Buletin Peternakan Vol. 37(2): 67-73, Juni 2013 ISSN 0126-4400

POLIMORFISME GEN GROWTH HORMONE (GH) PADA SAPI LIMURA
GROWTH HORMONE (GH) GENE POLYMORPHISM OF LIMURA CATTLE

Slamet Diah Volkandari*, Tety Hartatik, dan Sumadi
Fakultas Peternakan, Universitas Gadjah Mada, J1. Fauna No. 3, Bulaksumur, Yogyakarta, 55281

INTISARI

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui polimorfisme gen Growth Hormone pada sapi Limura. Penelitian
dilakukan pada peternak rakyat di desa Lancar, Montok, dan Duko, Kecamatan Larangan, Kabupaten Pamekasan,
Provinsi Jawa Timur dan Laboratorium Pemuliaan Ternak, Fakultas Peternakan, Universitas Gadjah Mada pada bulan
April 2012. Sampel yang digunakan sebanyak 35 ekor sapi Limura dan 10 ekor sapi Madura (kontrol). Sampel darah
diambil dan digunakan untuk analisis DNA yang meliputi isolasi DNA dengan metode SDS-PK modifikasi, amplifikasi
DNA dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR), dan genotyping dengan metode Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP). Identifikasi polimorfisme gen GH dilakukan dengan digesti fragmen DNA spesifik berukuran
211 bp yang merentang dari intron keempat (49 bp) ke exon kelima (162 bp) menggunakan enzim restriksi 4/ul. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa gen GH sapi Madura tidak ditemukan polimorfik dengan frekuensi alel L sebesar 1,00
dan alel V sebesar 0,00 sehingga diperoleh genotip LL sebesar 1,00. Frekuensi alel L dan V sapi Limura berturut-turut
0,91 dan 0,09. Sapi Limura ditemukan polimorfisme dengan genotip LL sebesar 0,83 dan LV 0,17. Berdasarkan hasil
penelitian dapat disimpulkan bahwa polimorfisme gen GH ditemukan pada populasi sapi Limura dengan frekuensi alel
L lebih besar dibandingkan alel V. Populasi sapi Limura dalam keadaan keseimbangan genetik Hardy-Weinberg.

(Kata kunci: Gen Growth Hormone, Polimorfisme, Sapi Limura)
ABSTRACT

The research was conducted to identify Growth Hormone (GH) polymorphism of Limura cattle. The research was
conducted in the smallholder at Lancar, Montok and Duko village, Larangan subdistrict in Pamekasan district, East Java
Province and Animal Breeding Laboratory of Faculty of Animal Science, Gadjah Mada University in April 2012. The
research used 35 Limura calves and 10 Madura calves (as control). Blood samples for DNA molecular analysis, i.e. DNA
isolation with SDS-PK modification method, DNA amplification with PCR method and genotyping with RFLP method.
Identification of GH gene polymorphism was conducted by digesting the DNA fragment of 211 bp extended from the fourth
intron region (49 bp) to fifth of exon (162 bp) by Alul enzyme. The result indicated that GH gene of Madura cattle was not
polymorphic with frequencies of L allele 1.00 and V allele 0.00. The LL genotype of Madura cattle was 1.00. Frequencies of
L and V allele in Limura cattle were 0.91 and 0.09, respectively. Limura cattle indicated polymorphic with genotype LL 0.83
and LV 0.17. As a results, GH gene polymorphism was found in Limura cattle with L allele frequencies higher than V
allele. Limura cattles population were not deviated from Hardy-Weinberg equilibrium genetic condition.

(Key words: Growth Hormone Gene, Limura Cattle, Polymorphism)

Pendahuluan acid (DNA) sapi Madura mempunyai campuran
antara sapi Zebu dan Banteng. Beberapa wilayah di
Pulau Madura gencar menyilangkan sapi lokal
dengan sapi Limousin melalui metode Inseminasi

