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Enelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2020. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengidentifikasi keragaman g8NP (Single Nucleotide
Polymorphism) gen myostatin di daerah ekson 3 dan asosiasinya dengan sifat
pertumbuhan pada sapi Bali. Materi penelitian menggunakan sampel darah
diambil dari 52 ekor sapi bali jantan berasal dari BPTU-HPT Denpasar. Analisis
DNA dilakukan secara bertahap yaitu mulai dari mengekstraksi DNA,
mengamplifikasi gen MSTN dengan metode PCR dan melakukan sekuensing.
Data hasil sekuensing selanjutnya dianalisis dengan menggunakan FinchTV,
BioEdit dan MEGA7. Amplifikasi gen MSTN di daerah ekson 3 pada sapi bali
berhasil dilakukan pada suhu 60 °C dengan panjang produk 451 pb. Dalam
penelitian ini ditemukan 13 SNFP dengan Frekuensi alel SNP yang ditemukan
bgmda dalam keadaan equilibrium. Hasil as;os;ias;p.!l3 Terdapat 3 SNP yaitu
c. T>G, 4905 C-G dan c4907 C-G yang berpengaruh nyata (P<0.05)
terhadap bobot lahir pada sapi bali. Hasil penelitian yang mengungkap
hubungan antara beberapa SNP gen MSTN yang berasosiasi dengan bobot lahir
diharapkan dapat dijadikan sebagai kandidat penanda genetik bobot lahir sapi
bali.

93 STRACT

The study was conducted in Januari 2020. gﬂs studsy aims to identify the
diversity of SNP myostatinggene in the exon 3 region and its association with
growth traits in Bali cattleﬁe material used in this study was blood samples
taken from 52 male Bali cattle. DNA analysis was carried out in stages, starting
from extracting DNA, amplifying the MSTN gene using the PCR method and
performing sequencing. The data from the sequences were then analyzed using
FinchTV, BioEdit and MEGA7. MSTN gene amplification in the exon 3 region of
Bali cattle was successfully carried out at a temperature of 60 °C with a product
length of 451 bp. In this study, 13 SNPs were found with the allele frequencies of
the SNPs found to be pga state of equilibrium. SNP association results re
were 3 SNPs, namely c.4900 T>G, c.490 >0 and ¢4907 C>G which had a
significant effect (P<0.05) on birth weight in bali cattle. The results of the study
that reveal the relationshiggbetween several MSTN gene SNPs associated with
birth weight are expected to be used as candidates for genetic markers of birth
weight in Bali cattle.
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1. Pendahuluan

api bali (Bos javanicus) merupakan sapi tipe pedaging asli Indonesia hasil domestikasi dari
banteng (Bibos banteng) dan salah satu plasma nutfah yang berasal dagigpulau Bali (Thalib 2002).
Sapi bali diakui oleh FAO sebagai bangsa sapi Indonesia (DGLS 2003) melalui Keputusan Menteri
Pertanian Nomor: 325/Kpts/OT.140/1/2010 dengan penyebaran populasi di seluruh wilayah
Indonesia (BSN sapi bali 2017). Kegiatan pemuliaan sapi bali hingga saat ini masih dilakukan, agar
dapat tetap terjaga kelestariannya karengpmemiliki berbagai keunggulan. Sapi bali unggul dalam
produksi dan reproduksi, memiliki daya adaptasi cukup baik pada lingkungan buruk
(Zulkharnaim et al. 2010) dan persentase karkas mencapai 52.72-57.59% (Hafid dan Rugayah 2009).
Tahun 2020 populasi sapi bali mencapai 588 552 ekor dan terus mengalami peningkatan dari
tahun 2018 (BPS 2021). Populasi sapi bali yang tinggi menjadi bukti bahwa sapi bali dapat tersebar
dan beradaptasi di seluruh wilayah Indonesia. Penyebaran populasi sapi bali di Indonesia yang
terus mengalami peningkatan perlu adannya kajian lanjutan untuk memperoleh informasi lengkap
dalam pelestariannya. Salah satu kajian dalam mempertahankan sifat- sifat khas sapi bali
diharapkan dapat dimanfaatkan di masa mendatang dalam mengatasi penurunan mutu genetik

sapi lggli.

