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ABSTRACT

Growth Hormone Receptor (GHR) gene is a member of the super familycytokine/hematopoietin
receptor. GHR plays a role in mediating the biological activity of growth hormone on target cells that
lead to the affection of the nature ofgrowth in beef cattle carcasses and the nature of milk production in
dairy cows. This study was designed to identify the genetic diversity of GHR genes exon 10 in Bali
cattle. Genotype variation of gene candidates was identified using PCR-RFLP technique. The results
showed that mutation at position of 755bp exon 10 of GHR gene as determined by Maskur (2012) can
be identified using MBO Il restriction enzymes at position of 125bp or at position of 282bp base
nucleotidescaused by transition mutation of C/T and substitution of amino acid threonine to
isoleucine.Genotype identification of GHR gene exon 10 resulted in three individual genotypes in Bali
cattle population namely CC, TT and CT with frequency of 0.1931; 0.5455 and 0.2614respectively. The
result of X2 test and heterozygosity observationas well as heterozygosity expectation indicate that the
genotypedistribution on Bali cattle population in this study were not in Hardy-Weinberg equilibrium
(Hardy-Weinberg Equilibrium/ HWE). The value of GHR|MBO Il gene Polymorphic Informative
Content was 0.342051, might be used for genetic identifier, and was quite informative as gene identifier
for linkage analysis in the population.
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PENDAHULUAN kelompok gen yang mengontrol sifat partum-
buhan pada ternak sapi potong (Ho and
Hoffman, 1993).Pertumbuhan merupakan suatu
proses deposisi, pemindahansubstansi sel-sel,
serta peningkatan ukuran dan jumlah sel pada
tingkat dan titik berbeda dalam suatu waktu
tertentu yang dipengaruhi oleh gen-gen per-
tumbuhan (Lawrence dan Fowler, 2002).

Gen Growth Hormone Receptor (GHR)
merupakan anggota dari super family reseptor
cytokine/haemato-poietin. Famili dari reseptor
ini terdiri dari prolactin, erythropoietin, interfe-
rons, dan interleukins 3-7 (Carter-Su et al.,
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Penciri DNA dikembangkan untuk mende-
teksi sifat unggul seekor ternak dalam waktu
yang relatif lebih cepat dan dalam skala
laboratorium yang lebih akurat. Sifat-sifat pro-
duksi pada ternak seperti performan pertumbuh-
an, kualitas dan kuantitas karkas, merupa-kan
sifat yang memiliki nilai ekonomis penting pada
ternak yang berada dibawah kontrol beberapa
gen. Gen Growth Hormone (GH), Growth
Hormone Receptor (GHR),insulin-like growth
factorl (IGF-1), Leptin, dan Pit-1 merupakan
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1997). Gen GHR pada sapi dipetakan sebagai
gen tunggal yang terletak pada kromoson 20
(Moody et al., 1995), terdiri atas 10 ekson dan
9 intron, dengan panjang 25.688 bp (Lucy et
al., 1998; Jiang dan Lucy, 2001).

GHR memiliki fungsi memediasi aktivitas
biologi hormon pertumbuhan pada sel target
(Rotwein et al., 1994; Argetsinger dan Carter-
Su, 1996), yang mempengaruhi sifat partum-
buhan karkas pada sapi pedaging dan sifat
produksi susu pada sapi perah. Mutasi pada gen
GHR dapat menyebabkan keterlambatan per-
tumbuhan pada manusia yang dikenal sebagai
GH resistence atau GH insensitif (Rosenbloom
et al., 1997). Oleh karena fungsinya yang
penting, gen GH dan GHR merupakan kandidat
gen untuk program Marker Asissted Selection
atau penanda genetik untuk pertumbuhan,
karkas dan produksi susu pada ternak khu-
susnya pada sapi (Beauchemin et al., 2006).

