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ABSTRAK

Gen myostatin berperan dalam membantu mengendalikan pertumbuhan dan perkembangan jaringan otot.
Identifikasi keragaman genetik pada sembilan bangsa kambing lokal Indonesia telah dilakukan. Tujuan penelitian ini
adalah untuk memperoleh informasi keragaman gen myostatin ekson 3 pada kambing lokal di Indonesia. Sebanyak
10 sampel dipilih dari 80 sampel darah kambing yang dikoleksi terdiri masing-masing sampel dari populasi kambing,
yaitu bangsa kambing Samosir, Muara, Kacang, Kosta, Peranakan Etawah, Burawa, Gembrong, Boer, dan Boerka.
Keragaman gen dan perubahan basa nukleotida diidentifikasi dengan menggunakan polymerase chain reaction
(PCR) dan teknik sekuensing. Hasil analisis menunjukkan bahwa ada delapan variasi yang diidentifikasi sesuai
dengan yang ditemukan dalam hasil sekuensing. Variasi delesi ditemukan pada kambing Kosta dan Samosir pada
posisi basa T552- dan G560-. Variasi substitusi nukleotida ditemukan pada kambing Gembrong (A7C & A11lT),
Peranakan Etawah (T10A & A11T), Burawa (T10A & A11T), Muara (A11T), Samosir (A11T), dan Boerka (A182T, T437A,
T439A, & A445G). Variasi pada puncak kromatogram yang saling tumpang tindih terdapat pada posisi basa ke-13.
Analisis varian menunjukkan bahwa terdapat mutasi khusus pada ekson 3 yang memengaruhi asam aminonya, yaitu
tyrosin menjadi lisin. Varian yang ditemukan pada sembilan bangsa kambing berkaitan dengan hubungan
kekerabatan dan jarak genetik yang dimiliki setiap kambing, di mana kambing Boerka memiliki tingkat keragaman
tertinggi, hal ini menunjukkan bahwa kambing Boerka merupakan hasil persilangan.

Kata kunci: kambing, myostatin, PCR, tipe mutasi gen

ABSTRACT

Myostatin gene plays a role in helping to control the growth and development of muscle tissue. Identification of
genetic diversity in nine local goat breeds in Indonesia has done. The aim of this study was to obtain information
myostatin gene diversity of exon 3 in local goats in Indonesia. The total of 10 samples was selected from 80 samples
of goat's blood collected comprising each sample of the population of goats breeds, i.e., Samosir, Muara, Kacang,
Costa, Peranakan Etawah, Boerawa, Gembrong, Boer, and Boerka goats. The gene diversity and nucleotide base
changes were identified by using polymerase chain reaction (PCR) and sequencing techniques. The analysis showed
that there is eight variant identified in appropriate with those found in sequencing results. Deletion variations were
found in Costa and Samosir goats in T552- and G560-. Substitution variations were found in Gembrong (A7C & A11T),
Peranakan Etawah (T10A & A11T), Burawa (T10A & A11T), Muara (A11T), Samosir (A11T), and Boerka (A182T, T437A,
T439A, & A445G). Variations on the chromatogram peak overlapping contained in the base position to 13. Analysis
of variance showed that there was a special mutation in exon 3 that affects the amino acid tyrosine into lysine.
Variants were found in nine goat breeds associated with phylogenetic and genetic distance of goats, Boerka goat
has the highest level of genetic variation, it indicated that Boerka goat was crossbreed.

Keywords: goats, myostatin, PCR, types of mutation genes
PENDAHULUAN kambing lokal yang berkualitas dan adaptif terhadap
kondisi lingkungan (Rusdiana et al. 2014). Faktor