Igen Myostatin (MSTN) adalah anggota dari ?GF—[} yang memegang peranan penting dalam
mengatur pertumbuhan otot dan kualitas daging (Zhang et al. 2011). Gen MSTN terletak di
kromosom 2 terdiri dari 3 ekson dan 2 intron serta memiliki 375 asam amino (Taylor et al. 2001).
Mutasi dan ketidakberadaan peran gen MSTN di dalam sel akan menggengaruhi massa jaringan
adiposa di samping tulang massa otot (Dominic dan Gerard 2006) dan menyebabkan pembesaran
jaringan otot melebihi normal baik hipertrofi maupun hiperplasia, kondisi tersebut ditemukan
pada kasus double muscling atau otot ganda sapi Belgian Blue (Oldham ef al. 2001 )pEang terletak
pada daerah ekson 3. Otot ganda terjadi akibat delesi 11 basa di gen MSTN yang menyebabkan
peningkatan massa otot sekitar 20-25% (Cieslak et al. 2003). Rata- rata mutasi gen MSTN terjadi
pada daerah coding terutama pada daerah ekson 3. q

SNP (single nucleotide polymorphism) merupakan salah satu bentuk variasi genetik yang

itunjukkan oleh perbedaan nukleotida tunggal di dalam susunan rangkaian basa DNA yang

apat ditemukan pada daerah coding maupun non-coding (Lonetti et al. 2016). Mutasi atau
perubahan SNP yang terletak pada daerah coding memiliki peluang untuk mempengaruhi fungsi
gen karena dapat mengubah urutan asam amino dan mempengaruhi struktur protein terutama
pada daerah ekson 3. Sehingga penelitian ini diharapakan bahwa gen MSTN dapat diangkat
sebagai salah satu kandidat penanda genetik untuk sifat pertumbuhan dan topik tentang kajian gen
MSTN masih sangat terbatas terutama pada sapi bali.

2. Metode
Materi

Penelitian dilakukan pada bulan Januari 2020 dengan materi penelitian yang digunakan
adalah sampel DNA dari darah sapi bali jantan sebanyak 52 sampel dengan umur 1-2 tahun di
BPTU-HPT Denpasara. Sampel darah diambil dibagian vena jugularis kurang lebih + 5 mL
kemudian disimpan dalam suhu + 4 °C. Ekstraksi A dilakukan di Laboratorium genetika
Fakultas peternakan Institut Pertanian Bogor menggunakan prosedur ekstraksi DNA Kit GeneAid.
Pemilihan kandidat primer dilakukan dengan program Primer 3 (Elsalam 2003). Primer yang
sudah ditentukan kemudian dianalisis pada program Primer Stat. Panjang sekuen target adalah
451 pb (pasangan basa) dengan Forward 5'-CTCTTCTTTCCTTTCCATACA GAC-3" dan Reverse 5'-
AGGGGAAGACCTTCCATGTT-3. Sekuen gen MSTN ekson 3 dapat dilihat pada Gambggpl.
Amplifikasi DNA dilakukan menggunakan mesin PCR (Applied Biosystem 9700)ppengan total
volume reaksi PCR adalah 25 pL terdiri atas 2 L. DNA hasil ekstraksi, 9.9 pL NFW, 12.5 uL Green
Master Mix, 0.3 uL primer reverse, 0.3 pL primer forward. Hasil amplifikasi Produk DNA PCR
divisualisasi dengan elektroforesis menggunakan Agarose Gel (Lee ¢t al. 2012), larutan 0.5xTBE, 100
bp ladder, dan flourosafe. Setelah itu metode skuensing dilakukan di laboratorium 1% base
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Selangor Malaysia pada posisi forward dan reverse. Selanjummya identifiasi SNP dianalisis
menggunakan BioEdit dan MEGA7.