Keragaman gen GHR diharapkan dapat
dijadikan sebagai informasi dasarsebagai gen
mayor yang mem-pengaruhi tingkat produksi
ternak. Keragaman genetik mengacu pada
variasi dalam level gen individu (polimorfisme)
dalam sebuah spesies dan adanya sebuah
mekanisme dalam populasi untuk menyesuai-
kan diri dengan perubahan lingkungan (Soy-
sal, 2004). Disamping itu polimor-fisme gen
dapat digunakan sebagai alat untuk menge-
lompokkan dan mempelajari kekerabatan antar
bangsa (Liefers et al., 2005).

Keragaman genetik fragmen gen GHR|Alul
pada exon 10 telah diiden-tifikasi pada beberapa
sapi pedaging/ potong. Ge et al. (2000)
mengidentifikasi single nucleotide polymor-
phism (SNP) fragmen gen GHR|Alul sapi
Angus, yang berlokasi pada posisi 76 (T/C), 200
(G/IA), 229 (T/C) dan 257 (A/G) bp. Sementara
Maskur et al. (2012), melaporkan dua SNP baru
pada exon 10 gen GHR pada sapi Bali yang
disebabkan oleh mutasi substitusi Timin dengan
Sitosin (T/C) pada posisi basa 702 bp dan
transisi Sitosin dengan Timin (C/T) pada posisi
755 bp.

Keragaman genetik sapi Bali akibat adanya
mutasi pada exon 10 gen GHR tersebut menarik
untuk dikaji meng-ingat informasi ini menjadi
penting karena besar manfaatnya untuk program
pemuliaan.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini menggunakan sampel darah
sapi Bali yang diambil dari kelompok peternak
sapi bantuan JICA dan ACIAR di Kabupaten
Lombok Barat, Kabupaten Lombok Tengah dan
Kabupaten Lombok Timur yang dipelihara
secara intensif. Sampel darah sapi Bali yang
digunakan me-rupakan koleksi Laboratorium
Imuno-biologi  Fakultas MIPA  Universitas
Mataram. Sampel darah yang di-gunakan dalam
penelitian ini adalah sebanyak 88 sampel darah
sapi Bali terdiri dari 49 sampel darah jantan dan
39 sampel darah betina.

Ekstraksi DNA genom

Ekstraksi DNA genome dilakukan mengikuti
petunjuk Sambrook et al. (1989) vyang
dimodifikasi oleh Maskur et al. (2014) dengan
menggunakan  buffer  lisis  sel  untuk
mendegradasi dinding sel dan fenol-khloroform
untuk mendegradasi protein dan lemak
kemudian dipresifitasi menggunakan etanol
absolut. Proses berikutnya ada-lah pemurnian
menggu-nakan RNAse.

Polymerase chain reaction (PCR)

Komposisi reaksi PCR dikondisikan pada
volume reaksi 15 pL terdiri atas 100 ng DNA, 2 x
Taq Master Mix (Tag DNA Polymerase 0,05
w/mL, 2x vibuffer A, 0,4 mM dNTP dan 3 mM
MgCl,), 10 pmol/ pL primer F, 10 pmol/ pL
primer R, 50 mM MgCl., ddH.O pH 7 dengan
menggunakan sekuen nukleotida pengapit
forward dan reverse primer masing-masing F:5’-
GCTAACTTCATCGTGGACAAC  ‘3R:5’-
TATGGCATGATTTTGTTC AG’3. Amplifi-
kasi dilakukan selama 35 siklus dengan
denaturasi awal pada suhu 94° C selama 5 menit,
diikuti 35 siklus berikutnya masing 94°C x 15
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detik, suhu annealing 56°C x 45 detik. Satu siklus
ekstensi awal pada suhu 72°C x 1 menit,
kemudian diakhiri satu siklus berikutnya pada
70°C selama 10 menit dengan menggunakan
mesin PCR (SensoQuest, Germany). Produk PCR
di elektroforesis pada gel agarose 1.5%,
Kemudian divisualisasi pada UV tran-
siluminator.

