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ABSTRAK

Dari 210 sampel sapi pesisisir umur 1,5 tahun, dipilih 60 sample berdasarkan berat badan yaitu 30
sampel dengan berat tinggi (12549,02 kg) dan 30 sampel dengan berat badan rendah (6546,09 kg).
Sampel darah 60 ekor sapi diisolasi dan produk PCR dari fragmen gen GH (455 bp) disekuensing
forward dan reserve. Dua dilesi ditemukan pada posisi 2731 dan 2732 dengan fekuensi allel 0.06, dan
0.19. Delapan mutasi ditemukan pada posisi 2537, 2567, 2639, 2647, 2706, 2713, 2732, dan 2813
dengan genotipe G- T, G->T,C—->G,T—-C,A—> G, C—T,C—T,C— A dengan frekuensi
allel berturut-turut 0,66; 0,97; 1,00; 0,54; 0,37; 0,62; 0,77 dan 1,00. Hasil penelitian ini menunjukkan
gen GH pada sapi pesisir mempunyai keragaman yang tinggi, sehingga perlu dilakukan penelitian lanjut
untuk mengetahui apakah keragaman ini berhubungan dengaan sifat-sifat produksi.

Kata kunci: Sapi Pesisir, gen GH, Keragaman, SNP
ABSTRACT

From a total of 210 of 1,5 year old Pesisir cattle, 60 were selected on the basis of weight, those
were 30 with highest weight (125+9,02 kg) and 30 with lower weight (65+6,09 kg). DNA isolated from
60 blood sample and PCR product of GH fragment (455 bp) were analyzed by direct sequencing. Two
deletion were detected in position 2731 and 2732 with frequency allele were 0.06, and 0.19. Eight
mutation were detected in position 2537, 2567, 2639, 2647, 2706, 2713, 2732, and 2813 with genotypes
G-T, G->T,C>GT—-CA—->G,C—>T,C—T,C— A with frequency allele were 0.66, 0.97,
1.00, 0.54, 0.37, 0.62, 0.77, and 1.00 respectively. These data provide evidence that GH gene is good
polymorphic source and can be used for association with performance and investigate whether these
polymorphic responsible for quantitative variation in growth.
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PENDAHULUAN karkas cukup tinggi. Menurut Khasrad
(2006) Sapi Pesisir persentase karkasnya
53%. Persentase karkas ini lebih tinggi dari

persentase karkas sapi Ongole (48,8%), sapi

Sapi pesisir adalah sapi lokal
Sumatera Barat. Sapi Pesisir mempunyai

potensi genetik yang baik karena mempunyai
daya adaptasi tinggi, baik terhadap pakan
yang berkualitas rendah, maupun terhadap
perobahan suhu lingkungan (Yurnalis et al.,
2013) schingga sapi pesisir jarang sekali
terserang penyakit.

Sapi ini ukuran badannya relatif lebih
kecil dibanding sapi-sapi jenis lainnya,
seperti peranakan Ongole, sapi Bali, sapi
Madura, sapi Aceh. Meskipun tergolong sapi
kecil, Sapi Pesisir memiliki persentase
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Madura (47,2%), sapi PO (45%) dan kerbau
(39,3%), namun sedikit lebih rendah dari
persentase karkas sapi Bali (56,9%).

Seleksi yang terjadi pada Sapi Pesisir
adalah seleksi alami yang berjalan kearah
yang negatif yaitu ada kecendrungan sapi
yang dipertahankan adalah sapi yang bobot
badannya lebih kecil, sedangkan sapi yang
berbobot badan lebih besar dijual untuk
mendapatkan harga yang lebih tinggi. Hal ini
terjadi karena tingginya permintaan terhadap
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Sapi Pesisir terutama menjelang hari raya
Idul Adha. Perbaikan genetik berpeluang
untuk memacu peningkatan produktivitas
dan kenaikan populasi ternak Sapi Pesisir.
Namun demikian informasi mengenai Sapi
Pesisir masih sangat terbatas, khususnya
mengenai aspek biologis dan genetiknya.
Untuk meningkatkan performa Sapi Pesisir
disamping perbaikan sistem pemeliharaan,
meningkatkan kondisi lingkungan seperti
daya dukung lahan, juga harus dilakukan
seleksi yang tepat.