Intron 1 Intton 2

e T e I e M
Tarmet 451 pb

JALCAGTEET CEECECSECELAA TAATgAQESS EEgAggtagy agagtgrtEEe
M corttttttag asgtoasgg

tottgggetE gattgtgatyg
tgtggattEt gasgottttg
thactgotct ggagRatgtg
gocaccaagcoa
aattaatatg

lgatcategoa
ttTgcaaaag
cocctgoegt

ggtagtagat
totatatttg gttcatagot toctaaaaca tggaaggtcot aattttgaa
§221 CTLUTUAAATT ATJTACCACE JUCTATRAGC CLAGAGTATY CLACAGELCAS Ttaagcacas

- : Primes Ravarse

Gambar 1. Sekuen ekson 3 dan primer gen MSTN

Eekuensi genotipe, Frekuensi Alel dan Keseimbangan Hardy-Weinberg
lg-agaman SNP yang ditemukan di hitung frekuensi gentotipe dan frekuensi alel berdasarkan
metode

ei dan Kumar (2000):
nii
Xi= 3
Frekuensi alel:
. (2nmii + Y4 nij)
g Xi= BT —
eterangan:
Xii = frekuensi genotipe
Xi =gekuensi alel
Tij =Jumlah individu bergenotipe i
i =jumlah individu bergenotipe j
N =jumlah total sampel

Penyimpangan genotipe yang muncul dari keseimbangan Hardy-Weinberg di analisis
menggunakan rumus Nei dan Kumar (2000).

Y (0-E)? Keterangan:
X = Z_E_ ¥2 = nilai Chi Square
=1 O =trekensi genotipe sampel yang diamati
E = frekuensi genotipe harapan

Asosiasi Gen MSTN

Asosiasi keragaman gen MSTN dengan sifat pertumbuhan sapi bali dianalisis menggunakan
uji-t yang sebelumnya daggbobot hidup dan pemeliharaan telah dikoreksi menurut Harjosubroto
(1994). Model matetamtik uji-t sebagai berikut:

P n v Z n = Z

t = X1Xa Dimana: §-= JE.‘:L(I: X)) B (K- X2)
o EN ny -2
ng np

Keterangan:
X,danX, =ataan sifat genotif 1 dan genotif 2
m dan n2 =jumlah individu genotip 1 dan genotip 2
5 =ragam gabungan

3. Hasil dan Diskusi
Amplifikasi PCR
Amplifikasi PCR berhasil dilakukan menggunakan menggunakan mesin PCR Applied
Biosystem 9700 pada suhu anneling 60 °C dengan panjang produk 541 pb (Gambar 2). Pewarnaan
hasil amplifikasi menggunakan gel agarosa 1.5% dengan 1 x TBE (M = marker DNA 100 pb).
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] =

451 o

Gambar 2. Hasil amplifikasi PCR ekson 3 gen MSTN

Keragaman gen MSTN
Keragamn gen MSTN di ekson 3 pada sapi bali ditemukan 13 SNP dengan 4 tipe mutasi
transisi dan 9 tipe mutasi transversi (Tabel 1).