Ternak kambing merupakan salah satu ternak yang ~ lingkungan adalah salah satu penyebab perbedaan

memiliki potensi pengembangan yang baik dalam
menyuplai kebutuhan. Pengembangan usaha ternak
kambing didukung dengan sumber daya ternak
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kambing di Indonesia, sehingga ada fenotipe antara
keturunan asli yang berbeda (Sulabda et al. 2012).
Pelestarian dan pengelompokan ternak menurut
bangsa kambing dapat dimulai dengan sebutan khusus
menurut wilayah, misalnya kambing Samosir di
Sumatera Utara, Marica di Sulawesi Selatan, Benggala
di Nusa Tenggara Barat, Muara di Sumatera Utara,
Jawarandu di Jawa Tengah, Gembrong di Bali, dan
jenis lainnya di daerah Indonesia. Pemanfaatan dan
tujuan peruntukan kambing mengakibatkan performa
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pada kambing berbeda. Hal ini memengaruhi variasi
gen yang terlibat pada pertumbuhan otot. Perkemba-
ngan dan kebutuhan yang tinggi akan karkas ternak
maka diperlukan gen yang mengatur pertumbuhan
massa otot untuk menghasilkan karkas atau daging
yang banyak untuk mendukung kesinambungan hasil
pertanian (Alakilli et al. 2012).

Salah satu gen yang penting untuk mengatur per-
tumbuhan massa otot adalah gen myostatin (Gan et al.
2008). Myostatin disandikan oleh gen myostatin yang
tersusun atas satu promotor, tiga ekson, dan dua
intron. Gen myostatin telah digunakan secara luas
sebagai penanda fenomena double muscling pada
ternak. Mutasi pada gen myostatin dapat meng-
inaktivasi ekspresi dan menghasilkan protein non-
fungsional yang memengaruhi pertumbuhan otot
(zhang et al. 2013). Identifikasi keragaman gen
myostatin berperan penting dalam memengaruhi
karakter pertumbuhan pada kambing. Dilihat pada
fenomena empat populasi kambing memiliki berat
badan lebih unggul pada genotipe AA daripada
genotipe AC pada kambing Boer (An et al. 2011).
Delesi pada promotor gen myostatin memberikan efek
yang signifikan pada berat dan bentuk tubuh pada
kambing (Li et al. 2008). Mutasi pada daerah intron 2
bersifat polimorfik, di mana mutasi lebih besar ditemu-
kan diantara spesies kambing dan domba daripada
sesama spesies (Li et al. 2006b). Mutasi pada daerah
coding gen myostatin pada domba diketahui me-
nyebabkan peningkatan massa otot sehingga mem-
bentuk fenotipe yang berbeda (Boman et al. 2009).

Penelitian tentang karakteristik daerah coding pada
kambing lokal di Indonesia perlu dilakukan untuk
meningkatkan kualitas kambing dalam hal pemuliaan
hewan. Oleh karena itu, tujuan penelitian ini adalah
untuk mengidentifikasi keragaman gen myostatin exon
3 pada sembilan kambing lokal di Indonesia serta
hubungan genetik antara sembilan bangsa kambing.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Agustus
2015-Januari 2016 di Laboratorium Molekuler Bagian
Fungsi Hayati dan Perilaku Hewan, Departemen
Biologi, Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan
Alam, Institut Pertanian Bogor.

Koleksi Sampel DNA Kambing

Sampel DNA yang digunakan dalam penelitian ini
adalah sampel darah sembilan bangsa kambing yang
terdiri dari 80 sampel, yaitu kambing Samosir (2),
Muara (4), Kacang (10), Kosta (8), Peranakan Etawah
(15), Burawa (13), Gembrong (4), Boer (14), dan
Boerka (10). Semua sampel dikoleksi di Laboratorium
Molekuler Bagian Fungsi dan Perilaku Hewan,
Departemen Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam, Institut Pertanian Bogor.
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Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan dengan menggunakan
metode fenol kloroform diikuti oleh presipitasi etanol
dengan sedikit modifikasi berdasarkan Sambrook et al.
(1989). Sampel darah diawetkan dengan etanol,
kemudian dihilangkan dengan melakukan pencucian
dengan buffer TE 2-3 kali.