Salah satu gen yang mempunyai
peranan di dalam pertumbuhan suatu
individu adalah gen hormon pertumbuhan
(growth hormone/GH). Gen GH dibutuhkan
untuk pertumbuhan jaringan, metabolisme
lemak, pengaturan reproduksi, laktasi,
pertumbuhan tubuh normal (Beauchemin et
al., 2006) dan sifat pertumbuhan pada sapi
pedaging (Hale et al., 2000). Selain itu gen
hormon pertumbuhan berperan sebagai
pengatur utama pertumbuhan setelah lahir
dan proses metabolisme yang dapat
mempengaruhi laju pertumbuhan, komposisi
tubuh, kesehatan, produksi susu dan penuaan
melalui penyesuaian dengan gen-gen lain
(Ge et al., 2003). Gen hormon pertumbuhan
pada sapi pedaging merupakan salah satu
gen kandidat yang berhubungan dengan
bobot hidup (Reis at al., 2001), pertambahan
bobot badan (Tambasco et al, 2003) yang
mengkode dan menghasilkan hormon
pertumbuhan untuk mengatur pertumbuhan
dan perkembangan sel ternak (Pierzchala et
al., 2004).

Gen bGH terletak di kromosom 19
pada posisi 19q26-qter (Woychik et al.,
1982; Hediger et al, 1990) dan memiliki
ukuran panjang urutan (sequence) nukleutida
sebesar 2856 base pair (bp) yang terdiri atas
lima exon dan dipisahkan oleh empat intron
(Woychick et al., 1982; Gordon et al., 1983).
Beberapa daerah polimorfik telah dilaporkan
di wilayah yang berbeda dari gen BGH.
Polimorfisme di daerah exon dan intron
memiliki potensi digunakan sebagai penanda
genetik untuk perbaikan genetik populasi
(Falaki et al., 1996). Telah banyak penelitian
mencari hubungan antara varian gen ini dan
sifat-sifat produksi (Tatsuda et al, 2008;.
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Yardibi et al, 2009;. Matsuhashi ef al, 2010;.
Mohammadabadi et al/, 2010;. Maylinda,
2011; Sami, 2010; Sami et al, 2011;.
Morav¢ikova et al, 2012).

Yurnalis et al. (2013) telah meneliti
keragam gen GH sapi Pesisir pada exon 4
dan sebagian intron 4 sedangkan penelitian
tentang keragaman gen GH pada daerah
ujung belum pernah dilakukan. Penelitian ini
bertujuan menganalisis keragaman sekuen
gen GH pada Sapi pesisir pada daerah ujung
gen GH (flankin 3’) Penentuan keragaman
genetik ini dapat dipakai sebagai informasi
awal dalam rangka untuk melakukan seleksi
genetik sapi Pesisir.

METODE

Sampel DNA

Sampel DNA yang digunakan berasal
dari 60 sampel darah yang dipilih dari 210
sampel darah sapi pesisir pada peternakan
rahyat yang diambil di Kecamatan
Lengayang Kabupaten Pesisir Selatan. Enam
puluh sampel darah terpilih merupakan
sampel darah dari ternak sapi dengan bobot
badan tertinggi sebanyak 30 sampel dan
sampel darah dari ternak dengan bobot
terendah sebanyak 30 sampel. Sampel darah
diambil dari bagian vena jugularis, kemudian
disimpan pada temperature -20°C. Isolasi
DNA dari sampel darah dilakukan
menggunakan genomic DNA purification kit
Promega.

Primer

Amplifikasi gen GH exon 5 dan
daerah ujung dilakukan dengan mesin
thermal  Cycler  eppendorf  dilakukan
menggunakan metode PCR (Polymerase
Chain Reaction). Primer yang digunakan
untuk mengamplifikasi ruas gen GH pada
daerah exon 5 dan daerah ujung adalah
primer forward 5’-cactcccactgtcctttccta-3°
dan primer reserved 5’-
acttcctcacatgttggagge-3° (Yao et al., 1996).

Amplifikasi Fragmen Gen GH

Amplifikasi ruas gen  hormon
pertumbuhan  dilakukan ~ menggunakan
metode PCR. Pereaksi yang digunakan untuk
amplifikasi kedua ruas gen target adalah 2 pl
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sampel DNA cetakan, campuran primer 5
pmol sebanyak 3 pl , master mix 25 pl
(Thermo Scientific) dalam larutan total 50
pl.  Amplifikasi in vitro dengan mesin
thermal cycler dilakukan dengan kondisi
denaturasi awal pada suhu 94°C selama 5
menit, 40 siklus yang terdiri dari denaturasi
pada suhu 94°C selama 45 detik, annealing
pada suhu 62°C selama 45 detik dan extensi
pada suhu 72°C selama 1 menit, dan extensi
akhir pada suhu 72°C selama 5 menit.
Kemudian fragmen hasil amplifikasi PCR
dielektroforesis gel yang berisikan fragmen
target diisolasi dari gel agarose selanjutnya
dipurifikasi menggunakan Nucleo Spin
Purifikasi Kit selanjutnya dikirim untuk
sekuensing.

