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Abstract. Pasundan cattle are one of Indonesia’s local cattle that
have the potential to be developed, especially in terms of meat
quality. Meat quality is strongly influenced by fatty acid
composition, which is closely related to gene regulation. This study
aims to identify the diversity of the FASN (fatty acid synthase) gene
as a candidate gene for meat quality in female Pasundan cattle. This
study used an experimental descriptive method with 25 DNA
samples of female Pasundan cattle with an age range of 1,5-2 years.
DNA ampilification using PCR was perfomed with specific primers
designed with NCBI Primer Blast, flanking the target gene along
560 bp. The analysis was followed by PCR-RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) method using Mscl enzyme to
detect single nucleotide polymorphism (SNP) g.17924 A>G in exon
39 and confirm the target mutation using direct sequencing
method. The results showed only one genotype, the GG genotype
(100%), with a G allele frequency of 1.00. Based on these results, it
can be concluded that the FASN gene mutation g.17924 A>G
mutation in Pasundan cattle is monomorphic. SNP g.17924 A>G in
the FASN gene has the potential to affect the fatty acid composition
of Pasundan female beef.
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PENDAHULUAN

Sapi Pasundan merupakan salah
satu rumpun yang telah ditetapkan
berdasarkan dengan Keputusan Men-
teri Pertanian Republik Indonesia No-
mor 1051/Kpts/RI/SR.10/2014. Sapi
Pasundan dispesifikasikan sebagai
bangsa Bos sondaicus yang merupakan
hasil adaptasi lebih dari sepuluh
generasi antara Bos sondaicus serta
sapi lokal lainnya (Arifin & Sulasmi,
2019). Sapi Pasundan memiliki potensi
kualitas daging yang cukup baik,
meskipun karakteristik ukuran tubuh-
nya cenderung kecil dan pendek. Salah
satu keunggulan yang dimiliki Sapi
Pasundan adalah persentase karkas
yang cukup tinggi, rata — rata bobot
karkas Sapi Pasundan jantan mencapai
53% serta proporsi non karkas 47%,
sedangkan Sapi Pasundan betina me-
miliki rata —rata bobot karkas 52% serta
proporsi non karkas 48% (Setiawati,
dkk. 2018). Dalam industri peternakan,
salah satu faktor penentu kualitas
daging adalah komposisi asam lemak.
Komposisi asam lemak dalam daging
terdiri atas asam lemak tak jenuh yang
berikatan tunggal (saturated fatty
acid/SFA) dan asam lemak tak jenuh
(unsaturated fatty acid/UFA), dimana
asam lemak tak jenuh terbagi menjadi
dua yakni asam lemak tak jenuh
berikatan tunggal (monounsaturated
fatty acid/MUFA) dan asam lemak tak
jenuh berikatan ganda (polyunsatura-
ted fatty acid/PUFA) (Dinh, dkk. 2021).
Komposisi asam lemak berperan dalam
menentukan nilai gizi daging serta
berbagai aspek kualitas daging yang
meliputi rasa dan waktu penyimpanan.

