7 3 0.70000  0.00127
religi, hias
Sumatera SUM Dwiguna, 5 1 2 0.40000  0.00017
hias
Walik WLK Dwiguna, 10 6 4 0.80000  0.00136
religi, hias
4 “Moderately Arab golden® ARGj Petelur 10 15 4 0.73333  0.00267
selected
chicken (MC)
Cemani CMN Hias, religi, 5 5 2 0.60000 0.00127
obat
Gaga’ GAG Pesuara 5 1 2 0.40000  0.00017
Kampung 3 KPGb  Pedaging 10 18 3 071111 0.00377
Kedu hitam KDh Petelur 6 11 3 0.33330  0.00223
Kedu lurik KDI Dwiguna 5 11 3 0.80000  0.00246
Kedu putih KDp Dwiguna 5 4 2 0.40000 0.00068
Sentul STL Pedaging 5 13 3 0.80000  0.00263
Kukuak Balenggek ~ AKB Pesuara 5 2 2 0.40000  0.00034
Pelung PLG Pesuara 10 5 2 035556  0.00075
5 OHighly selected  Arab golden Tiara ARGb  Petelur 30 17 7 0.80920 0.00220
chicken (HC)
Arab silver AS Petelur 5 6 3 0.80000 0.00110
Nunukan NNK Pedaging 10 0 1  0.00000 0.00000
Black java BJ Dwiguna 5 0 1 0.00000 0.00000
Black sumatera BS Hias 5 0 1 0.00000 0.00000
Bangkok BGK Petarung 5 0 1  0.00000 0.00000
Kate KT Hias 5 0 1  0.00000 0.00000
Serama SRM Hias 5 0 1 0.00000 0.00000
CP707 BRO Pedaging 10 0 1 0.00000 0.00000
Lohman Brown® L Petelur 10 13 4 0.90000 0.00280
216 75 55 097716 0.00537

Keterangan: “Berasal dari populasi yang mengalami wabah virus Al dan ND.
digunakan. S: jumlah lokus yang bersegregasi. H: jumlah diplotype (Nei 1987).

N: jumlah sekuen yang
h: keragaman haplotype

(nei 1987). m: keragaman nukleotida (Jukes dan Cantor 1969). Diferensiasi genetik diduga berdasarkan
Hudson (2000), Snn (nearest neighbor statistic): 0,71416. PM test (probabilitas yang diperoleh dari uji
permutasi 1000x) menghasilkan nilai P (P-value) dari Snn: 0.0000 *** (mengindikasikan diferensiasi

genetik yang sangat nyata P<0.001). Aliran genetik dihitung berdasarkan Hudson et al.

0,79293, Nm= 0,07 (mengindikasikan tingginya pertukaran genetik di antara populasi ayam).

(1992). Fst=

Berdasarkan perbandingan jumlah perbedaan pairwise Fst semua kelompok
ayam (Tabel 10), sejarah seleksi dan pemuliaan ayam berpengaruh nyata (p < 0.05)
terhadap karakteristik gen Mx ayam Indonesia. Analisis keragaman molekuler
(AMOVA) sekuen gen Mx (Tabel 11) menjelaskan bahwa keragaman gen Mx di
dalam populasi ayam (®st=0,5647) lebih tinggi jika dibandingkan dengan
keragaman gen Mx di antara populasi dalam kelompok (®st=0.4344) dan di antara
kelompok (®st=0.0009).
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Gambar 16 Keragaman nukleotida (m) gen Mx ayam yang ditemukan pada
penelitian ini. Keragaman nukleotida (n) dihitung berdasarkan Jukes

dan Cantor (1969)
Tabel 10 Rataan jumlah perbedaan pairwise Fst sekuen gen Mx antar kelompok
ayam
n ucC MC L1 L2 HC
ue 45 0.95673 0.98545 1.00000 1.00000 0.99857
MG 66 0.04019 0.93380 1.00000 1.00000 0.99697
L 6 0.18830 0.19977 0.66667 1.00000 1.00000
L2 4 0.12163 0.13310 0.26667 0.80000 1.00000
HC 90 0.05789 0.06775 0.20435 0.13768 0.92464

Rataan jumlah perbedaan pairwise inter-populasi (di atas diagonal). Rataan jumlah perbedaan
pairwise intra populasi (komponen diagonal, berwarna abu-abu). Rataan jumlah terkoreksi dari
perbedaan pairwise inter-populasi. Perhitungan berdasarkan Tamura-Nei tanpa adanya koreksi

gamma (di bawah diagonal).

Tabel 11 Analisis keragaman molekuler (AMOVA) antar sekuen gen Mx ayam
Indonesia berdasarkan sejarah seleksi dan pembentukan breed atau galur

ayam

Sumber variasi Derajat  Jumlah Komponen Persen
bebas kuadrat  variasi variasi

Di antara kelompok 4 6.518 0.00044 Va 0.09*
Diantara populasi dalam 26 44174 0.21664 VDb 43.44*
kelompok
Di dalam populasi 174 49.00 0.28161 Vc 56.47*
Total 204 99.693 0.49869

*Menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0.05).
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Profil Daerah Promotor dan 5°’UTR Gen Mx Ayam Asli Indonesia

Panjang daerah 5’UTR dan promotor yang diduga menginisiasi transkripsi
gen Mx ayam Indonesia yang berhasil diamplifikasi pada penelitian ini adalah 215
bp. Delapan belas (18) dan 4 SNPs ditemukan masing-masing pada daerah
promotor dan sebagain daerah 5’-UTR (ekson 1 dan ekson 2) gen Mx ayam lokal
Indonesia (Gambar 15 dan 17). Sekuen konsensus umum TATA, CAAT, dan
GAAA-box pada daerah promotor gen Mx ayam juga teridentifikasi pada penelitian
ini. Sekuen TATA box (TATAGAAA) dan GAAA-box masing-masing
teridentifikasi di posisi -148 dan -415 dari lokus permulaan coding sequence (CDS)
(+1))- Mutasi pada interferon  stimulating response (ISREL;
AGGAGAAAYGAAACTA) dan ISRE-like (ISRE2, GAAAGGAAARGGG) juga
ditemukan pada posisi -281 (T->C) dan -420 (A->G) dari lokus permulaan CDS
(Gambar 17).

Profil Ekson 14 Gen Mx Ayam Asli Indonesia
Tipe Mutasi Nukleotida pada Ekson 14 gen Mx Ayam Asli Indonesia

Penelitian ini berhasil mendeteksi 3 tipe mutasi nukleotida gen Mx ayam
Indonesia dan ayam hutan, yaitu (1). Tipe mutasi liar (wild type, W), (2). Mutasi
splice site tipe 1 (1% splice site mutation, SS1) dan (3). Mutasi splice site tipe 2 (2"
splice site mutation, SS2) (Gambar 18) yang menyebabkan terjadinya mutasi
frameshift sehingga terjadi perbedaan panjang sekuen ekson 14 gen Mx ayam,
masing-masing 206, 211 dan 234 bp (Gambar 15). Mutasi SS dimulai pada posisi
2352 sampai dengan 2382 pada ekson 4 gen Mx(Tabel 12). Tiga (3) dan tiga puluh
dua+(32) basa nukleotida hilang dari ekson 14 gen Mx masing-masing pada mutan
SS1-dan mutan W, menghasilkan hilangnya satu (1) dan delapan (8) asam amino
pada ekson 14 gen Mx (Gambar 19). Sebagian ayam yang berada pada kelompok
UC-dan MC mempunyai tipe mutasi SS2. Ayam hutan hijau (AHHj dan AHHm),
AHMj dan AHMSs juga mempunyai tipe mutasi SS2.

Penelitian ini juga berhasil mendeteksi posisi SNPs S631N pada posisi 1892
sehingga ditemukan alel resisten A/A dan alel rentan heterozigot A/G dan alel
rentan homozigot G/G gen Mx ayam Indonesia (Gambar 20).

Ayam Indonesia pada kelompok UC dan MC mempunyai frekuensi alel
resisten A/A tertinggi (100%) diantara ayam-ayam yang lain pada kelompok L1,
L2 dan HC (Tabel 12). Alel rentan heterozigot (A/G) hanya ditemukan pada KPGj
(30%), AKB (20%), ARGb (34%), AS (80%) NNK (50%) dan BRO (10%). Namun
demikian, alel resisten A/A tidak ditemukan pada KPGb dan NNK. Sedangkan alel
rentan homozigot (G/G) tertinggi (100%) ditunjukkan oleh BJ, BS, L, KPGb,
AHHj, AHHmM, AHMj dan AHMs. Ayam Indonesia yang lain (ARGb, ARGj, AS,
KPGb, KPGd dan NNK) juga mempunyai alel rentan homozigot (G/G) (Tabel 17).
Sebagian besar ayam lokal Indonesia pada kelompok UC dan MC dan semua ayam
hutan pada kelompok L1 dan L2 mempunyai tipe mutasi SS1 dan SS2. Sedangkan
semua ayam pada kelompok HC (kecuali AS) mempunyai tipe mutasi W.
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Gambar 17 Profil sekuen daerah promotor, 5’UTR, ekson 1 dan ekson 2 gen Mx ayam asli Indonesia. Tanda +1 menunjukkan awal dari

coding start site (CDS). Adanya SNPs ditunjukkan dengan huruf yang berwarna merah).



Tipe liar (wild type, W) unselected (UC) dan highly selected chicken (HC)
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Mutasi splice-site 1 (SS1): unselected (UC), moderately (MC) dan highly selected chicken (HC)
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GTGATGTTATCCCACTTTCAAACATTCATTTTAT ACTTTGTCTCCCATACATCATTAAAA TAAAAGCTTGAGCTCTGAGGTAGGTA
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Mutasi splice-site 2 (SS2): ayam hutan, unselected (UC) dan moderately selected chicken (MC)

24240 21250 21260 21270 he 21280 21290 21300 21310 21320 21330
GCTGTGATGTTATCCCACTTTCAAACATTCAT TATAAACTTITGTCTICCCATACATCAT AAATAATTTT TAAAAGCTTGAGCTCTGAGGTAG

Gambar 18 Tipe mutasi splice-site (SS) yang ditemukan pada ekson 14 gen Mx
ayam yang menyebabkan perbedaan panjang ekson (frameshift
mutation): (1). Tipe liar (wild type, W) dengan panjang ekson 206 bp
yang ditemukan pada breed ayam Indonesia yang tidak mengalami
seleksi (unselected chicken, UC) dan tingkat seleksi tinggi (highly
selected chicken, HC), (2). Mutasi SS1 dengan panjang ekson 211 bp
yang ditemukan pada kelompok ayam UC, MC dan HC, dan (3).
Mutasi SS2 dengan panjang ekson 234 bp yang ditemukan pada
kelompok AHH (L1), AHMj dan AHMs (L2), kelompok UC dan MC.
Mutan SS1 dan W masing-masing kehilangan tiga (3) dan tiga puluh
dua (32) basa nukleotida pada ekson 14 gen Mxnya.
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Kelompok Spesies/Breed Asam Amino
7 Sy s R g (T s g —
7 7 8 8 8 8 8 9 9 9
3 4 4 6 71 _-8—9_ 0 1 2 4
HC Q390353+ 2 ? S 2 =
ARGb12 L L s P
ARGH18 L s P
ARGbH132 ? =
AS1 L L S P
BgKS ? =
BJ1 2 5 =
BRO10 L S P
BS251 ? 2 3
KT26 ? 2
L25t ? 2 = =
NNK405 ? 2 =z o8 o= o8 =
MC ARGj1' ? L T L S P M H
ARGj6' ? L T L S P M H
AKB103 ? L T L S P M H
CMN777 ? L T L S P M H
GAG130 ? L T L S P M H
KDh802 ? L T L S P M H
KDp905 ? L T L S P M H
KPGb455 ? L T L S P M H
KPGd41 ? L T L S P M H
PLG456 ? L T L 8 P M H
STL300 ? L T L S P M H
uc BkSr3= ? L T L S P M H
BkSr449= L T L 8 P M H
BRG018™ L T L S P M H
GUN15 L T L S P M H
KPGj1t ? L T L S P M H
KPG;j3' ? L T L S P M H
WLK28® 2 = L T L S P M H
L AHHIS D KNL T L S P M H
AHH703 D K T L S P M H
AHM;759 ¥: R INT L & P 1
AHM709 - L L S P

Gambar 19 Runutan asam amino yang dihasilkan dari mutasi tipe splice site (SS)
dan tipe liar (wild type, W) gen Mx ayam yang digunakan pada
penelitian ini. Tipe W dan mutan SS1 masing-masing kehilangan
delapan (8) dan satu (1) asam amino dibandingkan dengan mutan SS2.
"Breed ayam yang mempunyai latarbelakang wabah penyakit Avian
Influenza (Al) dan Newcastle Disease (ND). “Ayam asli Indonesia

yang langka.
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Gambar 20 Single nucleotide polymorphlsm (SNP) pada posisi basa nukleotlda ke
1892 bp (S631N) gen Mx ayam yang ditemukan pada penelitian ini, alel
resisten (A/A) dan alel rentan (A/G dan G/G). Tanda anak panah
menunjukkan basa nukleotida yang mengkode Asn (AAT) atau Ser
(AGT) pada asam amino ke 631.

Hubungan antara Karakteristik Gen Mx dengan Respon Kekebalan
Tubuh Ayam terhadap Virus Avian Influenza (AlV)
dan Newcastle Diseases (NDV)

Rataan titer antibodi ayam (ARGD) terhadap NDV pada kelompok alel
resisten A/A lebih rendah (p<0.05) jika dibandingkan dengan kelompok alel rentan
AJ/G dan G/G (Tabel 13). Kelompok alel resisten A/A juga memiliki rataan titer
antibodi terhadap H5N1 AlV yang lebih rendah (p<0.05) jika dibandingkan dengan
kelompok rentan homozigot G/G, namun demikian lebih tinggi jika dibandingkan
dengan kelompok rentan yang heterozigot A/G.
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Tabel 12 Frekuensi alel A dan G pada posisi nukleotida ke 1892 bp (S631N) dan

mutasi splice-site (SS) pada gen Mx ayam

No Kelp  Sampel N S631N Genotipe/Frekuensi Wild Splice Site/
(N/1%) Type Frekuensi (N/%)
A/A AIG GIG SS1 SS2
1 L1 AHHmM 3 - - 3(100) - 3(100)
AHHj 3 3(100) 3(100)
2 L2 AHMj 2 2 (100) 2 (100)
AHMs 2 - 2 (100) - 2 (100)
3 ucC BkSr 5 3(60) 2 (40) 2 (40) 3(60)
BRG 5 3(60) 2 (40) 1 (20) 4 (80)
GUN 5 5 (100) - 5 (100) -
KPGj* 10 7 (70) 3(30) - 7(70) 3(30)
KPGd 10 10 (100) - 1 (10) 5(50) 4 (40)
SUM 5 5 (100) - 5 (100) -
WLK 10 10 (100) - - 10 (100)
4 MC AKB 5 4 (80) 1 (20) - 2 (40) 3(60)
ARGj* 10 5 (50) - 5 (50) - 10 (100)
CMN 5 5 (100) - 5 (100)
GAG 5 5 (100) - - - 5 (100)
KPGb 10 - 10 (100) 10 (100) 2 (20) 8 (80)
KDh 6 6 (100) - - - - 6 (100)
KDI 5 3(60) 2 (40) 5 (100)
KDp 5 5 (100) - - 5 (100)
STL 5 5 (100) 4 (80) 1(20)
PLG 10 10 (100) - - 10 (100)
5y HC ARGb 30 5(16) 10 (34) 15 (50) 15 (50) 15 (50) -
AS 5 4 (80) 1 (20) - - 4 (80) 1 (20)
NNK 10 - 5 (50) 5 (50) 10 (100) - -
BJ 5 - 5 (100) 5 (100)
BS 5 - 5 (100) 5 (100)
BgK 5 5 (100) - 5 (100)
KT 5 5 (100) 5 (100)
SRM 5 5 (100) - - 5 (100) -
BRO 10 1(10) 9 (90) 8 (80) 2(20)
L 10 - 10 (100) 10 (100)
216

*Berasal dari populasi dengan latarbelakang wabah penyakit Avian Influenza (Al) dan Newcastle

Disease (ND).