Hasil sekuen yang diperoleh dilihat
keragamannya dan diuji kesamaannya antar
jenis sapi maupun dengan bangsa sapi lain
yang ada di Gen Bank menggunakan
program Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST)  [www.ncbhi.nhl.nih.gov.BLAST].
Selain mendapatkan kesamaan sekuen, juga
diidentifikasi secara pasti posisi ada tidaknya
mutasi atau terjadinya indel pada gen
hormon pertumbuhan pada Sapi Pesisir.

Analisis Data

Analisis statistik  deskriptif untuk
memperoleh karakterisasi bobot tubuh dan
ukuran-ukuran-ukuran tubuh pada sapi
Pesisir dilakukan dengan mengitung rata-rata

(;), simpangan baku (s), dan koefesien
keragaman (KK) dengan prosedur berikut
(Steel et al., 1997).

KK(%) = = (100%)
X
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Dimana xi adalah ukuran ke i peubah
X, n jumlah sampel.

Analisis  deskriptif untuk melihat
keragaman sekuen GH dilakukan sebagai
berikut.

Frekuensi Genotipe

Frekuensi genotipe dihitung berdasarkan
jumlah alel suatu genotipe dibagi dengan
jumlah sample :

X.
F, ==— ; Xx,= genotipe yang

diamati
Frekuensi alel dihitung dengan menjumlah
semua alel dibagi dengan 2N
D% o
2 =N x, = alel yang diamati
Uji x2 (Chi-Square)
Untuk menguji apakah ada hubungan antara
SNP dengan dengan dua kelompok berat
badan diuji dengan ujz x2; )
O.—-FE,;
2 __ J y
=2 2 3
Keterangan :
x> = Uji Chi-Square
O; = jumlah pengamatan genotip ke i
kelompok berat badan ke j
E;j = jumlah harapan genotip ke i kelompok
berat badan ke j

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi PCR  menggunakan
pasangan primer yang digunakan
menghasilkan fragmen sepanjang 455 bp
pada daerah intron 5 (Gambar 1). Dengan
teknik  pensejajaran  diperoleh  tingkat
kesamaan sekuen dengan sekuen Gordon et
al., (1983) dan Woichick (1990) sebesar 96 -
97 % yang membuktikan sekuen yang
teramplifikasi adalah benar sekuen dari gen
hormon pertumbuhan.

Dengan membanding hasil sekuensing
455 bp fragmen dengan Gordon et al.,
(1983) pada daerah flanking 3’ dijumpai
adanya 2 delesi baru (Tabel 1), yaitu delesi T
pada posisi 2731, dan delesi C pada posisi
2732 dengan frekuesi allel 0,06; dan 0,19.
Juga ditemukan 8 subsitusi baru yaitu mutasi
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500 bp
455 bp

250 bp

S0l S02 S03

Gambar 1. Electroforesis hasil amplifikasi daerah ujung gen GH (Keterangan : M = Marker ,

S01-S03 = sampel individu).