Menurut Hilmia (2022), sapi Rancah
yang merupakan cikal bakal dari Sapi
Pasundan, memiliki kandungan asam
lemak tak jenuh baik PUFA maupun
MUFA yang lebih tinggi dibandingkan
dengan sapi PO. Komposisi asam
lemak dalam daging sapi Rancah yang
merupakan cikal bakal dari Sapi
Pasundan menunjukkan kandungan
lemak total sebesar 1,25%, dengan pro-
porsi SFA sebesar 33,45%. Dari total
SFA tersebut, asam palmitat memiliki
kandungan sebesar 17,05% dan asam
stearat 13,35%. Sementara itu, kandu-
ngan MUFA mencapai 25,70%, yang
terdiri atas asam palmitoleat 1,97% dan
asam oleat 22,93%. Untuk kandungan
PUFA sebesar 3,79%, yang terdiri dari
asam linoleic 2,05% dan asam linolenic
0,34%. Rasio MUFA:SFA sebesar 0,76%;
PUFA:SFA 0,12%; palmitoleat:palmitat
0,11% dan oleat:stearate 1,76%. Keung-
gulan ini diduga berkaitan dengan
faktor genetik yang berperan dalam
mengatur biosintesis de novo asam
lemak rantai panjang diantaranya
adalah gen FASN (fatty acid synthase).
FASN merupakan kompleks enzim
mulltifungsi yang berperan sentral
dalam metabolisme lipid mamalia dan
mengatur biosintesis de novo asam
lemak rantai panjang. Profil asam
lemak pada jaringan ruminansia
dianggap dipengaruhi oleh FASN
melalui keterlibatannya dalam jalur
sintesis MUFA serta penggabungannya
ke dalam triasilgliserol dan fosfolipid
(Pe¢ina & Ivankovi¢, 2021; Zalewska,
dkk. 2021). FASN telah di identifikasi
sebagai gen terpenting yang berhubu-
ngan dengan kandungan asam lemak
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pada susu dan daging, hal ini dikarena-
kan perannya dalam proses pemben-
tukan lemak baru pada hewan. Gen
FASN sapi memiliki panjang 19770 bp
dan terdiri dari 42 ekson dan 41 intron
(Oztabak, dkk. 2014).

Domain TE (thiosterase) merupa-
kan bagian dari kompleks FASN yang
berperan krusial dalam proses akhir
pembentukan lemak. Saat proses akhir
pembentukan asam lemak, domain TE
berfungsi menghentikan sintesis dan
melepaskan asam lemak jenuh (SFA),
seperti asam palmitat. Domain TE
dapat bekerja dengan substrat asam
lemak rantai pendek (C14) dan rantai
panjang (16), namun lebih efektif pada
asam lemak rantai panjang (C16).
Dengan demikian, domain TE berperan
utama dalam menentukan panjang
rantai asam lemak yang ditentukan,
yang merupakan faktor dalam
memengaruhi kualitas dan karakteris-
tik akhir lemak (Zhang, dkk. 2008).
Selain fungsi tersebut, variasi pada
domain TE antarindividu atau antar
hewan dapat memengaruhi perbedaan
komposisi asam lemak yang dihasil-
kan. Struktur domain TE dirancang
untuk menampung rantai asam lemak
panjang dan melepaskannya ketika
mencapai panjang optimal yakni 16
karbon. Domain TE tidak hanya
berperan dalam mengakhiri proses
sintesis, tetapi juga mengontrol sifat
dan kualitas lemak yang dihasilkan.
Hal ini berdampak langsung pada per-
bedaan komposisi asam lemak antar
hewan dan kualitas produk akhirnya
(Abe, dkk. 2009; Zalewska, dkk. 2021).

Polimerfisme g.17924 A>G pada
ekson 39 pada domain TE akan mengu-
bah struktur asam amino pada protein
FASN, vyakni dari treonin (ACC)
menjadi alanin (GCC). Polimerfisme
g.17924 A>G secara signifikan berhu-
bungan dengan jumlah SFA dan MUFA
pada lemak trigliserida, serta dengan
jumlah MUFA dan PUFA pada fosfoli-
pid. Alel A pada polimorfisme g.17924
A>G cenderung menghasilkan daging
dengan kandungan SFA yang lebih
tinggi dan MUFA yang lebih rendah,
sedangkan pada Alel G cenderung
menghasilkan daging dengan kandu-
ngan SFA yang lebih rendah dan
MUFA vyang lebih tinggi. Menurut
Zhang (2008), sapi dengan lebih banyak
alel G (Genotipe GG) memiliki daging
dengan komposisi asam lemak yang
lebih baik. Sapi dengan genotip GG
berkorelasi ~ dengan  peningkatan
kandungan MUFA, terutama asam
oleat yang dianggap lebih sehat, serta
penurunan kadar SFA, sehingga
menghasilkan daging yang lebih baik,
empuk dan sehat. Sebaliknya, sapi
dengan  genotipe AA  memiliki
kandungan SFA lebih tinggi, terutama
asam miristat dan palmitat dengan
kandungan MUFA yang lebih rendah.
Hal ini membuat daging sapi dengan
genotipe A cenderung lebih keras dan
kurang sehat. Serta sapi dengan
genotipe AG merupakan heterozigot,
dimana genotipe ini menunjukkan
hasil antara genotipe AA dan GG, baik
dalam komposisi SFA maupun MUFA
pada sapi Angus (Zhang, dkk. 2008).
Pada sapi persilangan Angus dan