Tabel 13 Rataan dan standar deviasi titer antibodi HI terhadap boosting vaksinasi
NDV dan H5N1 AlV pada ayam arab golden (ARGb) umur 20 minggu
yang memiliki alel resisten (A/A) dan rentan (A/G dan G/G) pada gen

MXx nya.
) n Titer Antibodi (log ?)
Genotipe
ND Al
AIA S 3,60 +1,52° 7,00 £2,91%
AIG 10 5,10 + 2,42 6,00 + 2,83%
G/G 15 8,13 + 3,022 7,80 +2,98%

& b-Superskrip yang disertai huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan
perbedaan yang nyata (p<0.05).
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Pohon Filogeni dan Struktur Populasi Ayam
berdasarkan Keragaman Gen Mx

Rataan kecepatan substitusi nukleotida yang ditemukan pada gen Mx ayam
berdasarkan analisis MCMC ditampilkan pada Tabel 14. Subsitusi nukelotida A<-
>C (8.526480e-002) merupakan subsitusi nukleotida paling lambat yang ditemukan
pada sekuen gen Mx ayam. Sedangkan kecepatan subsitusi nukleotida yang paling
tinggi ditunjukkan oleh (C<->T) (3.823980e-001) dan diikuti oleh A<->G
(3.616363e-001). Pohon filogeni yang terbentuk berdasarkan panjang cabang
(branch length) yang diperkirakan berdasarkan Marcov Chain Monte Carlo
(MEMC) 95% ditampilkan pada Gambar 21. Haplogroup gen Mx ayam lokal
Indonesia (haplogroup I11) secara jelas terpisah dengan haplogroup gen Mx AHH
(L1) (haplogroup I) dan ayam ras komersial (haplogroup I1). Haplogroup I terdiri
dari2 sub haplogroup yaitu AHHmM dan AHHj yang masing-masing terpisah 100%.
Haplogroup Il didominasi oleh ayam-ayam yang dihasilkan dari program seleksi
yang intensif (HC), sedangkan haplogroup Il didominasi oleh ayam-ayam yang
masuk dalam kategori UC dan MD. Oleh karena itu struktur populasi ayam lokal
Indenesia berdasarkan keragaman gen Mx dapat dibedakan menjadi 2 vyaitu
haplogroup Il dan I11. Pada haplogroup I, struktur populasi ayam terdiri dari 3 sub
haplogroup, yaitu (1). A (ARGb, KT dan BRO), (2). B (BS dan BJ), dan (3). C
(BgkK, L, SRM, WL GQ390353, RIR DQ78616 dan WLK). Struktur populasi ayam
pada haplogroup 11 terdiri dari 7 sub haplogroup, yaitu (1). D (ARGb, ARS, GUN,
KPGd, KPGj, NNK dan STL), (2). E (BkSr dan KPGj), (3). F (KPGj dan KPGDb),
(4).G (AKB, BRG, dan SUM), (5). H (AHMs dan AHM,j), (6). | (BkSr, KDI dan
KPG])), (7). J (CMN, GAG, KDh, KDp, PLG dan WLK).



Tabel 14. Kecepatan mutasi nukleotida pada sekuen gen Mx ayam berdasarkan perkiraan Marcov Chain Monte Carlo (MCMC)

95% HPD Interval

Parameter Rataan Varian Lower Upper Median minESS avgESS PSRF

TL 8.464663e+000 8.611860e-001 6.668366e+000 1.022802e+001 8.431938e+000 1.025800e+003 1.074903e+003 1.000039e+000
r(A<->C) 8.526480e-002 8.356434e-004 3.250982e-002 1.407146e-001 8.260073e-002 8.407763e+002 8.469012e+002 9.997114e-001
r(A<->G) 3.616363e-001 2.698517e-003 2.561833e-001 4.591454e-001 3.611716e-001 6.195097e+002  6.561845e+002  9.996986e-001
r(A<->T) 6.066819¢-002 5.453166e-004 1.973576e-002 1.061225e-001 5.820712e-002 5.446793e+002  7.104835e+002 1.000108e+000
r(C<->G) 6.468249¢-002 7.351323e-004 1.491669e-002 1.154481e-001 6.105100e-002 4.149561e+002  6.144624e+002  9.996775e-001
r(C<->T) 3.823980e-001 3.308999¢-003 2.724661e-001 4.976020e-001 3.820944e-001 4.426823e+002  5.678326e+002  9.998000e-001
r(G<->T) 4.535019¢e-002 4.678791e-004 6.193819¢-003 8.594212¢-002 4.188586e-002 7.489638e+002  8.379658e+002  9.996670e-001
n(A) 3.091747e-001 1.132238e-004 2.895701e-001 3.310888e-001 3.091171e-001 1.049259e+003  1.062476e+003  9.997070e-001
7(C) 2.163684e-001 9.272665e-005 1.981908e-001 2.355382¢-001 2.164348e-001 1.078112e+003  1.108205e+003  9.996680e-001
(G) 2.077944e-001 8.992227e-005 1.895159¢-001 2.262487e-001 2.079030e-001 9.966145e+002  1.041492e+003  9.997541e-001
n(T) 2.666624e-001 1.060162e-004 2.481507e-001 2.879501e-001 2.665359¢-001 7.026314e+002  9.138991e+002  9.999265e-001
alpha, 6.053312¢-002 2.968695e-005 5.575691e-002 6.570605e-002 6.032115e-002 8.367286e+002  1.140060e+003  9.999193e-001
pinvar 9.289573e-001 9.062797e-005 9.109020e-001 9.475831e-001 9.293588e-001 9.162621e+002  9.764997e+002  9.997224e-001

TL: total panjang pohon. r: kecepatan subsitusi nukleotida yang reversible. : frekuensi nukleotida. Alpha: distribusi gamma dari variasi lokus. Pinvar: proporsi lokus monomorfik. PSRF:
Potential Scale Reduction Factor, nilai yang akurat adalah mendekati 1.
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Gambar 21 Pohon filogeni dan struktur populasi ayam Indonesia dan ayam hutan
berdasarkan keragaman genetik gen Mx yang dianalisis berdasarkan
pendugaan Bayesian (Ronquist and Huelsenbeek 2003). Ayam
Indonesia pada diplogroup Il dan Il secara jelas terpisah dengan
diplogroup I (AHHmM dan AHHj). Diplogroup Il didominasi oleh ayam-
ayam yang masuk pada kelompok highly selected chicken (HC),
sedangkan diplogroup 11l didominasi oleh ayam-ayam pada kelompok
Liar 2 (L2), unselected chicken (UC) dan moderately selected chicken
(MD). Angka yang mengikuti kode nama spesies/sub spesies/breed
ayam menunjukkan nomor sampel ayam.

PEMBAHASAN

Variasi Gen Mx Ayam berdasarkan Sejarah Seleksi dan
Pembentukan Breed atau Galur Ayam

Variasi gen Mx pada ayam Indonesia berdasarkan sejarah program seleksi
dan pembentukan breed ayam (Tabel 9-14) memberikan pemahaman yang lebih
luas tentang keragaman genetik dan sejarah evolusi gen Mx ayam. Panjang daerah
promotor gen Mx ayam Indonesia yang diduga pada penelitian ini adalah 215 bp
seperti halnya panjang daerah promotor gen Mx ayam dari Cina DQ788614 (Li et
al.-2007) dan ayam ras komersial DQ788613, DQ788615, DQ788616 (Li et al.
2007), GQ390353 (Yin et al. 2010) dan Z23167 (Schumacher et al. 1994).
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Pada penelitian ini telah ditemukan 127 SNPs pada gen Mx ayam yaitu 18,
4,16, 23, 10, 11, 3,5, 0, 4, 1, 5, 1, 7 dan 19 SNPs masing-masing pada daerah
promotor, ekson 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13 dan 14 (Gambar 15). Daerah
promotor, ekson 2, 3 dan 14 memiliki keragaman nukleotida yang lebih tinggi
dibandingkan dengan ekson yang lain dari gen Mx ayam. Li et al. (2007) juga
menemukan 6 SNPs di daerah promotor gen Mx dan 1 mutasi G>A pada daerah
IFN-stimulated response element. Pada penelitian ini, ditemukan 18 SNPs dan 6
mutasi G>A dan juga mutasi-mutasi nukleotida yang lain pada daerah promotor gen
Mx ayam Indonesia (asli dan lokal) (Gambar 17). Menurut Li et al. (2007) tingginya
keragaman nukleotida pada daerah promotor gen Mx ayam diduga dapat menjaga
keseimbangan dan menjaga keragaman genetik pada coding region yang
bermanfaat bagi ayam terkait kelenturan genetik ayam dalam beradaptasi terhadap
serangan patogen dan gen-gen yang berasosiasi dengan daya tahan tubuh terhadap
serangan patogen.

Pada penelitian ini, mutasi yang ditemukan pada TATA box (T->C;
YATAGAAA) pada daerah promotor gen Mx ayam asli Indonesia (Gambar 17)
yang tidak ditemukan pada penelitian terdahulu (Li et al. 2007, Yin et al. 2010)
diduga dapat mempengaruhi peran penting TATA box dalam transkripsi. Kim &
Iyer-(2004) telah menduga peran penting TATA box dalam menentukan tingkat
ekspresi yang berhubungan dengan sifat alami dari promoter baik sebagai tipe
aktifator atau tipe penghambat yang kemungkinan menyebabkan perubahan-
perabahan dalam transkripsi. TATA box juga diketahui mengikat RNA polymerase
Il dan faktor-faktor transkripsi untuk membentuk komplek awal inisiasi. Kasai et
al. 2(1992) juga mengemukakan peran penting sekuen TATAGAAA dalam
meregulasi promotor adenovirus Iva2 manusia (Kasai et al. 1992). Namun
demikian, fungsi sekuen TATAGAAA pada promotor ayam belum diketahui (Li et
al. 2007) sehingga masih perlu kajian lebih lanjut.

Gambar 17 juga menunjukkan bahwa CAAT box berada di antara GAAA
box-dan diikuti oleh ISRE yang merupakan sekuen consensus yang ditemukan pada
daerah promotor seperti yang juga ditemukan oleh Li et al. (2007 ) dan Yin et al.
(2010). Namun demikian, substitusi nukleotida yang terjadi pada sekuen ISRE1
(T=>C, AGGAGAAAYGAAACTA) dan ISRE2 (G>A, GAAAGGAAARGGG)
pada daerah promotor gen Mx ayam lokal Indonesia (Gambar 16) juga diduga
mempengaruhi fungsi ISRE. Sekuen ISRE1 pada gen Mx2 tikus (Hug et al. 1998,
Asano et al. 2003) sudah dilaporkan conserved and berperan penting dalam regulasi
ekspresi gen yang diinduksi oleh interferon (IFN-inducible genes) pada mamalia
(Hug et al. 1988, Schumacher et al. 1994, Asano et al. 2003) dan burung
(Schumacher et al. 1994). Namun demikian, Li et al. (2007) yang juga
menemukan adanya ISRE2 pada ayam Cina, mengemukakan bahwa fungsi sekuen
ISRE2 pada ayam belum diketahui fungsinya. Namun demikian, Ronni et al.
(1998), mengemukaan bahwa ISRE2 pada manusia diduga tidak berfungsi.

Hasil penelitian ini juga mendukung Li et al. (2006), Yin et al. (2010) dan
Wang et al (2012) yang juga telah menemukan SNP-SNP baru pada gen Mx pada
berbagai breed dan populasi ayam yang kemungkinan berpengaruh terhadap
aktifitas antivirus gen Mx ayam. Dengan membandingkan sekuen gen Mx ayam
ras komersial (RIR dan WL) dan ayam hias (silkie) dengan ayam hutan merah, Li
etial. (2007) menemukan 237 lokus mutasi pada gen Mx ayam tersebut. Pada
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penelitian ini, ditemukan 119 situs mutasi dimana 75 diantaranya merupakan situs
polimorfik nukleotida tunggal. Sejarah pembentukan breed dan latar belakang
wabah penyakit viral seperti ND dan Al juga diperkirakan mempengaruhi variasi
sekuen gen Mx ayam lokal Indonesia dan aktifitas antivirusnya. Tabel 9
menunjukkan tingginya keragaman gen Mx ayam Indonesia. Ayam asli Indonesia
yang langka (BkSr, BRG, GUN, SUM dan WLK) yang sebagian besar berada pada
kategori UC memiliki keragaman gen Mx yang lebih tinggi jika dibandingkan
dengan ayam ndonesia lainnya dan juga ayam ras komersial (BRO dan L) dan ayam
hias dan petarung (BgK, KT dan SRM). Ayam kampung yang berasal dari populasi
yang mempunyai latarbelakang wabah Al dan ND (KPGj) pada kelompok UC
memiliki keragaman genetik yang lebih tinggi (7=0.00282) jika dibandingkan
dengan populasi ayam kampung yang tidak mengalami wabah penyakit Al dan ND
(KPGd, 7=0.00181) (Tabel 9.). Tingginya keragaman genetik ayam sangat penting
bagi proses adaptasi ayam terhadap sistem produksi, serangan penyakit dan kondisi
lingkungan tropis di Indonesia. Menurut Sponenberg et al. (2014) rendahnya
keragaman genetik menunjukkan tingginya keseragamann (uniformity) yang akan
menyulitkan bagi individu ternak untuk beradaptasi dengan lingkungan karena
populasi yang seragam kemungkinan kehilangan penanda genetik untuk
beradaptasi dengan lebih baik terhadap tekanan-tekanan lingkungan yang baru.

Ayam asli Indonesia, ayam ras komersial dan ayam hias secara spesifik
mempunyai kesamaan asam amino penyusun gen Mx pada posisi ke 21, 41, 42, 81,
110-dan 728 (Tabel 13 dan 14). Sedangkan subsitusi nonsynonimous pada posisi ke
174,182, 188, 308, 316, 522 dan 737 merupakan asam amino penciri yang hanya
dimiliki oleh ayam asli Indonesia. Namun demikian, sekuen gen Mx WLK
mengalami subsitusi asam amino W>Q pada posisi ke 491 dan kehilangan 1 asam
amino (Meth) pada posisi ke 737. Penelitian ini juga menemukan insersi 1 asam
amimo (K) pada posisi asam amino ke 712 dari gen Mx GUN. Subsitusi 1 asam
amino juga hanya ditemukan pada posisi asam amnio ke 535 gen Mx PLg.

Subsitusi asam amino pada posisi 14, 15, 47, 65, 82, 91, 109, 339, 416 dan
473, insersi 6 asam amino pada posisi ke 496, 535, 548, 668, 680, 688, 773 dan 774
merupakan penciri sekuen gen Mx AHH yang membedakannya dengan ayam lokal
Indonesia dan ayam domestik yang lain. Delesi 2 asam amino pada posisi 535 dan
548. kemungkinan dapat digunakan sebagai penanda (marker) genetik untuk
membedakan AHHj dan AHHmM. Ayam hutan hijau (AHH) juga mempunyai asam
amino yang sama dengan AHM pada posisi 416 dan 473 bp yang membedakannya
dengan ayam Indonesia.

Evolusi Ekson 14 Gen Mx Ayam berdasarkan Sejarah Seleksi dan
Pembentukan Breed atau Galur Ayam

Pada penelitian ini, lokus mutasi S631N yang diduga memiliki aktifitas
anttviral seperti yang dilaporkan oleh Ko et al. (2002) juga ditemukan pada posisi
1892 bp atau asam amino pada posisi ke 631 pada gen Mx ayam Indonesia (Tabel
12.dan 14). Semua sampel AHH dan AHM yang digunakan pada penelitian ini
hanya memiliki alel rentan homozigot (G/G) (Tabel 12). Hal ini sesuai dengan
penelitian Seyama et al. (2006) yang juga menemukan bahwa AHM dan AHH dari
Indonesia tidak memiliki tipe alel resisten. Namun demikian, sampel AHM dari
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Laos (Seyama et al. 2006) dan AHM dari Cina (Quan et al. 2010) memiliki
frekuensi alel resisten A/A yang tinggi seperti halnya WL dan RIR (Seyama et al.
2006) dan ayam lokal dari Cina (Quan et al. 2010). Li et al. (2007) juga menemukan
bahwa frekuensi alel resisten A/A dari ayam Cina secara nyata berbeda dengan
ayam-ayam ras komersial seperti WL dan RIR. Penelitian ini menduga bahwa Ser
pada posisi 631 yang ditunjukkan oleh AHM dan AHH merupakan karakteristik
gen Mx dari nenek moyang ayam lokal Indonesia. Proses domestikasi dan program
seleksi ayam kemungkinan menyebabkan meningkatnya keragaman gen Mx ayam
lokal Indonesia seperti yang ditemukan pada penelitian ini (Tabel 9) yang
kemungkinan juga berpengaruh terhadap kemampuan antiviral gen Mx ayam.
Bazzigher et al. (1993) juga melaporkan bahwa itik liar tidak mampu menghambat
multiplikasi virus Al dan VSV karena memiliki Ser pada posisi asam amino ke 631
pada gen Mxnya.

Insersi 5 nukleotida (ATAAA) pada posisi 2318-2322 bp gen Mx AHH juga
didaga merupakan sekuen spesifik yang hanya ditemukan pada AHH (Tabel 14)
yang mengindikasikan perbedaannya dengan AHM, ayam Indonesia dan ayam ras
komersial. Pada ekson 14 juga ditemukan 31 bp indels yang menyebabkan adanya
tiga tipe mutasi nukleotida, yaitu tipe W, SS1 dan SS2 (Gambar 18). Secara umum,
bregd ayam asli Indonesia yang langka dan ayam lokal Indonesia lainnya memiliki
tipe-mutasi SS1 dan SS2. Ayam ras komersial, ayam hias dan ayam petarung
memiliki tipe mutasi W. Sedangkan ayam hutan, baik AHH maupun AHM
memiiliki tipe mutasi SS2. Insersi 31 bp pada akhir ekson 14 gen Mx merupakan
karakteristik penciri gen Mx AHH dan AHM yang juga dimiliki oleh sebagain besar
ayam Indonesia (Gambar 19). Oleh karena itu penelitian ini menduga adanya
hubuingan kedekatan antara AHH atau AHM dengan ayam Indonesia seperti yang
disimpulkan dalam penelitian tahap pertama yang menggunakan marker mtDNA
D-loop dalam determinasi struktur populasi ayam Indonesia. Penelitian ini juga
menduga bahwa setelah proses domestikasi dan seleksi yang dialami ayam, gen Mx
ayam mengalami perubahan (evolusi) sehingga keragaman nukleotida gen Mx
ayam Indonesia lebih tinggi jika dibandingkan dengan ayam hutan dan ditemukan
beberapa tipe mutasi pada gen Mx ayam Indonesia (W, mutan SS1 dan SS2).
Namun demikian, hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya yang
menemukan bahwa AHM dari Indonesia dan dari Laos (Seyama et al. 2006), AHM
dari Cina Li et al. (2007) dan AHH dari Indonesia (Seyama et al. 2006) memiliki
tipe mutasi W pada ekson 14 gen Mxnya. Penelitian ini menduga adanya perbedaan
derajat kemurnian genetik ayam hutan yang digunakan dalam penelitian ini dengan
penelitian sebelumnya.