Tabel 1 Frekuensi genotipe, frekuensi alel dan nilai chi-square (}2) ekson 3 gen MSTN pada sapi

bali
Tipe Posisi Frekuensi genotipe Frekuensi alel x2
SNP . asam
mutasi . BB BC CcC B C

amino
c4821 C>A Transversi  Ser264Tyr 0.94 0.06 - 0.97 0.03 0.05t
c 4838 C>T Transisi Leu270Phe 0.94 0.06 - 0.97 0.03 0.05t
4849 T>C Transisi Asp273Asp 0.94 0.06 - 0.97 0.03 0.05tn
c4868 C=A Transversi Arg280Arg  (0.85 0.15 - 0.92 0.08 0.31m»
c 4873 C>G Transversi Cys281Trp 0.96 0.04 - 0.98 0.02 0.02t=
c4900 T>G Transversi Phe290Leu 0.92 0.08 - 0.96 0.04 0.08 =
c4905 C>G Transversi  Ala292Cly 0.92 0.08 - 0.96 0.04 0.08tm
4957 C>G Transversi  Cys309Try 0.88 0.12 - 0.94 0.06 0.20t
c4959 C=A Transversi  Ser310Tyr 0.92 0.08 - 0.96 0.04 0.08 =
c4974 T>C Transisi Phe3155er 0.96 0.04 - 0.98 0.02 0.02t
c.5044 C>A Transversi Pro338Pro 0.94 0.06 - 0.97 0.03 0.05t
c5107 C>A Transversi  [s03591s0 - - 1.00 - 1.00 0.00tn
¢.5113 T>C Transisi Try361Try - - 1.00 - 1.00 0.00t

BB = genotipe referensi (Genbank), BC = genotipe heterozigot, CC = genotipe mutan, B = alel
referensi (Genbank), C = alel mutan, x2 = Hardy-Weinberg equilibrium, (*) = significant pada a 5%
(= 3.84), tn = tidak nyata, x2 dengan nilai 0.00 tidak dapat dihitung karena alel bersifat

monomorfik.

Keragaman gen MSTN pada sapi bali pada ekson 3 dapat dicerminkan oleh adanya mutasi
pada SNP yang diperoleh. Pada sapi bali terdapat 11 SNP bersifat polimorfik dan 2 SNP
monomorfik. Keragaman gen juga dapat digunakan sebagai acuan dalam menentukan program
pemuliaan. Menurut Noor (2010), program pemuliaan dapat dilakukan dengan metode seleksi
apabila populasplgragam dan dilakukan persilangan apabila populasi seragam. Keragaman dalam
populasi dapat terjadi apabila terdapat Ba alel atau lebih dengan nilai frekuensi lebih dari 0.01
(1%) (Nei dan kumar 2000). Analisis Uji chi-square (12) dilakukan untuk mengetahui suatu
populasi berada dalam keseimbangan Hardy-Weinberg. Hasil uji chi-square ([12) pada sapi bali
berada dalam keseim an Hardy-Weinberg. Noor (2010) menyatakan bahwa keseimbangan gen
dalam suatu populasi dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain adalah seleksi, migrasi,
non-random mating, genetic drift, dan mutasi. Dengan demikian secara umum frekuensi gen MSTN
pada ekson 3 sapi pada bali di BPTU-HPT Denpasar, Provinsi Bali dalam keadaan seimbang dan
frekuensi gen ini relatif stabil.
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Gambar 3. SNP Parsial gen MSTN pada sapi bali

Asosiasi SNP gen MSTN pada ekson 3

Asosiasi gen MSTN sapi bali berdasarkan SNP yang diperoleh pada daerah ekson 3 dengan sifat
pertumbuhan disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2 Asosiasi genotipe SNP’ gen MSTN di daerah ekson 3 dengan sifat pertumbuhan sapi bali