Amplifikasi DNA

Amplifikasi gen myostatin ekson 3 dilakukan
dengan menggunakan sepasang primer Luci 5
(forward)  5’ATGTGACATAAGCAAAATGATTAG-3’
dan Luci 6 (reverse) 5CTTGTGCTTAAGTGACTG
TAG-3’ berdasarkan nomor urut aksesi EF591039,
ukuran amplikon adalah sebesar 650 pb. Amplifikasi
dilakukan dengan menggunakan mesin PCR ESCO 2.
Reaksi PCR dalam volume 25 pl, menggunakan PCR
kit, Gotaq green master mix. Kondisi PCR yang
digunakan pada tahap predenaturasi pada suhu 95 °C
selama dua menit, denaturasi pada suhu 95 °C selama
45 detik, penempelan primer pada suhu 57 °C selama
satu menit, dan pemanjangan DNA pada suhu 72 °C
selama satu menit diulang dengan 30 siklus. Kualitas
amplikon dideteksi dengan menggunakan PAGE 6%
(acrilamide: bisacrylamide rasio 29:1) dan pewarnaan
perak (Byun et al. 2009).

Analisis Data Sekuen

Reaksi sekuensing DNA menggunakan primer yang
sama. Proses sekuensing dilakukan oleh perusahaan
komersial. Bentuk kromatogram kemudian secara
manual di edit menggunakan Bioedit versi 7.0.8.0 (Hall
2004) dan disejajarkan dengan urutan nukleotida gen
myostatin pada Capra hircus (EF591039) dengan
menggunakan perangkat lunak statistik MEGA 6
(Moleculer Evulotionary Genetic Analysis) (Tamura et
al. 2013). Rekonstruksi pohon filogeni dengan meng-
gunakan metode neighbor-joining (Tamura et al. 2004).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi PCR pada Gen Myostatin Ekson 3

Gen myostatin ekson 3 telah berhasil mengamplifi-
kasi seluruh ekson 3 beserta intron 2 dan 3 yang
mengapitnya dengan menggunakan sepasang primer
pada kambing. Berdasarkan hasil yang diperoleh
panjang fragmen gen myostatin intron 2, ekson 3, dan
intron 3 adalah 136, 377, dan 137 pb (Gambar 1). Hasil
ini sesuai dengan panjang produk pada sekuens gen
myostatin (GenBank dengan kode akses EF591039).

Identifikasi Variasi Nukleotida Gen Myostatin pada
Hasil Sekuensing

Variasi gen myostatin pada sembilan bangsa
kambing lokal ditemukan pada bagian awal, tengah,
dan akhir gen myostatin. Bentuk variasi yang di-
temukan pada gen myostatin, yaitu delesi, substitusi,
dan variasi pada puncak kromatogram yang saling
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tumpang tindih. Variasi substitusi intron 2 ditemukan
pada kambing Gembrong (A7C & A11T), Peranakan
Etawah (T10A & A11T), Burawa (T10A & A11T), Muara
(A11T), dan Samosir (A11T), ekson 3 terdapat pada
kambing Boerka (A182T, T437A, T439A, & A445G).
Variasi pada puncak kromatogram yang saling
tumpang tindih pada intron 2 terdapat pada posisi basa
ke-13. Variasi delesi intron 3 ditemukan pada kambing
Kosta dan Samosir pada posisi basa T552- dan G560-
(Tabel 1). Hasil perunutan DNA intron 2 dan 3 tidak
ditemukan variasi, tetapi pada ekson 3 ditemukan
mutasi khusus, dapat dilihat pada perubahan asam
amino ke-437, yaitu tyrosin menjadi lisin (Gambar 2).

Variasi substitusi intron 2, ekson 3, dan delesi intron
3 pada gen myostatin kemungkinan disebabkan oleh
persilangan antara kambing yang tidak terkontrol. Hal
ini mengakibatkan berubahnya performan pada
kambing. Mutasi di daerah coding dapat menyebabkan
peningkatan massa otot fenotipe Increased Muscle
Mass (IMM), dan mengganggu penerjemahan asam
amino dalam proses sintesis protein pada kambing
(Boman et al. 2009).