Polymerase chain reaction-restriction
fragment fength polymorphism (PCR-RLFP).

Produk PCR yang diperoleh dari masing-
masing gen target dianalisis menggunakan
RFLPmelalui pemo-tongan menggunakan enzim
restriksi MBOII. Adapun komponen reaksi
dalam pemotongan fragmen gen hasil
amplifikasi PCR terdiri dari 10 pl DNA produk
PCRditambahkan 0,5 puL enzim restriksi MBOI|I
(0,25 U); 1,5 pL buffer enzim (10x) dan 3 pL
ddH20,sampai volume produk PCR — RLFP 15
pL. Selanjutnya n inkubasi selama 16 jam pada
suhu 37° C.

Genotypingkandidat gen

Elektroforesis dilakukan dengan gel agarose
pada konsentrasi 2% dan dijalankan pada
tegangan 100 volt selama 30 - 45 menit. Hasil
elektroforesis diamati dan difoto dengan
bantuan UV trans iluminator (Alpha Imager).
Penentuan posisi pita DNA pada gel agarose
dilakukan secara manual.

Ukuran dan jumlah dari alel yang muncul
pada gel ditentukan berdasarkan asumsi bahwa
semua pita DNA dengan laju migrasi yang sama
adalah homolog. Alel T adalah SNP dengan
nukleotida T (terpotong enzim MBO II),
sedangkan alel C adalah SNP dengan
nukleotida C (tidak terpotong enzim MBO IlI.

Analisis data
Frekuensi genotipe dan alel dihi-tung dengan
menggunakan rumus Nei dan Kumar (2000).
Freku-ensi Alel dapat dihitung dengan cara:
. = [Eﬂ’ii + Z}':lﬂi}')
" (2n)

Keterangan :

Xi = frekuensi alel ke-i,

nii =jumlah sampeldengan genotipe ii,
n; = jumlah sampel dengan genotipe ij,
N = Jumlah individu sampel.

Frekunsi genotype dapat dihitung dengan cara :
Zhni
x, = —-
‘ N

Keterangan :
Xi = Frekunsi genotif ke i
ni = Jumlah individu bergenotipe i
N = jumlah individu sampel

Keseimbangan Hardy Weinberg diuji dengan uji
Khi-Kuadrat (Hartl & Clark 1997)

, (obs — exp)?
X‘ = -
Z exp

Keterangan:

¥? = uji Chi- Kuadrat

Obs = jumlah pengamatan genotip ke-i
Exp = jumlah harapan genotip ke-i

Heterozigositas pengamatan (Ho), hetero-
zigositas harapan (He) dan standar eror
heterozigositas harapan (Weirs 1996)

Frekuensi Heterozigositas Pengamatan:

Ny
H, = . _Nu
[ =]
Keterangan:

Ho =frekuensi heterozigositas pengamatan
N1j= jumlah individu heterozigositas pada
lokus ke-1

N = jumlah individu yang dianalisis

Heterozigositas Harapan:
T

HE: 1_ZF121
i=1

Keterangan:
He = heterozigasitas harapan
P1i = frekuensi alel ke | pada lokus 1
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n = jumlah alel pada lokus ke-1

Tingkat informasi suatu alel dihitung dengan
pendekatan nilai  polymorphic informative
content (PIC) :

n n—1 n
rem1-3ni-3 3 i
i=1

i=1 j=i+1
Keterangan

Pi= frekuensi alelke i

n = jumlah alel per perinci (marker)