Buatan (IB). Hasil perkawinan melalui IB meng-

Indonesia merupakan suatu negara dengan
keanekaragaman hayati sangat tinggi (mega-
biodiversity), salah satunya adalah kekayaan sumber

daya genetik sapi. Berbagai macam bangsa sapi
hidup dan tersebar di Indonesia, baik bangsa sapi
lokal maupun sapi silangan. Salah satu sapi lokal
Indonesia yang cukup banyak dikenal adalah sapi
Madura yang merupakan silangan antara Bos
banteng liar dan sapi Jawa (Javanese cattle). Sapi
Madura merupakan sapi lokal Indonesia yang telah
menunjukkan bentuk yang seragam. Nijman et al.
(2003) melaporkan bahwa Deoxyribonuclease
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gunakan pejantan sapi Limousin dan induk sapi
Madura dihasilkan keturunan yang dikenal dengan
nama sapi Limura. Menurut catatan Dinas
Peternakan Kabupaten Pamekasan tahun 2010 dan
2011, populasi sapi Limura secara berturut-turut
7.272 ekor dan 7.609 ekor sedangkan populasi sapi
Madura mencapai 117.508 ekor dan 119.905 ekor.
Persentase pertumbuhan sapi Limura per tahun
mencapai 2,26% dan sapi Madura mencapai 1%
(Anonimus, 2011). Sapi Limura memiliki
karakteristik eksterior yang menyerupai sapi
Limousin dan Madura atau perpaduan antara ciri-
ciri kedua sapi tersebut. Pertumbuhan dan kinerja
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sapi Limura merupakan perpaduan dari
Limousin dan Madura.

Pertumbuhan pada sapi dikendalikan oleh
sistem yang kompleks, dimana somatotropic axis
mempunyai peranan penting. Gen-gen yang men-
jalankan  somatotropic  axis  bertanggungjawab
terhadap pertumbuhan postnatal, terutama GH yang
beraksi terhadap pertumbuhan tulang dan otot yang
dimediasi oleh IGF-1 (Sellier, 2000). Protein GH
adalah rantai tunggal polipeptida yang terdiri dari
191 deretan asam amino dan disintesis serta
disekresi oleh kelenjar anterior pituitari di bawah
kontrol hypothalamic pada dua hormon (GHRH dan
SRIF). GH-releasing hormone (GHRH), me-
ningkatkan sekresi GH dan somatotropin release-
inhibiting factor (SRIF atau juga dikenal sebagai
somatostatin) yang menghambat sekresi GH (Nicoll
et al., 1986 cit. Silveira et al., 2008). Growth
Hormone berperan dalam regulasi pertumbuhan
postnatal, stimulasi proses anabolisme seperti
pertumbuhan tulang dan sintesis protein (Goodman,
1993 cit. Silveira et al., 2008).

Gen GH terletak pada posisi 19q26qter pada
kromosom sapi (Hediger et al., 1990) dengan 5
exon dan 4 intron. Titik mutasi terletak pada posisi
2141 (transverse: sitosin ke guanin), dideteksi oleh
restriksi endonuklease A/ul dan memberi perubahan
dari leusin (L) ke valin (V) pada urutan asam amino
di posisi 127 rantai protein GH sapi.

Penelitian  sebelumnya tentang analisis
genotip gen GH pada sapi Madura diperoleh hasil
bahwa sapi Madura mempunyai genotip 100% LL
atau monomorfisme (Hartatik et al., 2010;
Rachman, 2011). Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui polimorfisme gen GH pada sapi
persilangan Limousin x Madura (sapi Limura).

sapi

Materi dan Metode

Waktu dan lokasi penelitian

Penelitian ini dilakukan pada peternakan rakyat
di tiga desa yang terletak berdekatan di Kecamatan
Larangan, Kabupaten Pamekasan, Jawa Timur yaitu
Desa Montok, Duko Timur, dan Lancar. Penelitian ini
dilaksanakan pada bulan April 2012.

Sampel dan ekstraksi DNA

Materi yang digunakan dalam penelitian adalah
sapi Limura sebanyak 35 ekor dan sapi Madura
sebanyak 10 ekor (sebagai kontrol). Sampel ternak
yang digunakan dalam penelitian merupakan milik
peternak yang dipelihara secara tradisional dan
terletak dalam tiga desa yang berdekatan. Hal tersebut
bertujuan untuk meminimalisir error yang timbul dan
mempermudah penanganan sampel. Sampel darah
diambil pada setiap sampel ternak dari vena jugularis
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dan ditampung dalam tabung yang mengandung
K3EDTA. Metode ekstraksi DNA menggunakan
metode Sambrook er al. (1989) yang telah di-
modifikasi.