Pada kelompok populasi kambing lokal ditemukan
perbedaan antara satu kelompok populasi kambing
lokal dengan kelompok yang lain, sehingga urutan
nukleotida yang berbeda dapat digunakan sebagai

M 3g 8a 4a 6b 9g

600 pb

100 pb
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penciri dari setiap populasi kambing lokal. Perubahan
susunan nukleotida dalam bentuk substitusi dan delesi
pada sembilan bangsa kambing diduga karena meru-
pakan hasil persilangan antara pejantan kambing dari
luar dengan induk kambing yang telah beradaptasi
dengan kondisi kambing setempat. Batubara (2011)
menyatakan bahwa perubahan susunan basa nukleo-
tida dan mutasi substitusi yang terdapat pada kambing
lokal disebabkan karena adanya proses adaptasi se-
bagai kambing asli dengan kondisi lokasi yang berbeda
dengan kondisi di Sumatera, Jawa, dan Bali serta
adanya seleksi yang berhubungan dengan tujuan
produksi yang diinginkan oleh peternak.

Hasil perunutan DNA sebagian besar sampel dari
sembilan bangsa kambing ditemukan mutasi dan yang
merubah asam aminonya. Keragaman genetik yang
terjadi pada populasi bangsa kambing menunjukkan
bahwa diantara kambing merupakan hasil dari persila-
ngan. Populasi dengan keragaman genetik tinggi akan
memiliki peluang hidup yang semakin tinggi untuk
beradaptasi dengan perubahan lingkungan (Ferguson
1980). Keragaman genetik yang tinggi memungkinkan
adanya perbaikan kualitas genetik populasi dengan
seleksi gen yang menguntungkan.

Keragaman sekuen nukleotida gen myostatin di-
peroleh dengan perunutan sekuen yang di alignment

7a 7b 5b 11 2a

650 pb

Gambar 1 Hasil amplifikasi dari gen myostatin ekson 3 dengan menggunakan PCR pada kambing Kacang (3g); Muara (8a);
Gembrong (4a); Peranakan Etawah (6b); Kosta (99); Samosir (7a & 7b); Burawa (5b); Boer (11); Boerka (2a); dan

M (Marker 100 pb).

Tabel 1 Variasi nukleotida gen myostatin ekson 3 pada kambing terhadap nukleotida gen myostatin Capra hircus (EF591039)

Posisi basa
Bangsa kambing Intron 2 Ekson 3 Intron 3
7 10 11 13 182 437 439 445 552 560

Kacang_3g A T A G A T T A T G
Muara_8a A T T G A T T A T G
Gembrong_4a C T T G A T T A T G
PE_6b A A T G A T T A T G
Kosta_9g A T A G A T T A - G
Samosir_7a A T T G A T T A T -
Samosir_7b A T T G A T T A T G
Burawa_5b A A T G A T T A T G
Boer_1lI A T A G/A A T T A T A
Boerka_2a A T A G T A A G T G
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10 20 30 40 50
ATGTGACATA _AGCAAAATGA TTAGTTTICTT TCTTTAATAA TGACTCCCTG
6o 70 ~ 80 20 100
CGGTAGGAGA GTGTTTGGGG ATCTATTACT AACTCTTCTT TCCTTTCCAT
110 120 130 140 150
ACAGAATCCT TTTTTAGAAG TCAAGGTAAC AGACACACCA AAAAGATCTA
160 170 180 ser 190 200
GGAGAGATTT GCTTTTGGAT TGTGATGAGC  ACTCCACAGA ATCTCGATGC
210 220 230 Ser 240 250
TGTCGTTACC CTCTAACTGT GGATTTTGAA GCTTTTGGCAT GGGATTGGAT
260 270 280 290 300
TATTGCACCC AAAAGATATA AGGCCAATTA CTGCTCCGGA GAATGTGAAT
310 320 330 340 350
TTTTATTTTT GCAAAAGTAT CCTCATACCC ATCTTGTGCA CCAAGCAAAC
360 370 380 390 400
CCCAAAGGTT CAGCCGGCCC TTGCTGTACT CCTACAAAGA TGTCTCCAAT
410 420 430 LysA440 Gly 450
TAATATGCTA TATTTTAATG GCAAAGAACA AATAATATAT GGGAAGATTC
A A (€]
460 470 480 ™ 400 Sly 500
CAGGCATGGT AGTAGATCGC TGTGGGTGCT CATGAGATTT ATATTTGGTT
510 520 530 540 550
CATAGCTTCC TAAAACACAG AAGGTCTTCC CCTCAACAAT TTTGAAACTG
560 570 580
TGAAATTAGG TACCACGGGC TATAAGGCCT AGAGTAT