Penelitian ini juga menduga pentingnya peranan mutasi non-sense dan SS dari
gen Mx dalam hubungannya dengan kemampuan alel resisten A/A untuk
memberikan respon terhadap infeksi virus. Dua (2) SS mutan yang dimulai pada
posisi 1269 pada ekson 14 gen Mx ayam terdeteksi pada penelitian ini, yaitu mutan
SStdan SS2 (Gambar 18). Tiga (3) dan tiga puluh satu (31) basa nukleotida hilang
dart, ekson 14 gen Mx masing-masing pada mutan SS1 dan tipe liar (W)
menghasilkan hilangnya satu (1) dan delapan (8) asam amino pada ekson 14 gen
Mx (Gambar 19). Secara umum, breed ayam Indonesia yang langka dan ayam
Indonesia lainnya memiliki tipe mutasi SS1 dan SS2. Namun demikian, breed ayam
Indonesia yang berada pada kelompok HC yang terbentuk dari proses seleksi
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intensif dan mendapatkan program vaksinasi regular (ARGb, AS dan NNK)
memiliki tipe mutasi W sama dengan ayam yang berasal dari luar negeri yang juga
dibentuk dari proses seleksi dan pemuliaan secara intensif (BJ, BgK, BRO, BS, KT,
L, SRM dan WL Semua sampel BS dan BJ yang berasal dari USA yang digunakan
pada penelitian ini juga hanya memiliki mutasi tipe W. Hasil penelitian ini
menjelaskan perbedaan antara BS dengan SUM (pada kelompok UC) yang
memiliki tipe mutasi SS1. Penelitian ini juga menjelaskan perbedaan antara BJ dari
populasi USA dengan KDh dari Jawa Tengah (pada kelompok MC) yang memiliki
tipe mutasi SS2. Hasil penelitian ini juga didukung oleh hasil analisis struktur
populasi ayam Indonesia berdasarkan sekuen mtDNA D-loop (Gambar 12) dan
sekuen gen Mx (Gambar 21) yang menjelaskan perbedaan distribusi BJ dan BS
yang terpisah dari SUM dan KDh serta ayam Indonesia yang lain. Tabel 16 juga
menunjukkan perbedaan yang nyata (p<0.05) baik diantara kelompok, diantara
populasi dalam kelompok maupun di dalam populasi ayam dari kelompok L1, L2,
UC; MC dan HC.

Mutasi SS dapat berupa insersi (penambahan satu atau lebih nukleotida) dan
delesi (pengurangan satu atau lebih basa nukleotida) pada posisi lokus spesifik SS
yang menyebabkan perbedaan jumlah basa nukleotida pada lokus spesifik tersebut
(Cartegni et al. 2002; Freeland 2005). Mutasi SS dapat menurunkan kemampuan
pengenalan intron sehingga menghambat splicing intron selama proses perubahan
precursor MRNA menjadi mMRNA yang matang (Talerico dan Berget 1990; Cartegni
et al: 2002). Jika terjadi mutasi SS, transkripsi mMRNA akan memberikan informasi
tentang adanya intron (yang secara normal seharusnya tidak terlibat dalam proses
transkripsi) sehingga terjadi salah pengulangan dan penempelan (wrong repeat)
(Freeland 2005). Jika insersi dan delesi (indel) ditemukan pada daerah coding maka
akan terjadi perubahan pembacaan runutan kodon yang terbentuk (yang selanjutnya
disebut dengan mutasi frameshift) yang pada akhirnya dapat menyebabkan
terbentuknya protein yang abnormal yang kehilangan fungsinya (disfungsi protein)
(Freeland 2005). .Di antara perubahan fenotipe karena adanya mutasi SS, ekson
skiping adalah kejadian yang paling banyak ditemui jika dibandingkan dengan
perubahan fenotipe yang lain seperti aktifasi cryptic splice site, pembentukan
pseudo-exon di antara intron dan retensi intron (Berget 1995). Ekson skiping diduga
merupakan hasil dari kegagalan mutasi SS untuk mengenali ekson. Mutasi SS dapat
mempengaruhi pre-mRNA splicing dan secara nyata telah terbukti meningkatnya
kerentanan tubuh manusia terhadap penyakit (Nakai dan Sakamoto 1994, Berget
1995, Sakai et al. 1996, Ars et al. 2000, Faustino and Cooper 2003, Ward and
Cooper 2010, Mattioli et al. 2014). Berdasarkan hal tersebut di atas, mutasi SS yang
ditemukan pada gen Mx ayam pada penelitian ini kemungkinan menghasilkan
protein gen Mx yang abnormal yang kehilangan fungsinya dalam menigkatkan
resistensi terhadap antigen sehingga lokus S631N belum dapat digunakan sebagai
marker genetik untuk meningkatkan resistensi ayam terhadap serangan AlV, ND
maupun virus yang lain.

Kelompok ayam yang memiliki alel resisten A/A, yang juga memiliki tipe W
(Tabel 18) diduga juga kehilangan fungsi alel resistennya tersebut dalam
meningkatkan reaktifitasnya terhadap infeksi virus sehingga alel resisten A/A
memiliki Ab NDV (3,60 + 1,52) dan Ab H5N1 AlV (7,00 + 2,91) yang lebih rendah
(p<0.05) jika dibandingkan dengan alel rentan yang homozigot G/G (Ab NDV 8,13
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+ 3,02; Ab H5N1 AIV 7,80 £ 2,98). Ayam yang memiliki alel rentan heterozigot
AJ/G juga memiliki Ab NDV yeng lebih tinggi (5,10 £ 2,42ab; P<0.05) jika
dibandingkan dengan kelompok ayam yang memiliki alel resisten A/A (3,60 £
1,52). Namun demikian ayam yang memiliki alel rentan heterozigot A/G memiliki
Ab H5N1 AlV yeng lebih rendah (6,00 + 2,83; P<0.05) jika dibandingkan dengan
kelompok ayam yang memiliki alel resisten A/A (7,00 = 2,91). Hasil ini
mengindikasikan bahwa peran alel A pada alel rentan heterozigot A/G tidak bisa
dipastikan untuk meningkatkan respon antibodi ayam terhadap antigen tertentu.
Mengingat resistensi terhadap penyakit dipengaruhi oleh berbagai antigen dan juga
dikentrol oleh berbagai gen (multi-gene) (Qu et al. 2009), oleh karena itu pada
penelitian ini belum dapat disarankan penggunaan umum alel A dari gen Mx untuk
meningkatkan kekebalan tubuh ayam terhadap berbagai jenis antigen. Penelitian
lebth lanjut untuk menganalisis asosiasi gen Mx dengan ayam dengan berbagai jenis
patogen masih perlu dilakukan lebih lanjut seperti juga yang disarankan oleh
(Benfield et al. 2008; Qu et al. 2009; Benfield et al. 2010; Yin et al. 2010 dan Wang
et al. 2012

Hasil penelitian ini juga didukung oleh profil promotor gen Mx ayam
(Gambar 17), dimana ayam yang memiliki alel resisten A/A juga mengalami mutasi
pada sekuen TATA-box (YATAGAAAA), ISRE1 (AGGAGAAAYGAAACTA)
dan—ISRE2 (GAAAGGAAARGGG) yang kemungkinan menyebabkan ayam
dengan alel resisten bereaksi lebih lambat terhadap NDV dan AIV. Hasil penelitian
ini mengindikasikan pengaruh negatif alel resiten A/A terhadap NDV dan H5N1
AV seperti juga yang ditemukan oleh Qu et al. (2009) dan Wang et al. (2012). Qu
et al. (2009) menemukan kelompok ayam yang memiliki alel resisten A/A
memiliki rataan Ab AIV paling rendah (4.000£1.497) jika dibandingkan dengan
kelompok alel rentan A/G (4.936+1.389) dan G/G (4.545+1.583). Meskipun Ko et
al. £2002) menduga adanya kemungkinan alel resisten A/A mempunyai aktifitas
antiviral, namun demikian aktifitas antiviral dari gen Mx yang ditemukan oleh Ko
et al. (2002) hanya dilakukan secara in vitro. Uji tantang virus terhadap alel A ayam
jugatidak menunjukkan resistensi alel A terhadap aktivitas virus (Sironi et al. 2008,
Wang etal. 2012, Schusser et al. 2011). Hasil penelitian ini mengindikasikan bahwa
manfaat dari alel resisten A belum dapat dipastikan seperti yang dinyatakan oleh
(Benfield et al. 2008; Qu et al. 2009; Benfield et al. 2010; Yin et al. 2010 dan Wang
et al. 2012). Oleh karena itu, penelitian ini menyarankan adanya kajian lebih lanjut
tentang karakteristik mutasi gen Mx pada breed atau galur ayam sebelum memilih
alel resisten A/A untuk meningkatkan resistensi terhadap virus.

Berdasarkan sejarah seleksi dan pemuliaan ayam, kelompok ayam HC yang
mengalami seleksi secara intensif untuk karakteristik tertentu dan mendapatkan
program vaksinasi yang intensif (ARGb, BGK, BJ, BRO, BS, L, KT, SRM) juga
memiliki mutasi tipe W pada ekson 14 gen Mx seperti halnya tipe mutasi gen Mx
yang: dimiliki oleh breed atau galur ayam ras komersial (Tabel 17). Namun
demikian, pada penelitian ini, gen Mx KPGd yang dipelihara peternak sebagai tipe
ayam dwiguna (penghasil telur dan daging) dalam sistem pemeliharaan umbaran
tanpa adanya penerapan program seleksi (kelompok UC) (Tabel 17) juga memiliki
tipe'W (10%), mutan SS1 (50%) dan SS2 (40%). Di antara breed ayam pada
kelompok HC, tipe mutan SS1 gen Mx hanya ditemukan pada ARGb (50%).
Ayam-ayam lain yang berada di kelompok MC (AKB, KPGb dan STL) juga
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merupakan mutan SS1 (Table 4). Mutan SS2 hanya ditemukan secara spesifik pada
ayam lokal Indonesia (ARGj, KDh, KDI, KDp, PLg dan WLK), AHH dan AHM
(Tabel 17; Gambar 18), mengindikasikan hubungan yang dekat antara ayam
Indonesia dengan AHH dan AHM. Mutan SS2 juga ditemukan pada sekuen gen Mx
AHM dari Cina (Li et al. 2007). Namun demikian, semua ayam dari Cina yang
dianalisis oleh Liu et al. (2007) memiliki gen Mx tipe W. Berdasarkan hal tersebut,
maka mutan SS2 pada gen Mx yang dimiliki oleh ayam Indonesia, AHM dan AHH
diperkirakan sebagai penciri sekuen gen Mx nenek moyang ayam Indonesia Di
samping itu, hanyutan genetik (genetic drift) juga diduga mempengaruhi evolusi
gen-Mx ayam Indonesia.

Determinasi Breed Ayam Indonesia berdasarkan
Keragaman Gen Mx

Tiga diplogroup utama gen Mx teridentifikasi pada penelitian ini (Gambar
20); yaitu diplogroup | yang terdiri dari AHH (kategori L1), diplogroup Il yang
terdiri dari ayam ras komersial dan sebagian ayam Indonesia (ARGb, KPGd dan
WILK) dan diplogroup 111 yang didominasi oleh ayam Indonesia yang masuk dalam
kategori UC dan MC. Ayam hutan hijau (AHH) memiliki cabang pohon (branch
length) yang panjang yang menunjukkan tingginya keragaman gen Mx di dalam
populasi. Ayam hutan hijau (AHH) juga membentuk diplogroup gen Mx tersendiri
(diptogroup I). Namun demikian, kontribusi genetik AHH kepada ayam Indonesia
dapat dijelaskan dari penyebaran BkSr pada diplogroup Il bersama dengan ayam
Indenesia yang lain, seperti halnya yang ditemukan pada penelitian tahap | dengan
menggunakan penanda mtDNA D-loop.

Di sisi lain, sekuen gen Mx AHMj dan AHMs (L2) mengelompok pada
kelompok Il bersama-sama dengan ayam Indonesia yang lain (UC dan MC
(Gambar 21). Hal ini mengindikasikan adanya kesamaan gen Mx AHMj dan AHMs
dengan gen Mx ayam Indonesia. Hasil penelitian ini tidak sejalan dengan hasil
analisis struktur populasi ayam berdasarkan analisis mtDNA d-loop (Gambar 12)
yang menjelaskan terbentuknya kelompok monophyletic antara AHH dengan AHM
yang selanjutnya menjadi kelompok sister dengan ayam Indonesia. Penggunaan
segment lain dari gen Mx terutama intron perlu dilakukan untuk mendapatkan
pemahaman yang lebih detail tentang proses evolusi, domestikasi dan pembentukan
breed ayam lokal Indonesia.

Analisis struktur populasi ayam baik berdasarkan keragaman gen Mx maupun
mtDNA d-loop juga menunjukkan bahwa BJ dan BS dari USA masing-masing tidak
berkerabat dekat dengan KDh dan SUM (Gambar 12 dan 21). Kelompok
monophyletic dibentuk oleh BJ dan BS bersama dengan WL, Bgk, KT, WL, RIR
dan SRM vyang dihasilkan dari program seleksi dan pemuliaan ayam yang
diterapkan secara intensif (kelompok HC). Hal ini mengindikasikan bahwa BJ dan
BS telah kehilangan identitas genetik ayam Indonesia akibat proses seleksi dan
pemuliaan genetik yang telah dilakukan di USA (kemungkinan sudah mengalami
perkawinan dengan ayam yang lain, terutama ayam ras komersial). Sebagian ayam
Indonesia (ARGb12 dan WLK) juga tersebar di kelompok Il. Berdasarkan
informasi dari breeder ayam yang mengembangkan ARGDb, founder awal dari
populasi ARGb yang ada saat ini semula berasal breeder ARGDb yang ada di Jawa



73

Timur dan Jawa Tengah. Di Jawa Timur, KT yang memiliki gen kerdil (dwarf, dw)
pernah digunakan dalam program pemuliaan ARG dengan tujuan untuk
memperbaiki feed conversion rate (FCR). Oleh karena itu, ARGb yang ada saat ini
masih memiliki kesamaan gen Mx dg gen Mx yang dimiliki olen KT. Gen dw
diketahui sebagai sex-linked gen kerdil yang menghasilkan penurunan bobot badan
(sekitar 30-40% dari bobot badan normal ayam betina dewasa), tergantung pada
umur dan latar belakang genetik. Gen dw pada umumnya dimanfaatkan pada ayam
bibit dengan tujuan untuk menurunkan bobot badan induk ayam betina untuk
meningkatkan efisiensi pakan dan produksi telur (Islam, 2005).

Ayam walik (WLK) kemungkinan juga memiliki diplotype yang sama dengan
ayam ras komersial (WL GQ390353 dan RIR DQ78616 dan L), ayam hias (SRM)
danpetarung (BgK) di kelompok I1-C. Penelitian ini mendukung Ulfah et al. (2012)
yang menemukan adanya introgresi gen ayam ras komersial pada WLK. Namun
demikian, WLK pada sub diplogroup I11J juga mempunyai kesamaan diplotype gen
Mx-dengan gen Mx KDh, namun keduanya dapat dibedakan dari gen Mx ayam-
ayam yang masuk kategori MC yang lain (KDp, PLg dan GAG) mengingat
perbedaan probabilitas posterior diantara mereka >50%).

Pada sub diplogroup I11-D, sekuen gen Mx NNK juga mempunyai kesamaan
yang tinggi dengan sekuen gen Mx ARGj, ARS, KPGb dan STL. Kelima breed
ayam tersebut merupakan breed ayam yang dihasilkan dari proses seleksi dan
pergrapan program pemuliaan baik untuk tujuan petelur, pedaging maupun
dwiguna. Namun demikian, mereka mempunyai diplotype gen Mx yang berbeda
(probabilitas 100%) dengan ayam Indonesia yang lainnya yang berada di sub-
haptogroup HE-G, Il11-J dan AHM di I1IH. Hasil analisis struktur populasi ini
mendukung hasil AMOVA (Tabel 11) yang menjelaskan perbedaan yang nyata
antara keragaman gen Mx dengan sejarah program seleksi dan pemuliaan ayam.
Pada penelitian ini, BKkSr juga diperkirakan memiliki kekerabatan yang dekat
dengan KPG seperti juga yang ditunjukkan oleh analisis strutur populasi ayam
berdasarkan penanda mtDNA D-loop (Gambar 12) yang menjadi permulaan
pembentukan breed ayam Indonesia.