SNP Genotipe Bobot lahir Bobot badvan Bobot Badan Perfambal}an
(n) 205 hari 1 tahun bobot harian
Cgfil CC (49) 19.69+ 02.21 91.84+ 19.00 124.50+ 36.18 0.35+0.10
CA (03) 17.33+ 00.58 90.60+ 16.34 112.60+ 03.09 0.32+ 0.06
cgﬁs CC (49) 19.59+ 02.17 91.22+ 18.37 123.204 3549 0.35+0.10
CT (03) 19.00+ 03.46 100.6+ 26.71 133.40+ 34.71 0.33£0.08
C;I_lfég TT@49)  19.69+ 0221 91.81+ 18.31 123.90+ 35.95 0.34+ 0.10
TC (03) 17.33+ 00.58 91.07+ 29.79 121.20+24.35 0.37+0.09
Céfgs CC (44) 19.84+ 02.15 91.33+ 18.75 123.90+ 36.53 0.34+ 0.09
CA (08) 18.00+ 02.07 94.18+ 19.61 123.30+ 27.51 0.38+0.17
céfgj CC (50) 19.66+ 02.20 91.91+ 18.81 124.204 3585 0.35+0.10
CG (02) 17.004 00.00 88.20+ 22.34 113.50+ 03.75 0.29+ 0.08
C;?fg} TT (48) 19.75+ 02.20 92.22419.01 125.20+ 36.26 0.35+0.10
TG (04) 17.25+ 00.50 86.35+ 15.82 107.60+ 10.19 0.28+ 0.09
53325 CC (48) 19.78+ 02.22 91.41+ 18.98 124.00+ 36.41 0.34+ 0.10
CG(04)  17.50+0058" 96.00+ 17.16 121.40+ 1774 036+ 0.09
533(537 CC (46) 19.85+ 02,112 91.71+19.19 125.004 36.60 0.35+0.10
CG(06)  17.33+00.520 92.23+16.13 114.90+ 17.95 0.32+0.10
Cgfig CC(48)  19.63+02.18 9114 18.55 123.40+ 35.86 0.35+ 0.1
CA (04) 18.75+ 02.87 99.33+21.96 127.80+ 30.52 0.34+ 0.07
C;?f? TT (50) 19.66+ 02.20 91.91+ 18.81 124.20+ 35.85 0.35+0.10
TC (02) 17.00+ 00.00 88.20+ 22.34 113.50+ 03.75 029+ 0.08
cgff CC (49) 19.69+ 02.21 91.84+ 19.00 124.504 36.18 0.35+0.11
CA (03) 17.33+ 00.58 90.60+ 16.34 112.60+ 03.06 0.32+ 0.07
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m
n = jumlah, angka-angka pada kolom yang sama diikuti oleh huruf yang sama tidak berbeda nyata
pada taraf uji 5%.

Hasil analisis mgmunjukkan 3 SNI berasosiasi nyata (P<0.05) dengan bobot lahir. Genotipe TT
pada mutasi c.4900 berbeda nyata dengan genotipe TG. Genotipe CC pada mutasi c.4905 C>G
dan c.4957 C>G berbeda nyata dengan genotipe CG. Pada breed sapi lain, Zhang et al. (2007)
melaporkan hasil penelitian yang berbeda dengan SNP yang berbeda, dimana genotipe AA dan AB
pada sapi nanyang tidak berbeda nyata dengan bobot lahir. Asosiasi daerah promotor gen MSTN
pada sapi bali yang dilaporkan oleh Khasanah et al. (2016) bahwa genotipe AA, AB dan BB yang
diperoleh juga tidak berbeda nyata pada bobot lahir. Namun pada spggigs lain seperti pada kambing
boer ditemukan pengaruh terhadap bghgt lahir dimana genotipe AB berbeda nyata (P<0.05) dengan
BB di daerah 5 ‘UTR dan genotipe AB berbeda nyata (P<0.05) dengan AA di daerah ekson 1 (Zhang et
al. 2011).

4. Kesimpulan

Gen MSTN di daerah ekson 3 pada sapi bali ditemukan 13 SNP yang bersifat beragam
(polimorfik) dan frekuensi alelnya berada dalam equilibrium. Tiga SNP yang ditemukan pada sapi bali
berasosiasi nyata (P<0.05) dengan bobot lahir dan diharapkan dapat dijadikan sebagai kandidat
penanda genetik untuk meningkatkan bobot lahir.
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