Tabel 1. Polimorfisme gen GH

NO Mutasi Posisi Frekuensi Allele
1 G>T 2537 0,66

2 G=>T 2567 0,97

3 C>G 2639 1,00

4 T>C 2647 0,54

5 A>G 2706 0,37

6 C>T 2713 0,62

7 Delesi T 2731 0,06

8 C>T 2732 0,77

9 Delesi C 2732 0,19

10 C2>A 2813 1,00

G — T pada posisi 2537 dan 2567, mutasi C merobah sisi pemotong enzim  Ncul

— G pada posisi 2639, mutasi T — C pada
posisi 2647, mutasi A — G pada posisi
2706, mutasi C — T pada posisi 2713 dan
2732, dan mutasi C — A pada posisi 2813
dengan fekuensi alel berturut-turut 0,66;
0,97; 1,00; 0,54; 0,37; 0,62; 0,77; dan 1,00.
Dari 10 polimorfisme pada daerah
uyjung gen GH pada sapi Pesisir 8
diantaranya bersifat polimorfik dan yang
lainnya bersifat monomorfik (Tabel 1)
sehingga berpotensi untuk dijadikan marker
genetik dan dapat diuji lebih lanjut untuk
dapat dijadikan kandidat marker. Mutasi G
— T pada posisi 2537 (Gambar 2a) juga
hanya bisa dideteksi dengan sekuensing.
Mutasi G — T pada posisi 2567
(Gambar 2b) juga pernah dilaporkan oleh
Lagziel et al. (1999), mutasi ini akan
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(JGAAGA) sehingga jika terjadi mutasi,
sekuen tidak akan terpotong dengan enzim
Ncul. Mutasi C — G pada posisi 2639
(Gambar 2¢) akan membentuk sisi pengenal
enzim Eco47] (GG|WCC) atau Haelll
(GG|CC) sehingga jika terjadi mutasi
sekuen akan terpotong oleh enzim Eco471
atau Haelll. Mutasi T — C pada posisi 2647
(Gambar 2c¢) akan membentuk sisi pengenal
enzim Avall (G|GWCC) schingga jika
terjadi mutasi sekuen akan terpotong jika di
restriksi dengan enzim Avall.

Mutasi C — T pada posisi 2713
(Gambar 3a) akan merobah sisi pemotong
enzim Acil (C|CCQG) sehingga jika tidak ada
mutasi sekuen akan terpotong jika direstriksi
dengan enzim Acil. Delesi T pada posisi
2731 (GTCTC — GCTC) akan merobah sisi
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2540 25?1] 2640 2650
Gordon lll]aT P [T ] Y rm [ETIN TE
S GATGCGGTGGG CTGRAGAATTGA CCACGCCCCTGGTTCTTAG
equens
f
mee A YUY MY MRV,
Researh GATGCOTIGTGGG CTGAATAATTGA ccacdacccToeTiclTTAG
(a) (b) (c)
Gambar 2. Keragaman pada posisi 2537,2567, 2639, dan 2647.
E'JIEIEI B 2?113 R 2?30 | 2810
e TR CCACE e Th SECOTUFeTer TANCHEACAS
h " ", }'lhl .l|.|| N i 3 i
Penelitian ! "'il Al ‘mﬁ | ".li'l_" VN4 /A ATATATATAY WAA LY .-j'-.Jl'L"ﬂ
ini GCCTTCAGTCCCACTICGCTA GCOGGTITCTCC TAAGTIAICAGAG

(@)

(b)

Gambar 3. Keragaman Pada Posisi 2706, 2713, 2732, dan 2813.

pemotong enzim Bscqll (JGTCTC) sehingga
jika tidak ada delesi sekuen dapat terpotong
dengan enzim Bscqll. Mutasi pada posisi
2732 (Gambar 3b) akan merobah sisi
pemotong enzim Eco31l
(GGTCTCN|NNNN) dan mutasi G — C
pada posisi 2768 akan merobah sisi
pemotong Enzim Bfal (C|{TAG) sehingga
jika terjadi mutasi sekuen tidak akan
terpotong jika didestriksi dengan enzim Bfal.
Demikian juga mutasi C — A pada posisi
2813 (Gambar 3c) akan merobah sisi
pemotong dari enzim CviRI (TG|CA).
Keragaman pada posisi 2713, 2731, 2732,
2768, dan 2813 belum pernah sebelumnya
ditemukan pada sapi lain. Mutasi C — G
pada posisi 2639 dan mutasi G — B pada
posisi 2813 terjadi pada semua sampel,
mutasi ini perlu dikaji lebih lanjut untuk
sampel yang lebih besar dan kemungkinnan
sebagai pananda pada sapi Pesisir.

Hasil uji chi-square (X2)
menunjukkan tidak adanya hubungan yang
nyata antara dua kelompok bobot badan dan
ukuran-ukuran tubuh dengan keragaman
sekuen. Hal ini disebabkan bobot badan dan
ukuran-ukuran tubuh selain dipengaruhi
factor genetik juga sangat dipengaruhi oleh
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factor lingkungan seperti makanan dan
sistim pemeliharaan. Dengan adanya 10
keragaman pada daerah ujung menunjukkan
sapi Pesisir sekuensnya sangat beragam.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan gen
GH pada sapi pesisir mempunyai keragaman
yang tinggi, sehingga perlu dilakukan
penelitian lanjut untuk mengetahui apakah
keragaman ini berhubungan dengaan sifat-
sifat produksi.
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