SIMPULAN

Penelitian ini menemukan SNP-SNP baru pada gen Mx berbagai spesies,
subspesies dan breed atau galur ayam yang memiliki latar belakang seleksi dan
program pemuliaan yang berbeda. Total 127 SNPs ditemukan pada daerah
promotor, 5’UTR dan coding region gen Mx ayam lokal Indonesia, dimana 72
SNPs diantaranya ditemukan pada coding region termasuk nonsynonomious
S631N. Sebanyak 779 asam amino diprediksikan membentuk protein Mx ayam
lokal Indonesia dan ayam hutan. Keragaman gen Mx ayam sangat dipengaruhi oleh
sejarah seleksi dan pembentukan breed atau galur ayam. Ayam yang tidak
mengalami program seleksi secara intensif (UC) mempunyai keragamn gen Mx
lebth tinggi jika dibandingkan dengan ayam yang mengalami seleksi, baik seleksi
tingkat menengah (MC) maupun seleksi yang sangat intensif (HC). Tiga tipe
mutasi nukleotida pada ekson 14 gen Mx ayam (dimulai pada posisi 2352 sampai
dengan 2382 bp) terdeteksi pada penelitian ini, yaitu (1). Tipe W ditemukan pada
kelompok HC (kecuali AS), (2). Tipe SS1 ditemukan pada kelompok UC, MC dan
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L1 dan L2, dan (3). Tipe SS2 ditemukan pada kelomok UC, MC dan L1 dan L2.
Tipe SS2 gen Mx ayam diperkirakan sebagai karakteristik origin dari gen Mx ayam
hutan dan ayam lokal Indonesia. Hilangnya 3 dan 32 basa nukleotida dari ekson 14
gen Mx masing-masing pada mutan SS1 dan mutan W, menghasilkan hilangnya 1
dan 8 asam amino pada ekson 14 gen MXx, sehingga diduga menyebabkan
pembentukan protein Ms yang tidak normal. Frekuensi alel resisten A/A tertinggi
(100%) dimiliki oleh ayam Indonesia pada kelompok UC dan MC (kecuali KPGb
dan NNK). Ayam arab silver (AS) mempunyai frekuensi alel rentan heterozigot
(A/G) tertinggi (80%) diikuti oleh NNK (50%), ARGb (34%), KPG;j (30%), AKB
(20%), dan BRO (10%). Alel rentan homozigot (G/G) tertinggi (100%) dimiliki
oleh'BJ, BS, L, KPGb, AHHj, AHHmM, AHMj dan AHMs. Namun demikian, alel
resisten A/A menunjukkan respon kekebalan negatif terhadap HSN1AIV dan NDV,
olel- karena itu penggunaan umum alel A dari gen Mx untuk meningkatkan
kekebalan tubuh ayam terhadap beberapa jenis antigen (terutama AlV dan NDV)
belum dapat disarankan dalam penelitian ini. Penelitian tentang asosiasi gen Mx
ayam dengan berbagai jenis antigen masih perlu dilakukan lebih lanjut. Penelitian
ini juga menemukan subsitusi nonsynonimous pada gen Mx ayam Indonesia dapat
dijadikan sebagai penanda genetik untuk membedakan struktur populasi dan
determinasi spesies/sub spesies dan breed atau galur ayam. Ayam black java (BJ)
dan-BS dari USA juga terdeteksi tidak berkerabat dekat dengan KDh dan SUM.
Kontribusi AHH dalam domestikasi ayam Indonesia diperkirakan melalui
pembentukan BKSr yang memiliki diplotype gen Mx yang sama dengan ayam
Indonesia.
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4 PEMBAHASAN UMUM

Proses domestikasi ayam yang melibatkan ayam hutan telah diketahui dikuti
oleh pembentukan breed ayam untuk berbagai pemanfaatan. Perbedaan antar breed
ayam pada awalnya didasarkan pada karakteristik morfologi, geografi dan tingkah
lakunya (Al-Nasser et al. 2007). Selanjutnya, teknologi molekuler diketahui sangat
bermanfaat untuk menyediakan data yang lebih akurat dalam melakukan klasifikasi
(Zink and Barrowclough 2008). Sumberdaya genetik (SDG) ayam dapat meliputi
semua populasi ayam, mulai dari breed ayam asli dan lokal yang dipelihara
peternak sampai galur ayam yang telah mengalami seleksi intenstif untuk tujuan
komersial maupun untuk tujuan penelitian. Karakterisasi untuk membedakan breed
dan.galur unggas sangat diperlukan untuk menyediakan data tentang standar breed
ataw galur unggas. Karakaterisasi tersebut dapat meliputi struktur populasi,
distribusi geografi, sistem produksi yang diterapkan peternak terhadap unggas yang
dipelihara, karakteristik fenotipe (fisik, performa dan karakteristik-karakteristik
yang unik lainnya), sejarah dan budaya pembentukan breed (crossbreeding atau
seleksi) (Komiyama 2003, 2004ab; Granevitze et al. 2007; Tixier-Boichard et al.
2009; Sponenberg et al. 2014). Standarisasi pada ayam asli Indonesia pada
umumnya belum banyak tersedia jika dibandingkan dengan ayam ras komersial.
Oleh karena itu, sebagai upaya untuk menyediakan data karakteristik molekuler
ayam Indonesia, penelitian ini menganalisis tentang struktur populasi dan
determinasi breed dan galur ayam Indonesia berdasarkan keragaman genetik
mtDNA d-loop dan gen MXx.

Sekuen mtDNA D-loop dan Gen Mx sebagai Penanda Genetik dalam
Diferensiasi Subspesies dan Spesies Ayam Hutan

Crawford (1990) menduga setidaknya terdapat 5 sub spesies ayam hutan
mefrah yang menjadi nenek moyang utama ayam domestik saat ini, yaitu (1). G. g.
gallus dari Thailand dan wilayah di sekitarnya, (2). G. g. spadiceus dari Birma dan
provinsi Yunnan, Cina, (3). G. g. jabouillei dari Cina Selatan dan Vietnam, (4). G.
g. murghi dari India dan (5). G. g. bankiva dari pulau Jawa, Indonesia. Di sisi lain,
G. sonneratii (Eriksson et al 2008; Miao et al. 2013), G. lafayetii dan G. varius
(AHH) (Miao et al. 2013) juga diperkirakan berkontribusi dalam proses
domestikasi ayam, namun demikian proses hibridisasi mereka dengan ayam
domestik belum dapat diketahui dengan jelas dan perlu dikaji lebih lanjut (Miao et
al. 2013). Gambar 12 pada penelitian ini menjelaskan kontribusi AHMs, AHMj
dan AHH terhadap domestikasi ayam Indonesia berdasarkan aliran genetik BRG,
BkSr dan Bkk. Peranan masyarakat Indonesia dalam pemanfaatan ayam BKkSr
sebagai ayam pesuara dalam kontes mendukung konsep domestikasi hewan yang
dijelaskan Crawford (1990) dan Zeder (2012) yang menjelaskan bahwa proses
domestikasi hewan bukan hanya melibatkan materi biologi hewan yang
bersangkutan namun juga melibatkan komponen sosial dan budaya manusia.

Sekuen gen Mx AHHj dari pulau Jawa berbeda dengan gen Mx AHHm dari
putau Madura (Gambar 20), mengindikasikan kesamaan hasil analisis tersebut
dengan penanda mtDNA d-loop (Gambar 12). Hasil analisis keragaman nukleotida
mtDNA d-loop (Tabel 5) juga sejalan dengan hasil analisis keragaman gen Mx
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ayam (Tabel 9) dimana ayam Indonesia mempunyai keragaman nukleotida yang
lebih tinggi jika dibandingkan dengan ayam introduksi.

Di sisi lain, penggunaan penanda genetik mtDNA d-loop dan gen MXx,
(masing-masing pada Gambar 12 dan 21) menghasilkan kesimpulan yang berbeda
tentang diferensiasi subspesies AHM. Hasil analisis Bayesian menggunakan sekuen
mtDNA d-loop (Gambar 12) menunjukkan AHM]j secara jelas dapat dibedakan
dengan AHMs. Hasil ini juga didukung oleh hasil analisis unrooted NJ (Gambar
11) yang menjelaskan haplogroup mtDNA d-loop AHMj dan AHMs juga berbeda
(masing-masing disebut haplogroup J dan Sm) yang secara eksklusif terpisah dari
AHM yang berasal dari negara-negara lain (Nishibori et al. 2005; Liu et al. 2006b;
Miao et al. 2013). Namun, hasil analisis struktur populasi ayam berdasarkan sekuen
gen:Mx menunjukkan gen Mx AHMj identik dengan gen Mx AHMs dan ayam
Indenesia dan mengelompok bersama pada diplogroup Il (Gambar 20). Ayam
Indonesia mempunyai hubungan yang lebih dekat dengan AHMj dan AHMs
dibandingkan dengan ayam introduksi. Kontribusi AHH dan AHM dalam
pembentukan breed ayam Indonesia dapat dijelaskan dengan adanya pembentukan
BkSr, Bkk dan Bkk. Sekuen mtDNA d-loop dan gen Mx BkSr dan BRG identic
degan mtDNA d-loop dan gen Mx ayam Indonesia (Gambar 12 dan 16).

Perbedaan hasil analisis struktur populasi AHMj dan AHMs dengan
meaggunakan mtDNA d-loop dan gen Mx (Gambar 12 dan 21) diduga karena
perbedaan karakter mtDNA d-loop dan gen Mx yang digunakan. DNA inti pada
umemnya menjelaskan isolasi genetik yang terjadi saat ini antar populasi (Randi et
al.,~2004), sehingga sekuen gen Mx ayam juga menjelaskan evolusi genetik yang
terjadi saat ini. Sebagai DNA inti maka keragaman gen Mx anak sangat ditentukan
oleh karakteristik genotipe gen induk (jantan dan betina) karena adanya kejadian
rekembinasi alel yang terpaut pada karakteristik gen yang bersangkutan (Freeland
2005; Snustad dan Simmons 2010). Di sisi lain, penanda mtDNA menjelaskan
tentang evolusi pewarisan sifat maternal yang terjadi dalam jangka panjang
(Feulner et al., 2004) yang dicirikan dengan tidak adanya rekombinasi sehingga
anak yang dihasilkan oleh induk saat ini mempunyai kesamaan karakteristik sifat
yang diwariskan oleh induknya sehingga dapat digunakan untuk menjelaskan
hubungan kekerabatan yang terjadi pada masa lalu dan masa kini (Freeland 2005;
Snustad dan Simmons 2010). Penelitian ini menduga bahwa di samping terisolasi
secara genetik akibat sejarah seleksi dan pemuliaan ayam (untuk pembentukan
breed), ayam Indonesia juga mempunyai kesamaan garis keturunan maternal.
Penanda mtDNA d-loop dapat digunakan untuk menduga analisis kekerabatan
maternal, sedangkan penanda gen Mx dapat digunakan secara parsial atau bersama-
sama dengan mtDNA d-loop untuk tujuan yang spesifik saat ini.

Namun demikian, praktik perpindahan ayam pejantan sebagai sumber bibit
dari suatu wilayah geografi ke wilayah geografi yang lain di Indonesia yang
dilakukan oleh peternak diduga dapat mempengaruhi analisis struktur populasi
ayam. Pizzari et al. (2004) menemukan bahwa seleksi spesifik yang terkait dengan
kompetisi individu burung dari satu jenis kelamin selama periode reproduksi pada
umumnya ditemukan pada avian. Hal ini dapat mempengaruhi karakteristik ukuran
tubuh (Andersson et al. 2004), bulu (Silva et al. 2008) dan molekuler pada
keturunanya (Li dan Merild 2010). Oleh karena itu, analisis struktur populasi ayam
hutan dan ayam Indonesia berdasarkan penanda genetik kromosom Z perlu
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dilakukan di masa mendatang untuk mendapatkan data determinasi breed ayam
yang lebih komprehensif.

Berdasarkan analisis keragaman nukleotida dengan menggunakan
pendekatan MCMC, kecepatan mutasi nukleotida pada sekuen mtDNA juga lebih
tinggi (Tabel 6) jika dibandingkan dengan kecepatan mutasi nukleotida pada sekuen
gen Mx (Tabel 14). Hal ini mengindikasikan bahwa mtDNA mempunyai tingkat
keragaman genetik yang lebih tinggi sehingga sering digunakan untuk menjelaskan
pewarisan genetik baik di dalam maupun diantara populasi (Freeland 2005).

Implikasi Keragaman mtDNA D-Loop dan Gen Mx terhadap Diferensiasi
Breed Ayam Asli Indonesia, Pemanfaatan dan Pelestariannya

Secara umum, peternakan ayam di Indonesia terdiri dari peternakan komersial
dalam berbagai skala usaha dan peternak tradisional (non komersial). Peternak
ayam komersial secara fungsional terdiri dari peternak pembibit (breeder) sebagai
penghasil bibit/benih (terutama untuk ayam pedaging, petelur, pesuara dan hias)
darpeternak budidaya sebagai penghasil ayam siap potong dan telur konsumsi atau
hanya sebagai pemelihara ayam untuk tujuan kontes suara atau penghobi. Hampir
semua peternak komersial memelihara ayam untuk tujuan pangan (penghasil
daging dan telur) seperti KPGh, KDh, KDp, KDI, STL dan untuk kontes ayam
pesuara (AKB, BkSr, GAG dan PLG) dan ayam hias (BkSr dan CMN). Pada tingkat
breeder, seleksi dan pemuliaan ayam sudah dipraktikkan oleh pemilik perusahaan
pembibitan baik seleksi intensif (HC) maupun sedang (MC). Sedangkan peternak
tradisional pada umumnya memelihara ayam asli Indonesia (BRG, KPGd, KPGl,
KPGs, GUN, SUM dan WLK) dengan sistem pemeliharaan tradisional (UC).
Seperti tahap seleksi ayam pada umunya (Hutt 1949; Al-Nasser et al. 2007),
breeder ayam Indonesia juga berdasarkan pola keseragaman karakteristik bulu dan
diikuti oleh karakteristik kualitatif lainnya seperti bentuk jengger, warna kaki dan
kulit ayam. Upaya ini penting untuk mengembangkan standar breed dan galur ayam
yang selanjutnya dikembangkan menjadi ayam komersial yang ada saat ini.
Menurut Simianer (2005), hanya ayam yang mempunyai nilai manfaat dan ekonomi
yang tinggi selanjutnya akan terus dikembangkan sehingga populasinya dapat
meningkat dengan pesat. Sebaliknya, ayam yang nilai manfaat dan ekonominya
rendah jarang dimanfaatkan dan tidak dikembangkan dengan baik sehingga pada
akhirnya punah. Kerangka pemikiran proses domestikasi dan pembentukan breed
ayam asli Indonesia ditampilkan pada Gambar 22.

Proses pembentukan ayam Indonesia diduga mengikuti 4 tahapan seperti
yang dijelaskan oleh Crawford (1990), FAO (2007) dan Zeder (2012), yaitu

Tahapan pemanfaatan ayam hutan dalan ritual keagamaan, budaya dan tujuan
tradisional lainnya seperti persembahan kepada raja atau tetua adat, dan bukan
untuk tujuan pangan. Crawford (1990) mengemukakan bahwa pada tahapan
domestikasi, manusia juga melakukan seleksi morfologi khususnya warna bulu
dan tingkah laku ayam (sifat keliaran ayam). Pada Bab Il penelitian ini juga
telah dijelaskan pemanfaatan AHM dan AHH serta pembentukan BRG dan
BkSr yang diduga terjadi sejak fase prasejarah sampai abad ke-18. Pada
awalnya BKSr secara umum dimanfaatkan dalam ritual keagamaan, simbol
kekayaan, persembahan kepada raja-raja di Sumenep, pulau Madura.
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Sedangkan Bennet (1856) mendifinisikan BRG sebagai ayam petarung dari
Sumatera dengan postur tubuh kecil dan sangat agresif. Ayam hutan hijau
(AHH) dan AHM juga diketahui sebagai satwa feral yang dipelihara oleh
peternak di Indonesia bersama dengan ayam Indonesia yang lain.