Amplifikasi DNA dengan metode PCR

Amplifikasi fragmen DNA spesifik dari gen
GH sapi Limura berukuran 211 bp (merentang dari
intron 4 sepanjang 49 bp sampai exon 5 sepanjang
162 bp) dilakukan menggunakan sepasang primer,
GH-forward: 5°-GCTGCTCCTGA GGGCCCTTC-3’ dan
GH-reverse: 5-CATGACCCTCAGGTACGTCTCCG-3’
(Reis et al., 2001). Total volume untuk amplifikasi
adalah 20 ul yang terdiri dari 10 ul FastStart PCR
Master (ROCHE),1 pl (10pmol/pl) primer Forward
dan Reverse, 7 ul ddH,O dan 1 pl DNA genom.
Campuran tersebut diproses dalam mesin Thermal
Cycler (Infinigen T/H 25, USA), yang sebelumnya
kondisi mesin diprogram sebagai berikut: denaturasi
awal 95°C selama 5 menit, dilanjutkan amplifikasi
sebanyak 35 siklus, setiap siklus diprogram yaitu
denaturasi 95°C selama 30 detik, annealing 65°C
selama 30 detik, ekstensi 72°C selama 30 detik.
Proses amplifikasi diakhiri dengan final ekstensi
pada 72°C selama 5 menit (Muin, 2008).

Deteksi
RFLP

Hasil amplifikasi (produk PCR) yang diper-
oleh kemudian didigesti dengan enzim restriksi 4/ul
dengan situs pemotongan 5°-AG | CT-3’ (Fermentas).
Total volume untuk digesti sebanyak 12 pl yang
terdiri dari 3 pl produk PCR, 1,2 pul 10x Buffer dan
0,2 ul enzim A/ul (10 unit/ul) dan ddH,O sebanyak
7,7 pl yang dimasukkan ke dalam tabung ependorf
0,6 ml dan diinkubasikan pada temperatur 37°C
selama 3 jam. Produk digesti dielektroforesis pada
gel poliakrilamid 12% dengan tegangan 50 volt
selama 3 jam 30 menit. Gel hasil elektroforesis di-
lakukan pewarnaan dengan menggunakan Ethidium
bromide (EtBr). Gel diperiksa di bawah sinar
ultraviolet untuk didokumentasikan menggunakan
kamera digital.

Identifikasi genotip dilakukan menurut
petunjuk Reis er al. (2001), yaitu genotip Val/Val
ditunjukkan oleh satu pita: 211 bp, genotip Leu/Val
oleh tiga pita: 211 bp, 159 bp, dan 52 bp, dan
genotip Leu/Leu oleh dua pita: 159 bp dan 52 bp.
Diagram alel L dan alel V tersaji pada Gambar 2.

polimorfisme dengan metode PCR-

Analisis statistika

Data yang diperoleh selanjutnya dilakukan
penghitungan frekuensi genotip dan alel serta uji
keseimbangan  Hardy-Weinberg  Equilibrium
(Warwick et al., 1990).
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Hasil dan Pembahasan

Deteksi polimorfisme gen GH pada sapi
Limura dan Madura (kontrol) pada penelitian ini
telah dilakukan menggunakan teknik PCR-RFLP,
yaitu amplifikasi fragmen DNA spesifik sepanjang
211 bp yang dilanjutkan dengan pemotongan pada
titik tertentu menggunakan enzim restriksi Alul.
Tujuan deteksi ini adalah mengungkap poli-
morfisme gen GH pada bangsa sapi yang di-
gunakan dalam penelitian. Perhitungan frekuensi
genotip dan alel dari sapi penelitian serta pengujian
keseimbangan genetik pada populasi sapi penelitian
didasarkan pada distribusi genotip dari gen GH
yang ditemukan polimorfisme.

Berdasarkan hasil RFLP produk PCR
sepanjang 211 bp dengan enzim restriksi A/ul (5’-
AG|CT-3’) pada sapi Limura menghasilkan dua
alel yaitu alel L dan alel V. Alel L ditandai dengan
terpotongnya fragmen 211 bp menjadi dua bagian
sepanjang 159 bp dan 52 bp, hal ini disebabkan
karena tidak adanya mutasi pada posisi keempat
dari ekson kelima dan enzim restriksi A/ul berhasil
menemukan  situs  restriksi  5’-AG | CT-3".
Sedangkan pada sapi Madura hanya ditemukan satu
jenis alel yaitu alel L.

Sekuen nukleotida gen GH 211 bp
GH-F

ISSN 0126-4400

Frekuensi genotip dan alel

Frekuensi genotip dan alel dari gen GH pada
sapi Limura dan Madura pada penelitian ini
diperoleh hasil seperti pada Tabel 1. Hasil per-
hitungan frekuensi alel pada populasi sapi Limura
menunjukkan polimorfik. Populasi sapi Limura
bersifat polimorfik karena frekuensi alel umum (alel
L) tidak lebih dari 0,99. Harris (1994) menyatakan
jika frekuensi alel yang umum dari gen GH yang
ditemukan tidak lebih dari0,99 maka populasi sapi
yang diteliti bersifat polimorfik. Pada Tabel 1
terlihat bahwa alel L. dari gen GH pada populasi
sapi Limura merupakan alel umum (common allele)
atau alel terbanyak yang ditemukan sebab alel
tersebut lebih tinggi dibanding alel V. Beberapa
penelitian sebelumnya menemukan hasil bahwa
frekuensi alel lebih tinggi dibanding alel V seperti
pada Tabel 2.