HASIL DAN PEMBAHASAN

Produk PCR Dberukuran sekitar 342 bp
(Gambar 1), berada pada posisi exon 10 gen
GHR. Berdasarkan Hasil penjajaran sekuen
yang dilakukan oleh Maskur et al. (2012)
menggunakan program BioEdit dan Mega4
terindikasi adanya mutasi baru pada exon 10
gen GH (Gambar 2). Hasil identifikasi sekuen
DNA menunjukkan ruas gen GHR yang
diamplifikasi terdapat dua situs pemotongan
MBO 1l yaitu pada posisi 38 bp dan 125 bp
exon 10 bovine Growth Hormone Receptor
(Gen Bank Kode Akses AF140284) seperti
terlihat pada Gambar 3 dan menghasilkan dua
alel, yaitu alel C (uncut) dan alel T (cut). Alel C
tidak terpotong dengan dengan MBO I,
menghasilkan satu fragmen DNA berukuran 342
bp sedangkan alel T terpotong pada situs
pemotongan MBO Il, menghasilkan tiga
fragmen DNAberukuran panjang 217 bp, 125
bp dan 87 bp.

Fragmen gen GHR|MBO Il menghasilkan
tiga macam genotipe, yaitu fragmen yang tidak
terpotong dikenal dengan genotipe CC, fragmen
yang terpotong menjadi tiga pita dikenal dengan
genotipe TT, dan fragmen gabungan (empat
pita) dikenal dengan genotipe CT (Gambar 4.).

Mutasi transisi pada basa 755 bp yang
dilaporkan oleh Maskur (2012) berhasil
diidentifikasi dengan meng-gunakan enzim
restriksi MBO Il dimana basa C (Cytosin)
diubah menjadi T (Timin) pada posisi 125 bp
gen GHR exon 10 atau pada posisi basa
nukleotida 282 bpsesuai sekuen GHR di Gen

Bank (Kode Akses AF140284). Posisi mutasi
transisi C/T dan substitusi asam amino pada
ekson 10 gen GHR dapat dilihat pada Gambar 5.

Mutasi transisi C/T yang dilaporkan oleh
Maskur (2012) pada posisi 282 bp merupakan
mutasi titik (point mutation) mengubah sekuen
nukle-otida pada kodon 44 exon 10 yaitu ACC
yang menyandikan asam amino threonin
menjadi AUC yang menyandikan asam amino
Isoleucine. Menurut  Windelspecht (2007)
mutasi transisi ini terjadi karena adanya
substitusi antara satu basa purin (Adenin)
dengan basa Purin lainnya (Guanin) atau antara
satu basa Pirimidin (Timin) dengan basa
Pirimidin lainnya (Sitosin).

Frekuensi alel dan genotipe gen GHR- MBO
I

Mutasi transisi C/T pada pada exon 10
menghasilkan dua alel yaitu C dan T dengan
distribusi  frekuensi alel T lebih besar
dibandingkan alel C yaitu masing-masing
0,6761 dan 0,3239 (Tabel 1).

Alel C merupakan alel minor dengan
frekuensi yang lebih rendah dari alel T.
Identifikasi genotipe menggunakan teknik PCR-
RFLP gen GHR exon 10 menghasilkan tiga
genotipe individu dalam populasi sapi Bali yaitu
CC, TT dan CT dengan frekuensi masing-
masing 0,1931; 0,5455 dan 0,2614.

Hasil uji X? menunjukkan bahwa distribusi
genotipe tidak berada dalam keseimbangan
Hardy—Weinberg (Hardy-Weinberg Equilibrium
/HWE). Frekuensi genotipe pada lokus gen
GHR exon 10 menunjukkan  ketidak-
seimbangan (X2 hitung > X2 tabel), Tabel 2.
menunjukkan hasil pengukuran indeks genetik
dari populasi sapi Bali yang meliputi
heterozigositas pengamatan (Ho,), heterozigosi-
tas harapan (He), Standart Eror dan Polymorphic
Infor-mation Contents (PIC). Nilai hetero-
zigositas pengamatan (Ho) se-besar0,261lebih
rendah dibandingkan nilai heterozigositas
harapan (He). Perbedaan antara nilai Ho dan He
bahwa telah terjadi ketidak-seimbangan Hardy-
Weinberg yaitu perubahan frekuensi gen yang

34

Nurul Huda, Made Sriasih, Maskur (ldentifikasi Keragaman Genetik...)