Tahapan penyebaran ayam dari pusat domestikasi ke negara-negara di
sekitarnya yang mempunyai perbedaan lingkungan dan kondisi sosial budaya
dengan negara asal ayam tersebut. Ayam diperkirakan berpindah dari pusat
domestikasi ayam mengikuti perpindahan manusia dan jalur perdagangan
seperti yang dijelaskan pada Bab 2 pada penelitian ini (Gambar 14). Faktor
sumber bibit (founder effect), migrasi, mutasi, seleksi alami dan seleksi oleh
manusia diduga juga sangat mempengaruhi pembentukan ayam Indonesia
seperti teori dasar penyebaran hewan yang dijelaskan oleh Crawford (1990),
FAQ (2007) dan juga Zeder (2012). Berdasarkan asal-usul geografinya, standar
breed ayam di dunia dikategorikan menjadi 4, yaitu kelas Amerika, Asia,
Inggris dan Mediterania, dimana masing-masing kelas selanjutnya terbentuk
galur dan strain. Breed ayam yang dikenal mempunyai kontribusi utama dalam
produksi ayam di dunia adalah (1) Plymouth Rock (PR, kelas Amerika) yang
dimanfaatkan karena konformasi tubuhnya sebagai penghasil daging, (2).
Cornish  (Inggris) dan (3). White Leghorn (WL, Mediterania) yang
dimanfaatkan karena produksi telurnya yang tinggi (Moreng and Avens, 1985;
North dan Bell, 1990). Perpindahan manusia dan ayam dari negara-negara
Asia, Afrika, Eropa, Mediterania dan USA diduga sangat mempengaruhi
perkembangan pembentukan breed ayam di Indonesia (Gambar 13) sehingga
analisis MJ dengan menggunakan sekuen mtDNA d-loop (Gambar 13)
menemukan tiga aliran mMtDNA D-loop ayam yang mempengaruhi
pembentukan breed ayam Indonesia, yaitu: (1) Cina, India, Jepang dan Korea,
(2). Bangladesh, Cina, India, Jepang, Korea, Laos, Myanmar dan Thailand dan
(3). Afrika, Bangladesh, Cina, India, Jepang, Korea, Mediterania dan USA.
Tahapan pembentukan breed ayam murni yang dikembangkan di Eropa dan
USA pada tahun 1800-an (Crawford 1990, Hutt 1949) diduga mempengaruhi
pembentukan breed ayam Indonesia (Gambar 14). Perpindahan ayam dari
Belanda ke Indonesia diduga terjadi pada tahun 1800 (Ricklefs 2001) bersama
dengan perpindahan manusia dari Eropa pada masa penjajahan. Ayam hitam
yang ada di Eropa dan USA (BJ dan BS) diduga juga dibentuk dari ayam hitam
Indonesia yaitu masing-masing KDh dan SUM (Bennet 1856; Cooper 1869;
The American Poultry Association 1910; Smith 1921; Finsterbusch 1929; The
American Poultry Association 1956; Roberts 2008), The American Poultry
Association 2010). Penyelenggaran kontes ayam BKSr yang pertama kali
diduga juga terjadi sebelum tahun 1800-an, selanjutnya diikuti oleh kontes
PLg, AKB dan GAG yang masing-masing pertama kali diselenggarakan pada
tahun 1980, 1989 dan 2003.

Tahapan pembentukan breed ayam pedaging dan petelur komersial yang
dilakukan oleh industri unggas pada tahun 2000-an juga diikuti oleh
perkembangan program seleksi ayam Indonesia untuk tujuan pangan (daging
dan telur) yang berlanjut sampai saat ini seperti yang dijelaskan oleh Sartika
(2012).
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Pada umumnya, setiap breed ayam Indonesia yang digunakan sebagai sampel
dalam penelitian ini mempunyai beberapa variasi sifat kualitatif (Tabel 2, Gambar
3-10) yang pada awalnya diduga sebagai galur yang dikembangkan dalam suatu
breed ayam. Namun demikian, berdasarkan analisis struktur populasi dengan
menggunakan sekuen mtDNA d-loop dan gen Mx), beberapa breed ayam belum
dapat dikategorikan sebagai suatu breed atau galur yang spesifik yang
membedakannya dengan breed-breed ayam Indonesia yang lain (Gambar 12 dan
21) terutama AKB, BkSr, GUN, KPG, PLG dan STL. Tingginya pertukaran genetik
di antara populasi ayam (Fst: 0.8796 pada sekuen mtDNA d-loop, dan Fst =
0,79293 pada sekuen gen Mx) diduga menjadi salah satu penyebab utama kesulitan
dalam diferensiasi beberapa breed ayam. Hal ini juga didukung oleh data
keragaman genetik ayam yang tinggi (Tabel 5 dan 9) sehingga di masa mendatang
masih memungkinkan untuk dilakukan seleksi yang intensif untuk membentuk
breed murni atau galur baru yang mempunyai karakteristik spesifik utama yang
terbukti seragam dan tidak mengalami perubahan setelah dilakukan perbanyakan
(bersifat stabil) sesuai dengan persyaratan teknis penetapan breed. Tingkat
keragaman genetik ayam juga sangat penting untuk semua sistem produksi ayam.
Upaya untuk menjaga keragaman SDG ternak dapat menyediakan bahan baku bagi
perbaikan genetik dan breed ternak yang berkelanjutan dan untuk memfasilitasi
proses adaptasi yang cepat sesuai dengan perubahan lingkungan dan tujuan seleksi
(Natter 1999; FAO 2007). Stevens (1991) menyatakan bahwa variasi genetik suatu
populasi berhubungan erat dengan fitness dari populasi tersebut dimana populasi
yang memiliki tingkat keragaman genetik yang tinggi akan beradaptasi lebih cepat
terhadap lingkungan dibandingkan dengan populasi yang memiliki keragaman
genetik yang rendah. Oleh karena itu, penelitian ini menduga bahwa ayam langka
Indonesia yang sebagian besar dikategorikan dalam kelompok UC (yang memiliki
keragaman genetik lebih tinggi, Tabel 5 dan 9, dibandingkan dengan ayam pada
kelampok MC dan HC) memiliki tingkat adaptasi yang lebih baik terhadap kondisi
lingkungan di Indonesia.

Penanda genetik berdasarkan sekuen mtDNA d-loop dan gen Mx yang
digunakan pada penelitian ini dapat digunakan untuk membedakan ayam Indonesia
dengan ayam introduksi dari luar negeri (Gambar 12, 13 dan 21). Breed lintas
internasional terutama terdiri dari ayam Indonesia pada kelompok HC yang
dimanfaatkan sebagai ayam pedaging (KPGb dan NNK) dan petelur (ARGbD).
Sedangkan breed asli terutama terdiri dari ayam Indonesia pada kelompok UC dan
KDI (kelompok MC). Karakteristik gen Mx ayam Indonesia (diplogroup I11) juga
berbeda dengan karakteristik gen Mx ayam ras komersial (BRO, L dan WL), ayam
hias (BgK, KT, SRM), BJ dan BS dari populasi USA (diplogroup Il) (Gambar 21).
Namun demikian, ayam Indonesia yang diseleksi untuk tujuan pangan (petelur atau
pedaging, yaitu ARGb, ARS, KPGb, NNK dan STL) juga memiliki karakteristik
genMx yang berbeda dengan gen Mx ayam Indonesia yang dimanfaatkan sebagai
ayam tipe dwiguna (KPGj), ayam pesuara (AKB, BkSr, GAG dan PLG),
ormamental (BRG) dan religi (CMN, SUM) (dilogroup II; Gambar 21).
Menyebarnya diplotype gen Mx ARGb, BKkSr dan WLK pada diplogroup Il bersama
dengan ayam ayam introduksi diduga akibat dari sejarah pembentukan breed ayam
tersebut yang kemungkinan melibatkan ayam introduksi. Ayam petarung (BgK)
juga digunakan oleh breeder untuk membentuk BkSr. Ayam walik (WLK) diduga
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juga memiliki gen dw seperti halnya KT dan SRM sehingga diduga mempunyai
karakter genetik yang identik dengan karakter genetik KT dan SRM. Hasil
penelitian ini mendukung pernyataan Hutt (1949) yang menyebutkan bahwa WLK
diduga berasal dari negara-negara di Asia, India dan Afrika yang kemudian
menyebar ke seluruh dunia.

Usulan dalam Deferensiasi dan Penetapan Breed dan
Galur Ayam Asli Indonesia dan Kebutuhan Penelitian
di Masa Mendatang

Perbedaan breed ayam pada umumnya didasarkan pada perbedaan bentuk dan
ukuran sedangkan galur atau varietas di dalam breed yang sama ditentukan
berdasarkan warna bulu ayam (Stevens 1991). Namun demikian penentuan breed
dan-galur atau varietas pada ayam sering rancu mengingat parameter determinasi
keduwanya pada umumnya hanya ditentukan berdasarkan karakteristik fenotipe
(Dafwin (1868), Stevens (1991) dan Al-Nasser (2007). Di Indonesia, penetapan
breed dan galur ternak, termasuk ayam, diatur dalam Peraturan Menteri Pertanian
Republik Indonesia Nomor 117/Permentan/SR.120/10/2014 tentang penetapan dan
pelepasan breed atau galur hewan. Penetapan breed dan galur ternak merupakan
pengakuan pemerintah terhadap breed atau galur yang telah ada di suatu wilayah
sumber bibit yang secara turun-temurun dibudidayakan peternak dan menjadi milik
masyarakat. Sedangkan pelepasan breed atau galur adalah penghargaan negara
yang dilaksanakan oleh pemerintah terhadap suatu breed atau galur baru hasil
pemuliaan di dalam negeri atau hasil introduksi yang dapat disebarluaskan.
Permohonan penetapan dan pelepasan breed atau galur ternak tersebut dapat
dilakukan oleh pemulia, baik perorangan, badan usaha, asosiasi, pemerintah, Unit
Pelaksana Teknis (UPT) pemerintah daerah provinsi, maupun Unit Pelaksana
Teknis (UPT) pemerintah daerah kabupaten/kota. Breed atau galur yang telah
ditetapkan atau dilepas oleh pemerintah selanjutnya didaftarkan oleh Menteri
Pertanian ke FAO yang dalam pelaksanaannya dilakukan oleh Direktur Jenderal
Peternakan dan Kesehatan Hewan.

Persyaratan standar kualitas breed atau galur berdasarkan persyaratan teknis
dalam penetapan breed atau galur yang ditetapkan pemerintah Indonesia (Peraturan
Menteri Pertanian Republik Indonesia Nomor 117/Permentan/SR.120/10/2014)
meliputi:

1. Nilai strategis yang meliputi nilai budaya, ekonomi, dan kemanfaatan rumpun
atau galur.

2. Asal-usul yang memuat sejarah rumpun atau galur yang didasarkan informasi
geografis, zooteknis dan/atau sitasi/kutipan pustaka pendukung

3. Sebaran asli geografis memuat lokasi rumpun atau galur yang telah
dibudidayakan secara turun-temurun oleh peternak.

4. ~metode dan cara mendapatkan breed atau galur harus memenuhi persyaratan
ilmiah dalam pembentukan breed atau galur baru.

5. Karakteristik harus memuat:
a. sifat kualitatif meliputi ciri khas suatu breed atau galur, seperti warna dan

bentuk yang dapat dibedakan dengan breed atau galur lain

b. sifat kuantitatif meliputi ukuran tubuh, sifat produksi, dan sifat reproduksi.
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Informasi genetik yang memuat sifat spesifik breed atau galur yang diwariskan,
seperti prolifik/beranak banyak per kelahiran, daya adaptasi, toleransi terhadap
penyakit, dan DNA.

Baru, unik, seragam, dan stabil (BUSS) dengan persyaratan:

a. baru, apabila pada saat penerimaan permohonan pelepasan, breed atau galur
belum pernah diperdagangkan/diedarkan di Indonesia atau sudah
diperdagangkan/diedarkan kurang dari 5 (lima) tahun

b. unik, apabila breed atau galur dapat dibedakan secara jelas dengan breed
atau galur yang keberadaannya sudah diketahui secara umum pada saat
penerimaan permohonan pelepasan breed atau galur

C. seragam, apabila sifat utama atau sifat penting pada breed atau galur terbukti
seragam

d. stabil, apabila sifat breed atau galur tidak mengalami perubahan setelah
diperbanyak atau dikembangbiakkan.

Jumlah yang tersedia memuat jumlah minimum breed atau galur menurut jenis

ternak, dimana untuk ayam ditetapkan sebanyak 30 dan 200 ekor masing-

masing untuk jantan dan betina.

Foto yang memuat foto rumpun atau galur standar berwarna postur keseluruhan

tubuh, depan, belakang, atas, samping kanan, samping kiri, dan bagian tubuh

yang spesifik.
Berdasarkan standar kualitas yang ditetapkan oleh pemerintah di atas,

perelitian ini mengajukan beberapa saran dalam penetapan breed atau galur ayam
Indonesia di masa mendatang dengan memperhatikan aspek SDG ayam, sistem
pemeliharaan, kondisi sosial, ekonomi, budaya, stake holder yang terlibat dan
kebijakam yang mendukungnya. Saran-saran yang diajukan penelitian ini adalah:

13

Melakukan inventarisasi karakteristik ayam asli Indonesia yang langka yang
sudah terbukti memiliki nilai kemanfaatan tinggi atau mempunyai potensi nilai
kemanfaatan tinggi yang telah dikembangkan secara turun menurun oleh
masyarakat di wilayah geografi tertentu. Mengingat BKSr mempunyai sifat
yang unik dan mempunyai nilai strategis (ekonomi, sosial dan budaya) yang
tinggi bagi peternak dan masyarakat Indonesia, terutama masyarakat di
Madura, Jawa Timur dan Jawa Tengah sebagai ayam pesuara untuk kontes dan
ayam hias, maka pengaturan penetapan breed untuk BkSr perlu mendapatkan
perhatian khusus. Peraturan khusus dalam penetapan breed BKkSr yang berbeda
dengan peraturan penetapan breed ayam Indonesia yang lain perlu
dipertimbangkan mengingat sebutan BKSr hanya untuk generasi pertama (F1)
hasil perkawinan antara AHH (jantan) dengan ayam Indonesia (betina)
sehingga sifat kualitatif dan kuantitatif BkSr berbeda dengan keturunan-
keturunan berikutnya. Pada kontes BKSr seharusnya juga mensyaratkan bahwa
BkSr yang berpartisipasi dalam kontes harus berasal dari induk AHH hasil
penangkaran (captive breeding) sehingga adanya kontes BkSr dapat
mendorong pengembangan penangkaran AHH di Indonesia.

Kontes ayam BKSr di Indonesia pada umumnya diselenggarakan di
tingkat regional dan nasional. Keluarga Penggemar Ayam Bekisar Indonesia
(KEMARI) sebagai organisasi yang menentukan standar kontes BkSr di
indonesia juga sudah menetapkan 3 kelas kualitas suara BkSr pada kontes,
yaitu kelas pratama (umur < 1 tahun), kelas madya (kelas remaja, umur 1-1.5
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tahun) dan kelas utama (umur > 1.5 tahun). Pada penelitian ini ditemukan 5
variasi warna bulu pada BkSr, yaitu merah, hitam, jali emas (kuning), putih
(Gambar 5) dan blorok. Berdasarkan wawancara dengan breeder BkSr dan
anggota KEMARI, breeder BkSr juga menggunakan berbagai breed ayam,
baik ayam asli Indonesia maupun ayam hias dari luar negeri untuk digunakan
sebagai induk betina yang dikawinkan dengan induk jantan AHH untuk
membentuk BkSr, baik melalui perkawinan alami maupun dengan aplikasi
tekonologi inseminasi buatan (IB). Hasil perkawinan tersebut diperkirakan
menyebabkan sekuen mtDNA d-loop dan gen Mx BkSr identik dengan ayam
Indonesia dan ayam hias yang berasal dari luar negeri (Gambar 12 dan 20).
Mengingat pada kontes BKkSr tidak ditetapkan adanya persyaratan tentang
silsilah BkSr yang berpartisipasi dalam kontes, oleh karena itu penelitian ini
juga menyarankan silsilah BKSr sebagai salah satu persyaratan kontes BKSr.
Melakukan penelitian lebih lanjut tentang hubungan antara evolusi gen Mx
ayam dengan aktifitas antiviral terhadap virus, terutama AIV dan NDV.
Snustad dan Simmons (2010) menggarisbawahi bahwa materi genetik
seharusnya berubah untuk menghasilkan variasi yang memberikan kesempatan
bagi organisme untuk beradaptasi dengan perubahan (modifikasi) lingkungan
sehingga proses evolusi secara fungsional dapat terjadi. Penelitian ini
menemukan sejarah seleksi dan pemuliaan ayam berpengaruh nyata(p<0.05)
terhadap karakteristik gen Mx (Tabel 11) sehingga ayam pada kelompok HC
memiliki karakteristik gen Mx yang berbeda dengan ayam pada kelompok UC,
.1 dan L2. Evolusi gen Mx ayam terlihat dengan jelas dengan adanya mutasi
pada daerah promotor (Gambar 17) dan mutasi di daerah ekson, terutama
mutasi SS pada ekson 14. Ayam pada kelompok HC (yang memiliki tipe mutasi
W) kehilangan 32 basa nukleotida (8 asam amino) jika dibandingkan dengan
ayam Indonesia pada kelompok MC dan UC dan ayam hutan (Gambar 18 dan
19). Proses evolusi gen Mx ini diduga menyebabkan perubahan fungsi antiviral
pada protein Mx ayam sehingga alel resisten A/A tidak memiliki respon
kekebalan yang tinggi terhadap AIV dan NDV. Ayam yang memiliki mutasi
tipe W, SS1 dan SS2 juga kemungkinan memiliki alel resisten A/A. Sehingga
penelitian ini merekomendasikan untuk dilakukan penelitian lebih lanjut untuk
menganalisis hubungan antara karakteristik mutasi gen Mx terhadap aktifitas
antiviral yang dimiliki ayam.
Melakukan inventarisasi dan identifikasi ayam Indonesia yang mempunyai
karakteristik spesifik yang mempunyai manfaat bagi adaptasi ayam terhadap
kondisi lingkungan di Indonesia dan juga pembentukan breed atau galur ayam
di masa yang akan datang. Penelitian ini menduga bahwa BRG, GUN, SUM
dan WLK masih belum banyak dimanfaatkan oleh peternak sehingga upaya
pengembangan ayam tersebut belum banyak dilakukan oleh peternak di
indonesia. Sebagian ayam Indonesia yang digunakan dalam penelitian ini
memiliki gen-gen mayor yang belum dimanfaatkan secara optimal oleh
peternak Indonesia, yaitu gen fibromelanosis (Fm) pada CMN, KDh dan SUM,
Naked-neck (Na) pada GUN, lambat bulu (K) pada NNK, jengger pea (P) pada
SUM, dan berbulu terbalik (frizzle F) dan kerdil (dwarf dw) pada WLK.
Penurunan jumlah bulu dan pembatasan tumbuhnya bulu pada daerah
leher ayam akibat adanya gen nacked neck (Na) telah diketahui bermanfaat
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untuk membantu pelepasan panas tubuh ayam, terutama dalam kondisi suhu
ambien yang tinggi, sehingga dapat membantu ayam untuk meningkatkan
adaptasi terhadap suhu ambien yang tinggi dan juga meningkatkan
produktifitas ayam (Sidadolog et al. 1996; Yal¢in et al. 1997; Deeb dan
Cahaner 1999; Yunis dan Cahaner 1999; Nwachukwu et al. 2006; Sidadolog
2007; Cahaner et al. 2008; Mahrous et al. 2008; Sharifi et al. 2010b; Hadad et
al. 2014; Ariyadi et al. 2015). Hal yang sama juga ditemui pada ayam yang
memiliki bulu terbalik akibat adanya gen F (Yunis dan Cahaner 1999; Sharifi
et al. 2010a) dan juga gen K (Bacon et al. 1988 dan Fotsa et al. 2001).
Kombinasi antara gen Na dengan F atau F dengan dw (Sharifi et al. 2010a)
juga diketahui memberikan manfaat yang lebih besar bagi ayam (Bacon et al.
1988; Fotsa et al. 2001). Di sisi lain, gen P juga telah teridentifikasi membantu
peningkatan pelepasan panas tubuh ayam (Wright et al. 2009).