Hasil penelitian sebelumnya (Tabel 2) diper-
oleh informasi bahwa bangsa sapi Bos indicus
bersifat monomorfisme (frekuensi alel L 0,99
sampai 1,00) sedangkan bangsa sapi bos taurus ber-
sifat polimorfisme (frekuensi alel V 0,52 sampai
0,96). Bangsa sapi hasil persilangan antara Bos
taurus x indicus mempunyai kecenderungan
frekuensi alel L yang lebih rendah dibandingkan
pada bangsa sapi Bos indicus.

2088: gctgctcctgvagggcccttc ggcectetetg teteteecte cettggeagg
2138: ag*ctggaaga tggcacceee cgggetggge agatcctcaa geagacctat

Alul

2188: gacaaatttg acacaaacat gcgcagtgac gacgcgetge tcaagaacta

2238: cggtctgcte tectgettce ggaaggacct geataagacg gagacgtace
A

GH-R

Gambar 1. Sekuens 211 bp gen GH sapi (NCBI: M57764) dan letak titik potong enzim Alul (5’-AG | CT-3").
(4 211 bp sequence of GH gene of bovine (NCBI: M57764) and location of restriction site of Alul enzyme

(5-AG| CT-3")).
I forward intron 4 exon 5 rever:e—l
(a) 2088 bp 2238 bp
[ L 1
AlelL 1 T i
1 bp 52 bp 211 bp
(b) Alelv | |
1bp 211 bp

Gambar 2. Diagram representatif (a) letak exon dan intron pada sapi, (b) alel L dan V pada sekuen gen GH
(211 bp) dengan enzim restriksi Alul (representative diagram (a) exon and intron region of bovine, (b) L and
V allele of GH gene sequence (211 bp) with Alul restriction enzyme).
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Gambar 3. Hasil elektroforesis PCR-RFLP 4/ul gen GH sapi Limura dan Madura. Lajur M: Marker (X174
DNA/BsuRI (Haelll), Lajur 1: produk PCR (211 bp), Lajur 3-6, genotip LL (159 bp dan 52 bp), lajur 2,7 genotip
LV (211 bp, 159 bp, 52 bp) (electrophoresis result of PCR-RFLP Alul GH gene of Limura and Madura cattle.

Lane M: Marker (X174 DNA/BsuRI (Haelll), Lane 1:

PCR product (211 bp), Lane 3-6: LL genotype (159 bp

dan 52 bp), Lane 2, 7 : LV genotype (211 bp, 159 bp, 52 bp)).

Pada penelitian ini, frekuensi alel L dan
genotip LL dari populasi sapi Madura secara
berturut-turut adalah 1,00 dan 1,00 sedangkan pada
sapi Limura sebesar 0,83 dan 0,91. Berdasarkan
hasil tersebut telah terjadi perubahan frekuensi alel
dan genotip pada sapi Limura dimana sapi Limura
merupakan sapi hasil persilangan antara sapi
Limousin dan sapi Madura. Genotip pejantan yang
digunakan diduga mempunyai genotip LL dan LV
sehingga kemungkinan munculnya alel V akan lebih
kecil dibandingkan dengan alel L. Hal ini diperkuat
dengan hasil penelitian Rachman (2011) yang
menemukan genotip semen beku sapi Limousin
yang digunakan dalam Inseminasi Buatan di
Kecamatan Larangan, Kabupaten Pamekasan
sebanyak lima pejantan adalah LL. Menurut Dybus
et al., 2003 cit. Dario et al., 2005 dan Jakaria et al.,
2009 secara berturut-turut frekuensi alel L dan V
pada sapi Limousin adalah 0,67 dan 0,33; 0,82 dan
0,18. Hal ini menunjukkan bahwa sapi Limousin
mempunyai alel V.

Berdasarkan perhitungan untuk frekuensi alel
pada pada populasi sapi Madura dan Limura diper-
oleh hasil bahwa populasi sapi Limura bersifat
polimorfisme (Tabel 1), sehingga uji keseimbangan

genetik populasi dilakukan pada populasi sapi
Limura. Hasil uji diperoleh nilai X* sebesar 0,31
(Tabel 3), nilai tersebut lebih kecil dibandingkan
dengan X* tabel sebesar 5,99. Hal tersebut
menunjukkan bahwa populasi sapi Limura dalam
keadaan keseimbangan genetik.