Jurnal llmu dan Teknologi Peternakan Indonesia

Gambar 1. Visualisasi Hasil Amplifikasi Ruas Gen GHR|MBO Il pada Gel Agarose 1,5%

1 acagctcagc aatccaagtt cattggcaaa cattgatttt tatgcccagg taagcgacat

61 tacaccagca ggaaatgtgg tcctttcccc aggccaaaag aataagactg ggaaccccca
121 gtgtgacacg cacccagaag tggtcacacc ctgccaagct aacttcatcg tggacaacgc
181 ttaettetgc gaggtagacg ccaaaaagta cattgccctg gcccctcatg tcgaggctga
241 atcacacgta gagccaagct ttaaccaggaagacatttac atcaccacag aaagccttac
301 cactacagct gggaggtcgg ggacagcaga acatgttcca agttctgaga tacctgtccc
361 agattatacc ttcattcata tagtacagtc ttcacagggc ctcgtactca atgcgactgc
421 cctgcccttg cctgacaaag agtttctctc atcatgtggc tatgtgagca cagaccaact
481 gaacaaaatc atgccatagc ttttctttga tttcctatga gctaccennt tgatgggnca
541 g

Gambar 2. Penjajaran sekuen DNA exon 10 gen GHR.

||llllIllllllllllllllIllllIllllIlllllllllIllllIllllIllllIllllIllllIllllIll
GHRE10_SEQ 70 80 90 100 110 120 130
Consensus 01 |-« - oo o oo n e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T.......
Consensus 02 [v oo iinnas i e e e e e e T.......
Consensus 03 |« v v B e e e e e T.......
Consensus 04 |- ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e T.......
Consensus 05 |- v vv oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T.......
Consensus 06 |« v e vnenens B i e e e e e e e T.......
Consensus 07 |- «v v e e e e e e e e e e e e e e e e e T.......
Consensus 08 |-« .o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e T.......
Consensus 09 |« v B i e e e e e e e T.......
Consensus 10 |« o ve v ens B e e e e e T.......
GHRE1Q ORIGIN CCTGGCCCCTCATGTCGAGGCTGRATCQCACGTRGRGCCRAGCTTTRRCCAGGRRGRCRTTTRCACCACCACH

Gambar 3. Fragmen Gen GHR|MBO I di dasarkan pada Sekuens Gen GHR di Gen Bank (Kode Akses
AF140284)
Ket :Posisi Primer (forword dan Reverse) bergaris bawah dan berwarna hijau Situs pemotongan enzim MBO
11 (cetak tebal dan diblok abu)

Tabel 1. Frekuensi alel dan genotipe gen GHR- MBO Il pada sapi Bali

Frekuensi alel Frekuensi Genotipe x?
2
Gen N C T ce T cT X2 (HWE)  (0,05)
GHR 88 0,3239 0,6761 0,1931 0,5455  0,2614 14,307* 5,991

Keterangan : * = X2 hitung > X2 tabel (0,05)
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TGC CAA GCT AAC TIC ATC GTG
GTA GAC GCC AAA AAG TAC ATT
GCT GAA TCA CAC GTA GAG CCA
TAC ACC ACA GAA AGC CTT
GGG ACA GCA GAA CAT GTT CCA
GAT TAT ACC TTC ATT CAT ATA
GTA CTC AAT GCG ACT GCC CTG
CTC  TCA TCA TGT GGC TAT GTG
ATC ATG CCA TAG CTT TTC TTT