Gen dw pada umumnya dimanfaatkan untuk menurunkan bobot badan
induk betina dan untuk meningkatkan efisiensi pakan dan produksi telur (Islam,
2005; Chen et al. 2009; Sharifi et al. 2010a). Perkawinan antara ARGj dan KT
juga pernah dilakukan oleh breeder ayam ARGj di Jawa Timur sehingga tidak
mengherankan jika sebagian sampel ARGj menyebar di haplogroup D-1V dan
D-V bersama-sama dengan KT (Gambar 13). Seleksi yang intensif untuk
menghasilkan breed ARGb murni yang dilakukan oleh breeder ARGb di Jawa
Barat kemungkinan dapat menghilangkan kontribusi KT sehingga haplotype
mtDNA d-loop dan gen Mx ARGb berbeda dengan haplotype mtDNA d-loop
dan gen Mx ARGb ARGj (Gambar 12 dan 21).

Fibromelanosis (Fm) merupakan pengaruh kombinasi pigmen hitam
(melanin) pada kulit dan merah pada darah pada pembuluh kapiler sehingga
menghasilkan warna biru kehitaman pada epidermis, jaringan penghubung
internal, trakea, pericardium, pembuluh darah, otot, organ reproduksi, organ
pencernaan dan tulang (Hutt 1949, Stevens 1991). Purnamasari et al. (2011)
menemukan adanya melanin pada kulit dan otot CMN dan tidak
menemukannya pada ayam broiler. Berdasarkan Gambar 12 dan 21, CMN
dapat dibedakan dengan breed ayam lainnya dan juga KT silkie yang juga
memiliki karakteristik Fm. Namun demikian, beberapa individu CMN
mempunyai hubungan kekerabatan yang dekat dengan ayam kedu (KD)
(Gambar 12 dan 21). Hal ini kemungkinan disebabkan karena CMN pada
awalnya dibentuk dari proses seleksi yang dilakukan peternak pada populasi
KDh, seperti juga yang dijelaskan oleh Sartika dan Iskandar (2007). Walaupun
belum tersedia data tentang adanya gen Fm pada ayam hitam Indonesia yang
lain (KDh, SUM, BJ dan BS), namun penanda mtDNA d-loop dan gen Mx
berhasil digunakan untuk membedakan CMN dengan KDh, BJ, BS dan SUM.
Oleh karena itu penelitian ini mendukung Dorshorst et al. (2011) yang juga
menemukan bahwa karakteristik genom ayam yang terkait dengan karakteristik
kualitatif fibromelanosis dapat digunakan untuk melakukan diferensiasi breed
ayam hitam yang berasal dari wilayah geografi yang berbeda dengan sejarah
program seleksi ayam yang juga berbeda. Terjadinya mutasi pada lokus gen
Endothelin 3 pada ayam silkie (dari Cina), CMN (Indonesia), Black H’Mong
(dari Ha Giang, Vietnam), Bohuslon-Dals Svarthéna (dari Swedia) (yang
diimport dari Norwegia ke USA pada sekitar tahun 1990-an) diketahui
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menyebabkan perbedaan ekspresi pigmentasi kulit ayam. Fibromelanosis (Fm)
juga diduga terkait dengan peningkatan status kekebalan tubuh ayam selama
masa pertumbuhan ayam (Luo et al. 2013). Penelitian ini juga menemukan
bahwa semua sampel ayam CMN mempunyai alel resisten A/A (Tabel 12).
Ommeh et al. (2010) juga menemukan frekuensi alel resisten A/A pada CMN
tertinggi diantara ayam Indonesia yang lain. Namun demikian, tipe mutasi SS2
pada ekson 14 (Tabel 12) dan beberapa SNPs pada daerah promotor gen Mx
CMN juga ditemukan pada penelitian ini (Gambar 17) sehingga penelitian
lebih lanjut tentang asosiasi antara karakteristik Fm dengan karakteristik gen
Mx dan resistensinya terhadap antigen masih perlu untuk dilakukan.
Pemutakhiran data terkini tentang perkembangan sistem seleksi dan pemuliaan
yang diterapkan oleh peternak yang telah ditetapkan sebagai breed oleh
pemerintah terutama pada ayam Indonesia yang mempunyai nilai ekonomi
yang tinggi dan sudah dikembangkan dan dimanfaatkan secara komersial oleh
masyarakat Indonesia. Sampai saat ini, delapan (8) ayam Indonesia sudah
ditetapkan oleh pemerintah sebagai breed dan dikembangkan dan
dimanfaatkan secara luas oleh masyarakat Indonesia, yaitu (1). AKB
(Keputusan Menteri Pertanian Nomor: 2919/Kpts/OT.140/6/2011), (2). GAG
(Keputusan Menteri Pertanian Nomor: 2920/Kpts/OT.140/6/2011), (3). Ayam
gaok (Keputusan Menteri Pertanian Nomor 1056/Kpts/SR.120/10/2014), (4).
KD (Keputusan Menteri Pertanian Nomor: 2847/Kpts/LB.430/8/2012), (5).
Ayam Kampung Unggul Balitnakk (KUB) (Keputusan Menteri Pertanian
Nomor: 274/Kpts/SR.120/2014), (6). Ayam Merawang (Keputusan Menteri
Pertanian Nomor: 2846/Kpts/LB.430/8/2012), (7). NNK (Keputusan Menteri
Pertanian Nomor: 2848/Kpts/LB.430/8/2012), (8). PLG (Keputusan Menteri
Pertanian Nomor: 2918/Kpts/OT.140/6/2011), dan (9). STL (Keputusan
Menteri Pertanian Nomor: 698/Kpts/PD.410/2/2013). Dari 9 breed ayam
Indonesia tersebut, enam (6) breed ayam diantaranya menjadi kajian dalam
penelitian ini (AKB, GAG, KD, NNK, PLG dan STL).

Program seleksi dan pemuliaan untuk menghasilkan breed atau galur
murni yang memiliki sifat yang seragam dan stabil yang spesifik pada breed
atau galur tertentu perlu dilakukan untuk memenuhi persyaratan teknis dalam
penetapan breed atau galur ayam Indonesia yang ditetapkan oleh pemerintah
Indonesia (Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia Nomor
117/Permentan/SR.120/10/2014). Peraturan pemerintah ini merupakan
peraturan pemerintah yang baru sebagai penyempurnaan dari Peraturan
Menteri Pertanian Nomor : 19/Permentan/OT.140/2/2008 (tentang penetapan
dan pelepasan rumpun atau galur ternak). Mengingat informasi genetik yang
memuat sifat spesifik breed atau galur yang diwariskan menjadi salah satu
syarat utama dalam penetapan breed yang disebutkan dalam peraturan
pemerintah yang terbaru (Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia
Nomor 117/Permentan/SR.120/10/2014) yang tidak disebutkan dalam
peraturan pemerintah sebelumnya (Peraturan Menteri Pertanian Nomor:
19/Permentan/OT.140/2/2008), maka hasil penelitian ini yang menjelaskan
tentang karakteristik genetik (mtDNA d-loop dan gen Mx) breed atau galur
ayam Indonesia sangat penting digunakan sebagai dasar dalam penentuan
breed dan galur ayam lokal Indonesia.
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Berdasarkan  Surat  Keputusan  Menteri  Pertanian  Nomor:
2920/Kpts/OT.140/6/2011 (tentang pembentukan rumpun GAG) disebutkan
bahwa frekuensi berkokok GAG adalah 2 — 15 kali dari standar bunyi 2 kali
dalam durasi kontes. Namun demikian, pada kontes GAG yang
diselenggarakan saat ini, P3AKSI menetapkan 7 tipe suara dalam standar
penilaian kontes, yaitu dangdut, disko, slow, gretek, kerajinan bunyi, remaja
dan kristal. Beberapa variasi karakteristik bulu (Gambar 9) juga ditemukan
pada setiap kelompok tipe suara sehingga penyebutan breed atau galur GAG
baik berdasarkan tipe suara maupun karakteristik kualitatif penciri breed atau
galur masih sulit untuk dilakukan. Berdasarkan Surat Keputusan Menteri
Pertanian Nomor: 2920/Kpts/OT.140/6/2011 juga disebutkan bahwa warna
pbulu GAG meliputi putih, merah dan hitam dengan tipe jengger tunggal,
bergerigi dan berwarna merah dan warna kaki putih, kuning dan hitam. Pada
saat ini, warna bulu GAG yang lain seperti wido (silver), abu-abu dan blorok
merah (laced mottled) dan juga tipe jengger rose juga ditemukan. Berdasrkan
wawancara dengan anggota P3AKSI dan breeder GAG, GAG yang memiliki
tipe jengger rose pertama kali digunakan dalam kontes pada tahun 2013 dan
perlanjut sampai saat ini. Namun demikian, induk GAG dengan tipe suara
tertentu dan karakteristik kualitatif tertentu belum tentu menghasilkan anakan
GAG dengan karakteristik yang sama dengan induknya mengingat perkawinan
ayam dilakukan secara acak antar GAG. Berdasarkan hal tersebut di atas maka
perlu untuk dilakukan pemutakhiran data terkini tentang karakteristik breed
GAG murni sebagai dasar dalam merencanakan program seleksi untuk
membentuk galur GAG sesuai dengan standar yang ditetapkan dalam kontes.
Kajian bioakustik diduga juga dapat digunakan sebagai dasar untuk
menentukan diferensiasi karakteristik suara pada GAG dan juga ayam pesuara
lainnya.

Berdasarkan hasil wawancara dengan pemilik breeder AKB, peternak

juga mengawinkan AKB dengan GAG untuk mendapatkan pola suara baru.
Sehingga penelitian ini menduga adanya hubungan kekerabatan yang dekat
antara AKB dengan GAG (Gambarl2). Pendugaan ini didukung oleh hasil
analisis aliran genetik ayam yang juga menunjukkan penyebaran GAG dan
AKB dalam haplogroup yang sama (Gambar 13). Saat ini, setidaknya
ditemukan 12 tipe suara berdasarkan suku kata yang dihasilkan oleh AKB yang
dijadikan dasar dalam penilaian suara pada kontes yaitu lenggek 5 sampai
dengan lenggek 15. Breeder PLG juga melakukan perkawinan acak antar PLG
yang memiliki berbagai karakteristik kualitatif yang ditemukan pada PLG
(Gambar 10).
Perlu adanya pengendalian yang sistematis terhadap program-program
pemuliaan ayam yang melakukan perkawinan antara ayam Indonesia dengan
ayam introduksi maupun perkawinan antar breed ayam Indonesia dalam rangka
melindungi SDG ayam Indonesia. Penelitian ini mengusulkan adanya
kebijakan pemerintah dalam pengaturan zona pelestarian dan zona
pemanfaatan ayam Indonesia untuk mengantisipasi meningkatnya erosi genetik
yang dialami oleh ayam Indonesia akibat program pemuliaan genetik yang
tidak terkendali yang peternak. Perlindungan terutama terhadap SDG breed
ayam asli Indonesia (KDI, KPGd, KPGt dan SUM).



87

6. Perlu dilakukan kajian tentang prioritas pelestarian ayam Indonesia
sehingga dapat ditentukan jumlah minimum breed atau galur ayam (viable
population), alokasi pendanaan dan kebijakan untuk mendukung program
pemanfaatan dan pelestarian SDG ayam lokal di kemudian hari. Penentuan
prioritas pelestarian ayam sangat ditentukan oleh data populasi masing-masing
breed ayam. Data populasi ayam Indonesia sampai saat ini masih terbatas.
Data populasi ayam lokal yang tersedia saat ini (BPS 2015) merupakan data
kumulatif ayam Indonesia (tidak meliputi data setiap breed ayam). Penyediaan
data populasi setiap breed ayam perlu dilakukan untuk menentukan status
kelangkaan ayam Indonesia. Kategori status kelangkaan ternak menurut
rekomendasi FAO (Scherf 2005) terdiri dari (1). punah, (2). terancam punah,
(3). terancam punah dan ada pengelolaan, (4). Terancam, (5). Terancam dan
ada pengelolaan, dan (6). aman (Tabel 20). Konvensi Keanekaragamn Biologi
(The Convention on Biological Diversity, CBD) (CBD 1992) juga sudah
menetapkan pentingnya untuk menetapkan agenda dalam melakukan
pelestarian SDG ternak. Selanjutnya FAO (2007) juga mendapatkan mandat
(tugas) umum untuk mengurus pelestarian SDG ternak sehingga ditetapkan
suatu jaringan internasional untuk tujuan pelestarian keragaman genetik ternak
(FAO 2007). Pada tingkat nasional, keputusan tentang kegiatan pelestarian
SDG ternak dilakukan oleh pemerintah atau organisasi non pemerintah. Namun
dalam praktiknya, Kkegiatan-kegiatan pelestarian sering berubah-ubah
tergantung pada breed yang menjadi target pelestarian dan metode pengukuran
yang digunakan (Simianer 2005).

Tabel 20. Status kelangkaan ternak (Scherf 2005)

Kategori Jumlah individu Kriteria tambahan
kelangkaan Betina Jantan Total ternak dalam program
(ekor) (ekor) pemuliaan (ekor)

Punah 0 0 Tidak  memungkinkan
untuk  menyelamatkan
breed

Terancam punah <100 <5 <120 dan populasi menurun

Terancam punah Program pelestarian dan

dan ada pemuliaan diterapkan

pengelolaan secara bersama-sama

Terancam <1000 <20 a. 81-99 dan populasi

meningkat dan populasi
murni dalam program
pemuliaan <80%
b. 1001-1200 dan
populasi menurun dan
populasi murni dalam
program pemuliaan
<80%
Terancam dan ada Program pelestarian dan
pengelolaan pemuliaan diterapkan
secara bersama-sama
Aman >1000 >20 >1200 dan populasi
meningkat
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Dalam rangka melestarikan dan memanfaatkan ayam Indonesia,
peningkatan populasi dan manfaat ayam pemerintah Indonesia telah melakukan
peningkatan pengusahaan budidaya sampai pemberian bantuan modal dan fasilitas
usaha, seperti Village Breeding Centre (VBC) ayam lokal dan proyek Rural
Rearing Multiplication Centre (RRMC), namun demikian belum memperlihatkan
hasil sesuai dengan yang diharapkan (Samariyanto 2005). Perkembangan otonomi
daerah yang menunjukkan adanya kebanggaan ciri khas kedaerahan yang telah
dijadikan sebagai salah satu upaya pemanfaatan ayam lokal secara nasional,
diharapkan dapat mendorong praktik pelestarian dan pengaturan pelepasan breed
dan-galur ayam Indonesia dengan lebih baik.
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5 SIMPULAN

Penanda mtDNA d-loop dan gen Mx dapat digunakan untuk membedakan
spesies dan subspesies ayam hutan dan breed atau galur ayam. Namun demikian,
enam breed ayam asli Indonesia (AKB, BkSr, GUN, KPGDb, PLG dan STL) belum
dapat dikenali sebagai breed yang berbeda, diduga karena sistem perkawinan yang
tidak terkontrol yang diterapkan oleh pembibit untuk tujuan program pemuliaan
ayam yang spesifik, baik sebagai ayam pesuara maupun sebagai ayam pedaging.
Pembentukan breed ayam Indonesia diduga diawali dengan pembentukan breed
ayam untuk tujuan hias dan pesuara dan diikuti dengan pembentukan ayam
pedaging dan petelur. Kontribusi AHH dan AHM terhadap domestikasi ayam
Indonesia diduga masing-masing melalui pembentukan BkSr dan Bkk, dan BRG.
Penggunaan penanda gen Mx dan mtDNA d-loop dapat digunakan untuk
membedakan subspecies AHHj dan AHHmM, namun juga menghasilkan kesimpulan
yang berbeda tentang diferensiasi subspesies/spesies AHM. Hubungan
monophyletic dibangun oleh mtDNA d-loop AHM dengan ayam Indonesia.
Penanda mtDNA d-loop dapat digunakan untuk menduga analisis kekerabatan
maternal, sedangkan penanda gen Mx dapat digunakan secara parsial atau bersama-
sama dengan mtDNA d-loop untuk tujuan analisis kekerabatan dan fungsi spesifik
gen-yang terjadi saat ini. Evolusi mtDNA d-loop dan gen Mx ayam Indonesia
dipengaruhi oleh sejarah seleksi dan pembentukan breed ayam.