Keadaan keseimbangan Hardy-Weinberg
pada populasi sapi penelitian ini memberi
pengertian bahwa frekuensi alel dan genotip pada
populasi sapi penelitian tersebut akan tetap konstan
dari satu generasi ke generasi berikutnya selama
tidak terdapat faktor-faktor pengganggu, yaitu tidak
terjadi seleksi, tidak terjadi mutasi, tidak terjadi
migrasi, dan perkawinan antar individu dalam
populasi tersebut terjadi secara acak (Widodo dan
Hakim, 1981; Warwick et al., 1990; Hardjosubroto,
1999).

Pada populasi sapi Limura ditemukan migrasi
alel V akan tetapi masih rendah yang diduga berasal
dari salah satu tetua yaitu pejantan. Hal tersebut
diperkuat dari hasil penelitian sebelumnya bahwa
sapi Madura betina bergenotip 100% LL (Hartatik
et al, 2010; Rachman, 2011). Migrasi genotip LV
dari pejantan tersebut belum mengganggu
keseimbangan genetik populasi sapi Limura pada

Tabel 1. Frekuensi genotip dan alel gen GH pada sapi Limura dan Madura (genotype and allele frequencies of
Limura and Madura cattle)

Frekuensi genotip (genotype frequency)

Frekuensi alel (allele frequency)

Bangsa (breed) LL=29 LV=6 VV=0 L v
Limura 35 0.83 0.17 0,00 0.91 0,09
Madura 10 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
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Tabel 2. Frekuensi alel L/V pada gen GH beberapa bangsa sapi (allele L/V frequency of GH gene in several cattle

breed)
) Alel (allele)

Bangsa sapi (cattle breed) Bos N L vV Sumber (source)
Karan Fries taurus 26 0,94 0,06 ArunaPal efal., 2004
Holstein Fresian taurus 33 0,85 0,15 Biswas et al., 2003
Sahiwal indicus 31 1,00 0,00 Biswas et al., 2003
Podolian 132 0,85 0,15 Dario et al., 2005
Hungarian Holstein Friesien (bull)  taurus 363 0,93 0,07 Kovacs et al., 2006
Friesian Holstein taurus 35 0,91 0,09 Mu’in dan Zurahmah, 2009
Bali sondaicus 111 1,00 0,00 Mu’in, 2008
Peranakan Ongole indicus 43 0,99 0,01 Mu’in, 2008
SIMPO taurus x 44 0,75 0,25 Mu’in, 2008

indicus
LIMPO taurus x 42 0,89 0,11 Mu’in, 2008
indicus
Holstein taurus 50 0,63 0,27 Mohammadabadi et al., 2010
Polish Friesian taurus 214 0,69 0,31 Grochowska et al., 2001
Krankrej indicus 54 1,00 0,00 Pawar et al., 2007
Gir indicus 50 0,99 0,01 Pawar et al., 2007
Sapi Pesisir indicus 134 0,99 0,01 Jakaria et al., 2007
Brazillian Canchim taurus 203 0,52 0,48 Silveira et al., 2008
Italian Jersey taurus 164 0,52 0,48 Dario et al., 2008
Limousin taurus 20 0,82 0,18 Jakaria et al., 2009
Limousin taurus 130 0,67 0,33 Dybus et al., 2003 cit. Dario et al., 2005

Tabel 3. Uji X* terhadap genotip GH populasi sapi Limura (X° fest to GH genotype of Limura cattle population)

Populasi sapi Genotip GH (GH genotype)  Frekuensi alel (allele frequency) 2
(cattle population) Jumlah (total) LL LV \AY L X
Limura Observed 29 6 0 0,91 0,09 0,31

Expected 29,26 5,48 0,26
X’ 0052 = 5,99; GH: Growth Hormone.
penelitian ini. Pengujian dari Hardy-Weinberg juga Daftar Pustaka

dapat untuk mengetahui apakah perkawinan terjadi
secara acak dalam keadaan dimana dua genotip atau
lebih dapat dikenal (Warwick et al., 1990).

Kesimpulan

Polimorfisme gen GH ditemukan pada
populasi sapi Limura dengan frekuensi alel L lebih
besar dibandingkan alel V. Populasi sapi Limura
dalam keadaan keseimbangan genetik.
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