GAC
GCC

AGC
ACC

AGT

GTA
CCC
AGC
GAT

AAC
CTG

TTT
ACT

TCT

CAG
TTG
ACA
TTC

GCT
GCC

AAC
ACA

GAG

TCT
CCT
GAC
CTA

TAC
CCT

CAG
GCT

ATA

TCA
GAC
CAA
TGA

TTC
CAT

GAA
GGG

CCT

CAG
AAA
CTG
GCT

TGC
GTC

GAC
AGG

GTC

GGC
GAG
AAC
ACC

GAG
GAG

ATT
TCG

CCA

CTC
TTT
AAA
CNN

Gambar 5. Posisi mutasi transisi C/T dan substitusi asam amino pada exon 10 gen GHR

Ket: Pada posisi basa nukleotida 282 bp terjadi perubahan basa C (Cytosin) menjadi T (timin)
yang merubah asam amino Threonin menjadilsoleusine

Tabel 2. Pendugaan nilai heterosigositas dan PIC Gen GHR- MBO I

Gen Ho

Se PIC

GHR 0,261

0,0006 0,342051

cukup besar dari generasi ke generasi lainnya
yang mungkin disebabkan oleh adanya seleksi,
migrasi, mutasi dan genetic drift (Noor, 2008).
Pernyataan ini didukung oleh Tambasco et
al.(2003), yang menyatakan bahwa perbedaan
yang kontras antara nilai heterozigositas hasil
pengamatan dengan heterozigositas harapan
merupakan  indikator  ketidak-seimbangan
genotip dalam populasi. Sementara Machado et
al. (2003) menyatakan bahwa jika nilai
heterozigositas pengamatan (Ho = 0,080) lebih
rendah dibandingkan nilai heterozigositas
harapan (He=0.290) dapat menjadi indikasi
adanya seleksi yang intensif dan kemungkinan
terjadinya  perkawinan dalam  kelompok/
endogami.

Seleksi yang dilakukan secara tidak langsung
telah mendorong terjadinya akumulasi genotip
homozigote TT pada gen dalam populasi sapi
Bali. Hal ini dapat dijelaskan dimana sampel
penelitian ini diambil pada kelompok-kelompok
peternakan semi komersial yang intensif.

Berdasarkan klasifikasi PIC, analisis nilai
PIC terhadap penciri PCR-RFLP fragmen gen

GHR|MBO Il pada sapi Bali yang disajikan
pada Tabel 3. menunjukkan polimorfisme gen
GHR-pada populasi sapi Bali berada pada level
sedang dengan nilai PIC0,342051. Berdasarkan
nilai PIC tersebut, gen GHR memiliki
keragaman genetik sedang sebagai penciri
genetik pada sapi Bali, fragmen gen GHR| MBO
Il bersifat cukup informatif sebagai gen penciri
untuk analisis keterpautan dalam populasi.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan
Berdasarkan penelitian yang di-lakukan,
dapat disimpulkan bahwa fragmen gen

GHR|MBO I pada sapi Bali bersifat polimorfik
dan telah terjadi ketidakseimbangan Hardy-
Weinberg. Terjadi mutasi pada popu-lasi sapi
Bali dalam penelitian ini yaitu pada posisi 755
bp dan berhasil diidentifikasi pada situs MBO |1
dimana basa C (Cytosin) menjadi T (Timin) dan
mengubah asam amino threonine (ACC)
menjadi asam amino Isoleucine (AUC). Nilai
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Polymorphic  Informative ~ Content  gen
GHR|MBO Il pada sapi Bali termasuk kategori
sedang sehingga memiliki keragaman genetik
sedang dan dapat digunakan sebagai sebagai
penciri genetik serta bersifat cukup informatif
sebagai gen penciri untuk analisis keterpautan
dalam populasi.

Saran

Masih perlu dilakukan penelitian mengenai
gen-gen kandidat pengontrol sifat pertumbuhan
pada sapi Bali untuk mendapatkan kandidat gen
yang dapat dijadikan sebagai penciri sifat
tersebut sehingga nantinya dapat digunakan
dalam proses seleksi dengan mela-kukan
sequensing terkait gen-gen pengontrol pertum-
buhan.
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