Keterangan: Posisi nukleotida dihitung dari basa pertama urutan Luci 5. Simbol panah menunjukkan batas posisi ekson 3.
Kodon penyandi asam amino ditulis dengan tiga huruf.
Gambar 2 Urutan nukleotida gen myostatin intron 2, ekson 3, dan intron 3 beserta urutan asam aminonya berdasarkan urutan

nukleotida Capra hircus (EF432557).

dan mendeteksi kromatogram dari urutan nukleotida.
Evolusi gen myostatin dan efek mutan masih belum
diketahui dengan jelas. Sistematik dari sebagian besar
individu dari keturunan yang berbeda untuk meng-
evaluasi asal dan evolusi, struktur genetik, keragaman
populasi, dan hubungan keragaman dengan ciri pada
pertumbuhan (Li et al. 2006a).

Hubungan Keragaman Genetik dengan Jarak
Genetik Antar Populasi Bangsa Kambing

Hasil sekuensing gen myostatin ekson 3 pada
kambing Boer, Boerka, Kacang, Gembrong, Burawa,
Peranakan Etawah, Samosir, Muara, dan Kosta di-
gunakan untuk konstruksi pohon filogenetik. Konstruksi
pohon filogenetik digunakan untuk melihat hubungan
kekerabatan antara sembilan bangsa kambing
(Gambar 3) dan matrik jarak genetik pada sembilan
bangsa kambing yang berasal dari satu lokasi (Sei
Putih) (Tabel 2). Analisis filogenetik dengan meng-
gunakan Neighbor-joining tree menunjukkan bahwa
kambing Burawa memiliki hubungan genetik yang
dekat (jarak genetik 0,000) dengan kambing Perana-
kan Etawah, sedangkan kambing Boer dan Kosta
berada dalam satu kelompok, hal ini menunjukkan
keturunan gen dalam kelompok memiliki hubungan
genetik yang dekat dengan jarak genetik 0,000.
Kambing Samosir, Muara, dan Gembrong terdapat
dalam satu kelompok, hal ini menunjukkan bahwa
kambing Samosir, Muara, Kacang, dan Gembrong
tidak memiliki hubungan genetik yang dekat (jarak
genetik 0,002). Kambing Boerka terpisah dengan
kelompok kambing lainnya, hal ini menunjukkan bahwa
kambing Boerka tidak memiliki hubungan genetik yang
dekat (jarak genetik 0,003) dengan kambing Kacang,
Kosta, dan Boer, sedangkan kambing Muara, Gem-
brong, Peranakan Etawah, Kosta, Samosir, dan
Burawa memiliki jarak genetik sebesar 0,004 dengan
kambing Boerka.

Pada nilai hasil uji booststrap dengan pengulangan
1.000 kali pada analisis Neighbor-Joining dengan
metode dua parameter Kimura menunjukkan bahwa
kambing Peranakan Etawah dan Burawa memiliki nilai
booststrap tertinggi, yaitu 67% kemudian disusul oleh
kambing Muara (63%). Nilai booststrap terendah
terdapat pada kambing Kacang (7%), Gembrong (8%),
Samosir (11%), serta Kosta dan Boer (18%), sedang-
kan kambing Boerka membentuk kelompok terpisah
satu sama lain. Berdasarkan hasil analisis pada
kesembilan populasi kambing dapat dikelompokkan
berdasarkan keragaman genetik menjadi tujuh ke-
lompok, yaitu kambing Peranakan Etawah dengan
Burawa, Samosir, Gembrong, Muara, Kacang, Kosta
dan Boer, serta Boerka.