Penelitian ini menyediakan data penting tentang karakteristik molekuler ayam
asli_Indonesia untuk mendukung Peraturan Menteri Pertanian Republik Indonesia
Nomor: 117/Permentan/SR.120/10/2014 tentang penetapan dan pelepasan rumpun
ataw galur hewan). Usulan yang disarankan dari penelitian ini adalah: (1).
Penyusunan panduan teknis khusus bagi penetapan ayam asli Indonesia yang
langka yang sudah terbukti memiliki nilai kemanfaatan tinggi atau mempunyai
potensi nilai kemanfaatan tinggi dan dikembangkan secara turun menurun oleh
masyarakat, (2). Penelitian lebih lanjut tentang hubungan antara evolusi gen Mx
ayam dengan aktifitas antiviral terhadap beberapa virus, (3). Inventarisasi dan
identifikasi ayam Indonesia yang mempunyai Kkarakteristik spesifik yang
mempunyai manfaat bagi adaptasi ayam terhadap kondisi lingkungan di Indonesia
dan juga pembentukan breed atau galur ayam di masa yang akan datang, (4).
Pemutakhiran data terkini tentang perkembangan sistem seleksi dan pemuliaan
yang diterapkan oleh breeder atau peternak ayam di Indonesia dan breed ayam atau
galur yang dihasilkan, (5). Pengendalian yang sistematis terhadap program-
program pemuliaan ayam asli Indonesia yang melakukan perkawinan antara ayam
asli Indonesia dengan ayam dari luar negeri maupun perkawinan antar breed ayam
asli Indonesia dalam rangka melindungi SDG ayam asli Indonesia, (6). Kajian
tentang prioritas pelestarian ayam asli Indonesia untuk mendukung program
pemanfaatan dan pelestarian SDG ayam di kemudian hari.
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Lampiran 1 Sekuen mtDNA d-loop ayam yang digunakan pada penelitian ini (Bab 2)

Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Bekisar BKSr638 KR536030 B2 Indonesia; Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BKkSr550 KR536029 B2 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr655 KR536031 B2 Indonesia:Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr656 KR536032 B2 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr657 KR536033 B2 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr659 KR536035 B2 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr660 KR536036 B2 Indonesia:Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG69 KR536127 D1 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1000 KR536007 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1001 KR536008 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1004 KR536011 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1008 KR536013 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1009 KR536014 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB754 KR536019 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kedu putih KDp789 KR536096 D1 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Pelung PLG142 KR536138 D1 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG172 KR536150 D1 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG42 KR536157 D1 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG43 KR536158 D1 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG44 KR536159 D1 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Sumatera SUM78 KR536164 D1 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini




Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Sumatera SUM79 KR536165 D1 Indonesia: West Sumatera Penelitian ini
Walik WLK97 KR536176 D1 Indonesia: North Sumatera Penelitian ini
Walik WLK99 KR536177 D1 Indonesia: North Sumatera Penelitian ini
Bekikuk Bkk652 KR536026 D2 Indonesia: East Java Penelitian ini
Burgo BRG128 KR536041 D2 Indonesia: Lampung Penelitian ini
Burgo BRG129 KR536042 D2 Indonesia; Lampung Penelitian ini
Burgo BRG306 KR536043 D2 Indonesia: North Sumatera Penelitian ini
Burgo BRG307 KR536044 D2 Indonesia: North Sumatera Penelitian ini
Burgo BRG308 KR536045 D2 Indonesia: North Sumatera Penelitian ini
Gaga’ GAG130 KR536058 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga’ GAG131 KR536059 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga GAG132 KR536059 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga’ GAG301 KR536061 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga GAG302 KR536062 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Gaga’ GAG303 KR536063 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga GAG305 KR536064 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Gaga' GAG421 KR536065 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Gaga' GAG428 KR536066 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga' GAG432 KR536068 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Gaga’ GAG433 KR536069 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga' GAG436 KR536071 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Gaga’ GAG432 KR536068 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga' GAG433 KR536069 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga’ GAG436 KR536071 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan  Penelitian ini




Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Kampuiig KPg300 KR536113 D2 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan Penelitian ini
Kedu putih KDp788 KR536095 D2 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Bangkok BgK167 KR536020 D3 Indonesiat Penelitian ini
Bekikuk Bkk553 KR536025 D3 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekikuk Bkk653 KR536027 D3 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Bekikuk Bkk654 KR536028 D3 Indonesia:Jawa Timur Penelitian ini
Bekisar BkSr558 KR536034 D3 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Cemani CMNS560 KR536048 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMNG644 KR536049 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMNG661 KR536050 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMN771 KR536052 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMN772 KR536053 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMN773 KR536054 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMNT774 KR536055 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMN776 KR536056 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Gaga' GAG132 KR536060 D3 Indonesia: Sidrap, Sulawesi Selatan ~ Penelitian ini
Kampung KPG41 KR536114 D3 Indonesia: Bogor, Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG47 KR536118 D3 Indonesia: Bogor, Jawa Barat Penelitian ini
Kedu hitam KDh763 KR536080 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu hitaf KDh766 KR536081 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu hitar KDh778 KR536082 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu lurik KDI800 KR536089 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu lurik KDI801 KR536090 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah ~ Penelitian ini
Kedu lurik KDI802 KR536091 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Kedu lurik KDI803 KR536092 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu lurik KDI799 KR536088 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu putih KDp794 KR536097 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu putih KDp795 KR536098 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu putih KDp797 KR536100 D3 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1002 KR536009 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1007 KR536012 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1010 KR536015 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1011 KR536016 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Pelung PLG142 KR536138 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG143 KR536139 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG144 KR536140 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG145 KR536141 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG147 KR536143 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG148 KR536144 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG149 KR536145 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG174 KR536151 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG175 KR536152 D3 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
SUmatel SUMS0 KR536166 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Walik WLK110 KR536168 D3 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Burgo BRG758 KR536047 D4 Indonesia: Bengkulu Penelitian ini
Kampung KPG1 KR536103 D4 Indonesia: Blitar, Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG100 KR536104 D4 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG108 KR536105 D4 Indonesia: Lampung Penelitian ini




Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Kampung KPG109 KR536106 D4 Indonesia: Lampung Penelitian ini
Kedu lurik KDI798 KR536087 D4 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Legund GUN14 KR536072 D4 Indonesia: Tulungagung, Jawa Timur Penelitian ini
Legund GUN153 KR536074 D4 Indonesia: Lampung, Sumatera Penelitian ini
Legund GUN416 KR536076 D4 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Burgo BRG1118 KR536037 D5 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Burgo BRG1123 KR536040 D5 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Burgo BRG712 KR536046 D5 Indonesia: Bengkulu Penelitian ini
Pelung PLG156 KR536149 D6 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG180 KR536154 D6 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Bangkok BgK8 KR536023 D7 Indonesiat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB744 KR536017 D7 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Sumatera SUM741 KR536162 D7 Indonesia: Sumatera Barat Penelitian ini
Gaga' GAG303 KR536063 D8 Indonesia: Sulawesi Selatan Penelitian ini
Kedu hitam KDh779 KR536083 D8 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu hitam KDh782 KR536084 D8 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu hitam KDh784 KR536085 D8 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kedu hitam KDh785 KR536086 D8 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Sumatera SUM95 KR536167 D8 Indonesia: Sumatera Utara Penelitian ini
Sumatera SUM70 KR536160 D9 Indonesia: Sumatera Utara Penelitian ini
Bangkok BgK9 KR536024 D10 Indonesiat Penelitian ini
Burgo BRG1119 KR536038 D10 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Burgo BRG1122 KR536039 D10 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Kukuak Balenggek AKB1003 KR536010 D10 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Kukuak Balenggek AKBT751 KR536018 D10 Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
Pelung PLG152 KR536146 D11 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG155 KR536148 D11 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG178 KR536153 D11 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kedu lurik KDI805 KR536094 D12 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Legund GUN17 KR536075 D12 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Legund GUN417 KR536077 D12 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Legund GUN419 KR536078 D12 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Walik WLK411 KR536172 D12 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Walik WLK412 KR536173 D12 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Walik WLK413 KR536174 D12 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Walik WLK414 KR536175 D12 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Pelung PLG146 KR536142 D13 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Walik WLK161 KR536170 D13 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG21 KR536109 D14 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG23 KR536110 D14 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG24 KR536111 D14 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG48 KR536119 D14 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG49 KR536120 D14 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Walik WLK28 KR536171 D14 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Gaga GAG430 KR536067 D15 Indonesia: Sidrap Sulawesi Selatan Penelitian ini
Gaga’ GAG434 KR536070 D15 Indonesia: Sidrap, Sulawesi selatan Penelitian ini
KampuUl KPGS50 KR536121 D15 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG52 KR536122 D15 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Kampuiig KPG53 KR536123 D15 Indonesia:Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG58 KR536124 D15 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Kampuiig KPG55 KR536125 D15 Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
Kampung KPG56 KR536126 D15 Indonesia:Jawa Timur Penelitian ini
Legund GUNS54 KR536079 D15 Indonesia: Medan, Sumatera Timur Penelitian ini
Cemani CMN662 KR536051 D16 Indonesia; Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Cemani CMN777 KR536057 D16 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Kampung KPG447 KR536115 D16 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG455 KR536116 D16 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kampung KPG457 KR536117 D16 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Kedu putif KDp904 KR536101 D17 Indonesia: Temanggung, JawaTengah  Penelitian ini
Kedu putih KDp905 KR536102 D17 Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Sumatera SUM757 KR536163 D18 Indonesia:Sumatera Barat Penelitian ini
Legund GUN15 KR536073 D19 Indonesia: Tulungagung, Jawa Timur  Penelitian ini
Bangkok BgK649 KR536021 D20 Indonesiat Penelitian ini
Bangkok BgK750 KR536022 D20 Indonesiaf Penelitian ini
Nunukan NNK402 KR536128 E4 Indonesia: Kalimantan Timur Penelitian ini
Nunukan NNK407 KR536131 E4 Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK408 KR536132 E4 Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK409 KR536133 E4 Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK511 KR536136 E4 Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK405 KR536129 El Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK410 KR536134 El Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Nunukan NNK512 KR536135 El Indonesia: Kalimantan Penelitian ini




Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Nunukan NNK513 KR536137 El Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Kedu putih KDp796 KR536099 El Indonesia: Temanggung, Jawa Tengah  Penelitian ini
Nunukan NNK406 KR536130 El Indonesia: Kalimantan Penelitian ini
Kampung KPG25 KR536112 E2 Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG154 KR536147 E2 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG38 KR536155 E2 Indonesia: Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
Pelung PLG39 KR536156 E2 Indonesia:Cianjur, Jawa Barat Penelitian ini
AHH] G. varius AHHj18 KR535995 Vj Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
AHH] G varius AHHj19 KR535996 Vj Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
AHH] G.varius AHHj658  KR535997 Vj Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
AHH] G. yarius AHHM702  KR535998 Vm Indonesia: Madura Penelitian ini
AHHMG Yarius AHHM710  KR535999 vm Indonesia: Madura Penelitian ini
AHHM Govarius AHHmM713  KR536000 Vm Indonesia: Madura Penelitian ini
AHM] G.g. bankiva AHMj650 KR536001 Jv Indonesia: Jawa Timur Penelitian ini
AHM]j G.:g. bankiva AHMJ651 KR536002 Jv Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
AHM] G.g. bankiva AHMj759 KR536003 Jv Indonesia: Jawa Barat Penelitian ini
AHMs G..g. spadiceus AHMs1120  KR536004 Sm Indonesia: Solok, Sumatera Barat Penelitian ini
AHMs G.=¢. spadiceus AHMSs709 KR536005 Sm Indonesia: OKI, Sumatera Penelitian ini
AHMSsG. g. spadiceus AHMs737 KR536006 Sm Indonesia: Lampung, Sumatera Penelitian ini
Walik WLK134 KR536169 Y1l Indonesia: Lampung, Sumatera Penelitian ini
Ayam domestik AB114058 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114059 E3 Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam dormestik AB114060 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114061 El Jepang Komiyama et al. (2004)
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka

Ayam domestik AB114062 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114063 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114064 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114065 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB114066 El Jepang Komiyama et al. (2004)
Ayam domestik AB086102 Al Jepang: Hiroshima Wada et al. (2004)
Ayam domestik GU261684 A Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G. g. spadiceus GU261695 A Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G gallus GU261700 A Myanmar Miao et al. (2013)
AHM G. g. spadiceus NC_007235 B Laos: Vientiane Nishibori et al. (2005)
AHM G. g: spadiceus GU261704 B Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261705 B Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261714 B Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261699 B Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G. g jabouillei GU261674 4 Cina: Hainan Miao et al. (2013)
AHM G. g-jabouillei GU261696 z Cina: Hainan Miao et al. (2013)
AHM G. gJspadiceus GU261693 Y Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261701 C1 Cina: Henan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261675 C1 Cina: Hunan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261681 C1 Cina: Hunan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261718 C1 Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261679 C1 Cina: Henan Miao et al. (2013)
Ayam dormestik GU261680 C2 India Selatan Miao et al. (2013)
AHM G. g: spadiceus GU261716 C3 Myanmar Miao et al. (2013)
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka

AHM G. g. murghi GU261707 C3 India Miao et al. (2013)
AHM G. g. gallus NC_007236 D1 Filipina: Manila Miao et al. (2013)
AHM G. g. bankiva NC_007237 D1 Indonesia: Bali Miao et al. (2013)
AHM G. g. bankiva AP003323 D1 Indonesia Nishibori et al. (2005)
Ayam domestik GuU261687 D1 Laos Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261682 D1 Laos Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261683 D2 Cina: Xinjiang Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261677 D3 Cina: Zhejiang Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261697 D3 India Selatan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261685 D3 India Utara Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261686 El Cina: Henan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261713 El Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik AP003317 El Ras komersial Nishibori et al. (2003)
Ayam domestik AY235571 El Ras komersial Froman & Kirby (2005)
Ayam dormestik AP003318 El Ras komersial Nishibori et al. (2003)
Ayam domestik GU261712 El Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261709 El India Miao et al. (2013)
Ayam domestik AY235570 El Ras komersial Froman & Kirby (2005)
Ayam domestik AP003580 El Ras komersial Nishibori et al. (2003)
Ayam domestik GU261694 El Cina: Hebei Miao et al. (2013)
Ayam domestik AP003319 El Laos: Vientiane Nishibori et al. (2003)
Ayam domestik HQ857210 El India Utara Miao et al. (2013)
Ayam domestik HQ857209 E2 India Utara Miao et al. (2013)
AHM G. ¢ murghi GU261708 E3 India Miao et al. (2013)
Ayam domestik HQ857212 E3 India Utara Miao et al. (2013)
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Spesies/Subspesies/Breed

Kode sampel  GenBank ID  Haplotype Lokasi Pustaka
Ayam domestik HQ857211 E3 India Utara Miao et al. (2013)
AHM G. gallus GU261691 F Myanmar Miao et al. (2013)
AHM G. g. spadiceus GU261702 F Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261688 F Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261711 F Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261689 F Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G. g. spadiceus GU261703 F Myanmar Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261717 F Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik DQ648776 F Cina: Yunnan Tong et al. (2006)
Ayam domestik GU261678 G Cina: Henan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261710 G Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261676 G Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261719 G Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Red junglefowl G. g. spadiceus GU261690 G Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261715 H Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G. g. spadiceus GU261706 W Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
AHM G. g; spadiceus GU261692 X Cina: Yunnan Miao et al. (2013)
Ayam domestik GU261698 I Northeast India Miao et al. (2013)
Ayam domestik NC_ 001323 Ras komersial Desjardins & Morais (1997)

116



Lampiran 2 Hasil analisis sekuen gen Mx dengan menggunakan program Arlequin
(Bab 3)

T L T T
RUN NUMBER 1 (06/05/15 at 10:00:16)
T L T T
Project information:

NbSamples =6

DataType = DNA

GenotypicData = 0

Settings used for Calculations

General settings:

Deletion Weight

=1

Transition Weight Weight
Tranversion Weight Weight
= 1e-07

Epsilon Value

=1

=1

Significant digits for output =5

Use original haplotype definition

Alllowed level of missing data = 0.05
Active Tasks:

Molecular Distance :Pairwise difference
GammaA Value =0
Analysis of Molecular Variance:

No. of Permutations = 1000
Print out inter-haplotypic distance matrix
Population pairwise Fst values:

Compute pairwise differences

Compute coancestry coefficients

Compute Slatkin's distances

No. of permutations for significance = 100

No. of permutations for Mantel test = 1000

Distance matrix:

Compute F-statistics on haplotype frequencies only

Number of usable loci for distance computation : 2401
Allowed level of missing data :0.05
List of usable loci :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 83 89 90
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135
136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150
151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165
166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180
181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195
196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210
211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225



226
241
256
271
286
301
316
331
346
361
376
391
406
421
436
451
466
481
496
511
526
541
556
571
586
601
616
631
646
661
676
691
706
721
736
751
766
781
796
811
826
841
856
871
886
901
916
931
946
961
976
991
1006
1021
1036
1051
1066
1081
1096
1111
1126
1141
1156
1171