Charolais, genotipe AA berkaitan
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dengan konsentrasi SFA yang lebih
tinggi dan MUFA yang lebih rendah,
genotipe GG berkaitan dengan MUFA
yang lebih tinggi serta menurunkan

kadar SFA, dan
menunjukkan hasil antara genotipe AA

genotipe  AG

dan GG dalam hal komposisi asam
lemak. Pada sapi persilangan Angus
dan Charolais, genotipe AG sebanyak
51,1%, genotipe AA sebanyak 28,7%
dan genotipe GG sebanyak 20,2% (Li,
dkk. 2012). Pada sapi Fast Anatolian
Red (EAR) dan South Anatolian Red
(SAR), genotipe GG lebih dominan
dengan fekuensi 69% dan 43% diban-
dingkan dengan genotipe lainnya,
genotipe GG  berkontribusi pada
kandungan MUFA yang lebih tinggi
terutama asam oleat dan menurunkan
kadar SFA seperti asam palmitat dan
asam miristat (Oztabak, dkk. 2014).
Pada sapi korea, genotipe GG memiliki
rasio penampilan kualitas daging yang
lebih tinggi pada kelas tertinggi dari-
pada genotipe lainnya yang memiliki
efek pada peningkatan pengendapan
lemak pada jaringan Jongissimus dorsi
(Oh, dkk. 2018). Informasi mengenai
pengaruh keragaman gen FASN
sebagai kandidat gen yang berkaitan
dengan kualitas daging sapi lokal,
termasuk Sapi Pasundan masih sangat
terbatas. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui apakah
terdapat mutasi dan bagaimana bentuk
mutasi polimerfisme g.17924 A>G
ekson 39 gen FASN pada Sapi
Pasundan betina.

MATERI DAN METODE
1. Materi Penelitian

Materi pada penelitian ini adalah
25 sampel DNA yang diekstrak dari
darah Sapi Pasundan betina dengan
rentang umur 1 -2,5 tahun. Sapi Pasun-
dan betina dipelihara di 7eaching Farm
Fakultas
Peternakan, Universitas Padjadjaran

sapi potong Ciparanje,

dengan pemberian pakan campuran
70% jerami padi dan 30% konsenstrat.
2. Metode Penelitian

Metode penelitian yang digunakan
adalah metode deskriptif eksploratif,
yakni penelitian dengan mengeksplo-
rasi mutasi SNP g. 17924 A>G pada
sekuen nukleotida gen FASN ekson 39
menggunakan metode PCR - RFLP
(Restriction Fragment Length Polimor-
fism). Kemudian untuk memastikan
mutasi yang terdapat pada gen FASN
dilakukan sequencing / direct sequen-
cing.