Hal ini kemungkinan disebabkan karena kambing
Peranakan Etawah dan Burawa, Kosta dan Boer me-
rupakan satu persilangan. Hasil penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa persilangan antara kambing Boer
dengan kambing Kacang dan Kacang dengan Etawah
menunjukkan hasil seleksi yang positif (Kostaman &
Sutama 2005). Persilangan merupakan salah satu cara
yang mampu untuk meningkatkan produktivitas ternak,
seperti kambing Boerka merupakan hasil persilangan
kambing Boer dengan Kacang di mana dari segi
performans atau reproduksi menghasilkan persilangan
yang unggul dalam memperoleh bobot tubuh yang
besar (Mahmilia & Tarigan 2006). Keragaman tipe gen
yang lebih tinggi pada kambing Boerka mungkin
disebabkan oleh persilangan yang tidak terkontrol
antara kambing Kacang yang berasal dari Indonesia
dengan kambing Boer yang berasal dari Afrika Selatan
sehingga kambing Boerka memiliki variasi yang paling
tinggi dibandingkan kambing yang lainnya (Sodiq et al.
2003).

Variasi gen yang timbul dipengaruhi oleh seleksi,
mutasi gen, pencampuran dua populasi yang frekuensi
gen berbeda, silang dalam (inbreeding), silang luar
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467‘: Peranakan Etawah 6b
Burawa 5b

63

4
8 { Samosir 7a
g Samosir 7b
Gembrong 4a
Muara 8a
Kacang 3g

Boerka 2a

Gambar 3 Pohon filogeni gen myostatin ekson 3 pada sembilan bangsa kambing.

Tabel 2 Matrik keragaman nukleotida gen myostatin ekson 3 pada sembilan bangsa kambing

Jarak genetik

Bangsa kambing

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Kacang_3g 0,002 0,002 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002 0,000 0,003
Muara_8a 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000 0,000 0,002 0,002 0,004
Gembrong_4a 0,003 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,004
PE_6b 0,003 0,002 0,003 0,002 0,002 0,002 0,000 0,002 0,004
Kosta_9g 0,000 0,002 0,003 0,003 0,002 0,002 0,002 0,000 0,003
Samosir_7a 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002 0,000 0,002 0,002 0,004
Samosir_7b 0,002 0,000 0,002 0,002 0,002 0,000 0,002 0,002 0,004
Burawa_5b 0,003 0,002 0,003 0,000 0,003 0,002 0,002 0,002 0,004
Boer_1l 0,000 0,002 0,003 0,003 0,000 0,002 0,002 0,003 0,003
Boerka_2a 0,007 0,009 0,010 0,010 0,007 0,009 0,009 0,010 0,007

(outbreeding), dan genetic drift. Ekspresi gen dapat
memengaruhi sifat yang yang muncul. Fenotipik yang
muncul dapat dipengaruhi oleh variasi gen pada arah
dan besar respons terhadap perubahan lingkungan
(Noor 2008). Fenotipik yang bersifat ekonomis meru-
pakan sifat kuantitatif yang dikontrol oleh banyak gen
dan masing-masing gen memberikan sedikit kontribusi
pada sifat tersebut (Noor 2008).

Dengan demikian, pelestarian terhadap sumber
daya genetik ternak lokal sebagai bagian dari
komponen keanekaragaman hayati adalah penting
untuk memenuhi kebutuhan pangan, pertanian, dan
perkembangan sosial masyarakat di masa yang akan
datang.

KESIMPULAN

Gen myostatin ekson 3 pada sembilan bangsa
kambing memiliki keragaman genetik yang tinggi
dibuktikan dengan sekuensing. Analisis sekuen di-
temukan 10 variasi gen myostatin, dengan demikian
keragaman genetik kambing tinggi. Variasi substitusi
dan delesi pada intron 2 dan 3 disebabkan oleh
persilangan antara kambing, sedangkan variasi yang
ditemukan pada ekson 3 terjadi mutasi khusus yang
memengaruhi asam aminonya. Kesembilan populasi
kambing dapat dikelompokkan berdasarkan keraga-
man genetik menjadi tujuh kelompok, yaitu kambing
Peranakan Etawah dengan Burawa, Samosir, Gem-
brong, Muara, Kacang, Kosta dan Boer, serta Boerka.
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