227
242
257
272
287
302
317
332
347
362
377
392
407
422
437
452
467
482
497
512
527
542
557
572
587
602
617
632
647
662
677
692
707
722
737
752
767
782
797
812
827
842
857
872
887
902
917
932
947
962
977
992
1007
1022
1037
1052
1067
1082
1097
1112
1127
1142
1157
1172

228
243
258
273
288
303
318
333
348
363
378
393
408
423
438
453
468
483
498
513
528
543
558
573
588
603
618
633
648
663
678
693
708
723
738
753
768
783
798
813
828
843
858
873
888
903
918
933
948
963
978
993
1008
1023
1038
1053
1068
1083
1098
1113
1128
1143
1158
1173

229
244
259
274
289
304
319
334
349
364
379
394
409
424
439
454
469
484
499
514
529
544
559
574
589
604
619
634
649
664
679
694
709
724
739
754
769
784
799
814
829
844
859
874
889
904
919
934
949
964
979
994

230
245
260
275
290
305
320
335
350
365
380
395
410
425
440
455
470
485
500
515
530
545
560
575
590
605
620
635
650
665
680
695
710
725
740
755
770
785
800
815
830
845
860
875
890
905
920
935
950
965
980
995

231
246
261
276
291
306
321
336
351
366
381
396
411
426
441
456
471
486
501
516
531
546
561
576
591
606
621
636
651
666
681
696
711
726
741
756
771
786
801
816
831
846
861
876
891
906
921
936
951
966
981
996

232
247
262
277
292
307
322
337
352
367
382
397
412
427
442
457
472
487
502
517
532
547
562
577
592
607
622
637
652
667
682
697
712
727
742
757
772
787
802
817
832
847
862
877
892
907
922
937
952
967
982
997

233
248
263
278
293
308
323
338
353
368
383
398
413
428
443
458
473
488
503
518
533
548
563
578
593
608
623
638
653
668
683
698
713
728
743
758
773
788
803
818
833
848
863
878
893
908
923
938
953
968
983
998

1009
1024
1039
1054
1069
1084
1099
1114
1129
1144
1159
1174

1010
1025
1040
1055
1070
1085
1100
1115
1130
1145
1160
1175

1011
1026
1041
1056
1071
1086
1101
1116
1131
1146
1161
1176

1012
1027
1042
1057
1072
1087
1102
1117
1132
1147
1162
1177

234
249
264
279
294
309
324
339
354
369
384
399
414
429
444
459
474
489
504
519
534
549
564
579
594
609
624
639
654
669
684
699
714
729
744
759
774
789
804
819
834
849
864
879
894
909
924
939
954
969
984
999

1013

1028

1043

1058

1073

1088

1103

1118

1133

1148

1163

1178

235
250
265
280
295
310
325
340
355
370
385
400
415
430
445
460
475
490
505
520
535
550
565
580
595
610
625
640
655
670
685
700
715
730
745
760
775
790
805
820
835
850
865
880
895
910
925
940
955
970
985
1000
1014
1029
1044
1059
1074
1089
1104
1119
1134
1149
1164
1179

236
251
266
281
296
311
326
341
356
371
386
401
416
431
446
461
476
491
506
521
536
551
566
581
596
611
626
641
656
671
686
701
716
731
746
761
776
791
806
821
836
851
866
881
896
911
926
941
956
971
986

1001 1002 1003 1004 1005

1015
1030
1045
1060
1075
1090
1105
1120
1135
1150
1165
1180

237
252
267
282
297
312
327
342
357
372
387
402
417
432
447
462
477
492
507
522
537
552
567
582
597
612
627
642
657
672
687
702
717
732
747
762
777
792
807
822
837
852
867
882
897
912
927
942
957
972
987

1016
1031
1046
1061
1076
1091
1106
1121
1136
1151
1166
1181

238
253
268
283
298
313
328
343
358
373
388
403
418
433
448
463
478
493
508
523
538
553
568
583
598
613
628
643
658
673
688
703
718
733
748
763
778
793
808
823
838
853
868
883
898
913
928
943
958
973
988

1017
1032
1047
1062
1077
1092
1107
1122
1137
1152
1167
1182

239
254
269
284
299
314
329
344
359
374
389
404
419
434
449
464
479
494
509
524
539
554
569
584
599
614
629
644
659
674
689
704
719
734
749
764
779
794
809
824
839
854
869
884
899
914
929
944
959
974
989

1018
1033
1048
1063
1078
1093
1108
1123
1138
1153
1168
1183

240
255
270
285
300
315
330
345
360
375
390
405
420
435
450
465
480
495
510
525
540
555
570
585
600
615
630
645
660
675
690
705
720
735
750
765
780
795
810
825
840
855
870
885
900
915
930
945
960
975
990

1019
1034
1049
1064
1079
1094
1109
1124
1139
1154
1169
1184

1020
1035
1050
1065
1080
1095
1110
1125
1140
1155
1170
1185
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1186
1201
1216
1231
1246
1261
1276
1291
1306
1321
1336
1351
1366
1381
1396
1411
1426
1441
1456
1471
1486
1501
1516
1531
1546
1561
1576
1591
1606
1621
1636
1651
1666
1681
1696
1711
1726
1741
1756
1771
1786
1801
1816
1831
1846
1861
1876
1891
1906
1921
1936
1951
1966
1981
1996
2011
2026
2041
2056
2071
2086
2101
2116
2131

1187
1202
1217
1232
1247
1262
1277
1292
1307
1322
1337
1352
1367
1382
1397
1412
1427
1442
1457
1472
1487
1502
1517
1532
1547
1562
1577
1592
1607
1622
1637
1652
1667
1682
1697
1712
1727
1742
1757
1772
1787
1802
1817
1832
1847
1862
1877
1892
1907
1922
1937
1952
1967
1982
1997
2012
2027
2042
2057
2072
2087
2102
2117
2132

1188
1203
1218
1233
1248
1263
1278
1293
1308
1323
1338
1353
1368
1383
1398
1413
1428
1443
1458
1473
1488
1503
1518
1533
1548
1563
1578
1593
1608
1623
1638
1653
1668
1683
1698
1713
1728
1743
1758
1773
1788
1803
1818
1833
1848
1863
1878
1893
1908
1923
1938
1953
1968
1983
1998
2013
2028
2043
2058
2073
2088
2103
2118
2133

1189
1204
1219
1234
1249
1264
1279
1294
1309
1324
1339
1354
1369
1384
1399
1414
1429
1444
1459
1474
1489
1504
1519
1534
1549
1564
1579
1594
1609
1624
1639
1654
1669
1684
1699
1714
1729
1744
1759
1774
1789
1804
1819
1834
1849
1864
1879
1894
1909
1924
1939
1954
1969
1984
1999
2014
2029
2044
2059
2074
2089
2104
2119
2134

1190
1205
1220
1235
1250
1265
1280
1295
1310
1325
1340
1355
1370
1385
1400
1415
1430
1445
1460
1475
1490
1505
1520
1535
1550
1565
1580
1595
1610
1625
1640
1655
1670
1685
1700
1715
1730
1745
1760
1775
1790
1805
1820
1835
1850
1865
1880
1895
1910
1925
1940
1955
1970
1985
2000
2015
2030
2045
2060
2075
2090
2105
2120
2135

1191
1206
1221
1236
1251
1266
1281
1296
1311
1326
1341
1356
1371
1386
1401
1416
1431
1446
1461
1476
1491
1506
1521
1536
1551
1566
1581
1596
1611
1626
1641
1656
1671
1686
1701
1716
1731
1746
1761
1776
1791
1806
1821
1836
1851
1866
1881
1896
1911
1926
1941
1956
1971
1986
2001
2016
2031
2046
2061
2076
2091
2106
2121
2136

1192
1207
1222
1237
1252
1267
1282
1297
1312
1327
1342
1357
1372
1387
1402
1417
1432
1447
1462
1477
1492
1507
1522
1537
1552
1567
1582
1597
1612
1627
1642
1657
1672
1687
1702
1717
1732
1747
1762
1777
1792
1807
1822
1837
1852
1867
1882
1897
1912
1927
1942
1957
1972
1987
2002
2017
2032
2047
2062
2077
2092
2107
2122
2137

1193
1208
1223
1238
1253
1268
1283
1298
1313
1328
1343
1358
1373
1388
1403
1418
1433
1448
1463
1478
1493
1508
1523
1538
1553
1568
1583
1598
1613
1628
1643
1658
1673
1688
1703
1718
1733
1748
1763
1778
1793
1808
1823
1838
1853
1868
1883
1898
1913
1928
1943
1958
1973
1988
2003
2018
2033
2048
2063
2078
2093
2108
2123
2138

1194
1209
1224
1239
1254
1269
1284
1299
1314
1329
1344
1359
1374
1389
1404
1419
1434
1449
1464
1479
1494
1509
1524
1539
1554
1569
1584
1599
1614
1629
1644
1659
1674
1689
1704
1719
1734
1749
1764
1779
1794
1809
1824
1839
1854
1869
1884
1899
1914
1929
1944
1959
1974
1989
2004
2019
2034
2049
2064
2079
2094
2109
2124
2139

1195
1210
1225
1240
1255
1270
1285
1300
1315
1330
1345
1360
1375
1390
1405
1420
1435
1450
1465
1480
1495
1510
1525
1540
1555
1570
1585
1600
1615
1630
1645
1660
1675
1690
1705
1720
1735
1750
1765
1780
1795
1810
1825
1840
1855
1870
1885
1900
1915
1930
1945
1960
1975
1990
2005
2020
2035
2050
2065
2080
2095
2110
2125

1196
1211
1226
1241
1256
1271
1286
1301
1316
1331
1346
1361
1376
1391
1406
1421
1436
1451
1466
1481
1496
1511
1526
1541
1556
1571
1586
1601
1616
1631
1646
1661
1676
1691
1706
1721
1736
1751
1766
1781
1796
1811
1826
1841
1856
1871
1886
1901
1916
1931
1946
1961
1976
1991
2006
2021
2036
2051
2066
2081
2096
2111
2126

1197
1212
1227
1242
1257
1272
1287
1302
1317
1332
1347
1362
1377
1392
1407
1422
1437
1452
1467
1482
1497
1512
1527
1542
1557
1572
1587
1602
1617
1632
1647
1662
1677
1692
1707
1722
1737
1752
1767
1782
1797
1812
1827
1842
1857
1872
1887
1902
1917
1932
1947
1962
1977
1992
2007
2022
2037
2052
2067
2082
2097
2112
2127

1198
1213
1228
1243
1258
1273
1288
1303
1318
1333
1348
1363
1378
1393
1408
1423
1438
1453
1468
1483
1498
1513
1528
1543
1558
1573
1588
1603
1618
1633
1648
1663
1678
1693
1708
1723
1738
1753
1768
1783
1798
1813
1828
1843
1858
1873
1888
1903
1918
1933
1948
1963
1978
1993
2008
2023
2038
2053
2068
2083
2098
2113
2128

1199
1214
1229
1244
1259
1274
1289
1304
1319
1334
1349
1364
1379
1394
1409
1424
1439
1454
1469
1484
1499
1514
1529
1544
1559
1574
1589
1604
1619
1634
1649
1664
1679
1694
1709
1724
1739
1754
1769
1784
1799
1814
1829
1844
1859
1874
1889
1904
1919
1934
1949
1964
1979
1994
2009
2024
2039
2054
2069
2084
2099
2114
2129

2140 2141 2142 2143 2144

1200
1215
1230
1245
1260
1275
1290
1305
1320
1335
1350
1365
1380
1395
1410
1425
1440
1455
1470
1485
1500
1515
1530
1545
1560
1575
1590
1605
1620
1635
1650
1665
1680
1695
1710
1725
1740
1755
1770
1785
1800
1815
1830
1845
1860
1875
1890
1905
1920
1935
1950
1965
1980
1995
2010
2025
2040
2055
2070
2085
2100
2115
2130
2145
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2146 2147 2148 2149 2150 2151 2152 2153 2154 2155 2156 2157 2158 2159
2161 2162 2163 2164 2165 2166 2167 2168 2169 2170 2171 2172 2173 2174
2176 2177 2178 2179 2180 2181 2182 2183 2184 2185 2186 2187 2188 2189
2191 2192 2193 2194 2195 2196 2197 2198 2199 2200 2201 2202 2203 2204
2206 2207 2208 2209 2210 2211 2212 2213 2214 2215 2216 2217 2218 2219
2221 2222 2223 2224 2225 2226 2227 2228 2229 2230 2231 2232 2233 2234
2236 2237 2238 2239 2240 2241 2242 2243 2244 2245 2246 2247 2248 2249
2251 2252 2253 2254 2255 2256 2257 2258 2259 2260 2261 2262 2263 2264
2266 2267 2268 2269 2270 2271 2272 2273 2274 2275 2276 2277 2278 2279
2281 2282 2283 2284 2285 2286 2287 2288 2289 2290 2291 2292 2293 2294
2296 2297 2298 2299 2300 2301 2302 2303 2304 2305 2306 2307 2308 2309
2311 2312 2313 2314 2315 2316 2317 2318 2319 2320 2321 2322 2323 2324
2326 2327 2328 2329 2330 2331 2332 2333 2334 2335 2336 2337 2338 2339
2341 2342 2343 2344 2345 2346 2347 2348 2349 2350 2351 2352 2353 2354
2356 2357 2358 2359 2360 2361 2362 2363 2364 2365 2366 2367 2368 2369
2371 2372 2373 2374 2375 2376 2377 2378 2379 2380 2381 2382 2383 2384
2386 2387 2388 2389 2390 2391 2392 2393 2394 2395 2396 2397 2398 2399
2401

List of loci with too much missing data :

NONE

== Comparisons of pairs of population samples

2160
2175
2190
2205
2220
2235
2250
2265
2280
2295
2310
2325
2340
2355
2370
2385
2400

List of labels for population samples used below:

Label Population name

Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies
1 2 3 4 5
1 0.00000
2 0.04090 0.00000
3 0.13056 0.14470 0.00000
4 0.10448 0.11730 0.25000 0.00000
5 0.05821 0.06797 0.15057 0.12263 0.00000

Number of permutations : 1023
1 2 3 4

1 *

2 0.00000+-0.0000 *
3 0.00901+-0.0091 0.00000+-0.0000 *
4 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.04505+-0.0152 *
5 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.00000+-0.0000 0.01802+-0.0121
Matrix of significant Fst P values
Significance Level=0.0500

1 2 3 4 5
1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
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Population average pairwise differences

Above diagonal : Average number of pairwise differences between populations (PiXY)
Diagonal elements : Average number of pairwise differences within population (PiX)

Below diagonal : Corrected average pairwise difference (PiXY-(PiX+PiY)/2)

Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies
1 2 3 4
1 0.95673 0.98545 1.00000 1.00000 0.99857
2 0.04019 0.93380 1.00000 1.00000 0.99697
3 0.18830 0.19977 0.66667 1.00000 1.00000
4 0.12163 0.13310 0.26667 0.80000 1.00000
5 0.05789 0.06775 0.20435 0.13768 0.92464

1 2 3 4 5
2 0.00000
3 0.00909 0.00000
4 0.00000 0.00000 0.04545
5 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

1 2 3 4 5
0.00000
0.00909  0.00000
0.00000 0.00000 0.04545
0.00000 0.00000 0.00000 0.01818

ST 0077007777077 777077777777 777777777777777777777777777
END OF RUN NUMBER 1 (06/05/15 at 10:01:54))
Total computing time for this run : Oh 1m 38s 94 ms

L1710 77 707070077 77777777777777777777777777777777771717777777

abbwnN

121



122

RIWAYAT HIDUP

Penulis bernama Maria Ulfah, dilahirkan di Tulungagung pada tanggal 1
Nopember 1976. Penulis merupakan anak ke-4 dari empat bersaudara pasangan H.
Munar Baihagi dan Hj Ningrum Supiyah. Pendidikan S1 ditempuh penulis di
Fakultas Peternakan, Universitas Brawijaya, Malang, Jawa Timur pada tahun 1994-
1998. Pendidikan S2 ditempuh penulis pada program Tropical and International
Agriculture, Georg August Gottingen University, Jerman pada periode tahun 2001-
2003. Pada tahun 2011, penulis diterima di Program Studi Biosains, Sekolah Pasca
Sarjana, IPB melalui program beasiswa BPPS, Kementerian Pendidikan dan
Kebudayaan Republik Indonesia. Penulis juga merupakan dosen aktif di
Departemen llmu Produksi dan Teknologi Peternakan, Fakultas Peternakan, IPB
sejak tahun 2009 sampai saat ini.

Tiga (3) artikel ilmiah sebagai bagian dari disertasi ini telah dipublikasikan
oleh penulis dalam jurnal internasional, yaitu: (1). Ulfah M, Perwitasari D, Jakaria,
Muladno, Farajallah A. 2015. Multiple maternal origins of Indonesian crowing
chickens revealed by mitochondrial DNA analysis. Mitochon. DNA. DOI:
10.3109/19401736.2015.1118069, (2). Ulfah M, Perwitasari D, Jakaria, Muladno,
Farajallah A. 2015. Breed determination of Indonesian local chickens based on
matrilineal evolution analysis. Intern. J. Poult. Sci. 14(11):615-621, dan (3). Ulfah
M, Perwitasari D, Jakaria, Muladno, Farajallah A. (dalam review). Breeding history
and“evolution of Myxovirus (mx) Resistance gene in Indonesian local chickens.
BIGTROPIA.