2.1 Amplifikasi DNA

DNA diekstrak dari darah Sapi
Pasundan betina, menggunakan Geno-
mic DNA Purification Kit merek Pro-
mega®. Kemudian DNA di amplifikasi
menggunakan sepasang primer for-
ward (F) 5-CTGGTATCTTGCCCCTC-
TTCAC-3’ dan primer reverse (R) 5'-
CACACCTTCGTCATGGCCTA’3".
Primer tersebut dirancang sesuai
dengan sekuen DNA target yang dapat
mengamplifikasi fragmen ekson 39
(nomor akses GenBank : AF285607) Bos
Taurus dengan panjang 560 bp. Ampli-
tikasi target gen FASN dilakukan
menggunakan Green Master Mix dari
Promega® dengan mesin PCR Long-
Gene® A600. Komponen yang diguna-
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kan meliputi sampel DNA sebanyak 2
wl, nuclease free water 9,5 pul, primer
forward (F) dan reverse I masing -
masing 0,5 pl dan Green Master Mix
12,5 pl.

Ampilfikasi DNA melalui PCR di-
mulai dengan proses predenaturasi
pada suhu 94°C selama 2 menit,
dilanjutkan denaturasi pada suhu 94°C
selama 30 detik, annealing pada suhu
59°C selama 1 menit, extension pada
suhu 72°C selama 1 menit, kemudian
final extension pada suhu 72°C selama
5 menit. Amplifikasi DNA dilakukan
sebanyak 35 kali. Hasil Amplifikasi
dievaluasi menggunakan elektroforesis
agarose 1,5% mengandung 0,8 gr
Ds.Red kemudian divisualisasi meng-
gunakan ge/ doc elektroforesis.

Pengkajian untuk mendeteksi ada-
nya mutasi pada sekuen ekson 39 pada
SNP g.17924, dilakukan dengan PCR -
RFLP produk PCR dengan mengguna-
kan enzim restricted. Enzim yang
digunakan adalah enzim restriksi Msc/
(Oztabak, dkk. 2014) yang akan memo-
tong pada sekuen spesifik dengan
potongan 5-TGG|CCA-3" atau 3’-
ACCTGGT-5". Bahan yang digunakan
adalah produk PCR 10 pl, enzim Msc/1
ul, R Buffer 0,7 pl dan nuclease free
water 1 pl. Sampel kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 4
jam. Produk PCR setelah inkubasi
kemudian dievaluasi menggunakan
elektroforesis agarose untuk melihat
mutasi dari hasil pemotongan oleh
enzim tersebut. DNA dievaluasi
menggunakan elektroforesis agarose
1,5% mengandung 0,8 gr Ds.Red

kemudian divisualisasi menggunakan
gel doc elektroforesis. Penentuan
genotipe ditentukan berdasarkan situs
pengenalan enzim pada gen FASN
posisi 17924 A>G, kemudian di
konfirmasi dengan metode direct
sequencing yang dilakukan setelah
terindikasi adanya mutasi. Hasil direct
sequencing di alignment mengguna-
kan program BIOEDIT dan MEGA 11,
selanjutnya di analisis posisi SNP nya
dan dilakukan genotyping.
2.2 Analisis Statistik

Analisis data dilakukan secara
deskriptif eksploratif menggunakan
rumus nilai frekuensi alel dan genotipe
diperoleh  dengan
rumus Nei (1987).

wi = 2N+ 2nij
2N
. nyj
xii =—= X 100%

menggunakan

Keterangan :
xi = frekuensi alel ke-i

Xii

frekuensi genotipe

nij = jumlah individu homozigot alel ke-i
nij = jumlah individu heterozigot

N = jumlah individu sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN

FASN (fatty acid synthase) adalah
kompleks enzim multifungsi, yang
berperan sentral dalam metabolisme
lipid mamalia dan mengatur biosin-
tesis de novo asam lemak rantai pan-
jang. Gen FASN pada sapi terletak di
kromosom 19, yang terdiri dari 42
ekson dan 41 intron. Sekuen target gen
FASN pada penelitian ini berada pada
domain TE (thioesterase) ekson 39
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560 bp

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11F12F13F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20 F21 F22 F23 F24 F25

Gambar 1 Hasil Amplifikasi Gen FASN 560 bp

nukleotida g.17924 A>G. Perbanyakan
sekuen DNA gen FASN pada pene-
litian ini mencakup ekson 39, intron 39
dan ekson 40 sepanjang 560 bp (base
pair). Amplifikasi fragmen berhasil
dilakukan menggunakan primer yang
dirancang dengan program Primer-
Blast NCBI dengan nomor akses
GenBank : AF285607 sapi bangsa Bos
taurus. Hasil amplifikasi disajikan
pada Gambar 1.

Berdasarkan data GenBank : AF28-
5607 FASN pada Bos taurus memiliki
panjang 19770 bp. Gen FASN terdiri
dari promotor, 5'UTR (untranslated
region), ekson, intron dan 3'UTR.
Target fragmen gen FASN pada
penelitian ini adalah ekson 39. Ekson
adalah urutan DNA yang mengkode
protein dengan mengkode setiap asam
amino dari triplet nukleotida atau yang
disebut juga kodon (Alberth, 2017.,
Agoes, dkk. 2014). Identifikasi sekuen
target g. 17924 A>G yang terletak pada
ekson 39, dievaluasi dari produk PCR
berukuran 560 bp. Selanjutnya untuk
mengetahui mutasi target dilakukan
pemotongan produk PCR dengan
menggunakan teknik PCR - RFLP
(Restriction Fragmenth Length Poli-
morfism) menggunakan enzim rek-
striksi Mscl (Oztabak, dkk. 2014).

Enzim Mscl memiliki sekuen pengena-
lan 5-TGGCCA-3" atau 3'-ACCGGT-5,
sehingga pemotongan terjadi ketika en-
zim mengenali daerah tersebut sebagai
situs potong. Sekuen 5-TGGCCA-3’
atau 3'-ACCGGT-5" merupakan runtu-
tan nukleotida gen FASN ekson 39 dari
Bos taurus yang tidak mengalami mu-
tasi pada sekuen nukleotidanya. Se-
dangkan sekuen nukleotida yang
mengalami mutasi pada g.17924 adalah
5-TGGCCG-3’, dimana sekuen terse-
but tidak termasuk dalam situs penge-
nalan enzim Mscl, sehingga enzim
tidak dapat melakukan pemotongan
pada daerah tersebut. Berdasarkan hal
tersebut, enzim Mscl akan menampil-
kan band yang terpotong menjadi tiga
band pada sapi yang tidak bermutasi
dan dua band ataupun tidak terpotong
pada sapi yang bermutasi. Hasil PCR -
RFLP menggunakan enzim Msc/ me-
nunjukkan produk PCR sepanjang 560
bp terpotong menjadi dua band seperti
yang disajikan pada Gambar 2.

Hasil PCR - RFLP menunjukkan
adanya band yang terpotong menjadi
sepanjang 376 bp dan 184 bp. Potongan
ini  mengindikasikan  keberadaan
sekuens nukleotida TGGCCG. Kebera-
daan fragmen DNA berukuran 376 bp
dan 184 bp mengkonfirmasi terdeteksi
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500 bp
376 bp
250 bp
184 bp

Gambar 2 Hasil PCR - RFLP Gen FASN

mutasi gen FASN SNP ¢.17924 A>G
pada sekuens pengenalan TGGCCA.
Perubahan spesifik pada sekuens gen
FASN ekson 39 titik mutasi g.17924
A>G, menyebabkan perubahan dalam
pengkodean asam amino dari Treonin
menjadi Alanin atau menunjukkan
adanya mutasi.

Setelah menduga adanya mutasi
pada SNP g.17924 A>G FASN ekson 39
untuk mengkonfirmasi hasil kemudian
dilakukan direct sequencing 2 sampel.
Hasil sequencing yang telah di
alignment menggunakan software
Bioedit dan Mega 11 menunjukkan
mutasi pada SNP g.17924 A>G pada 2
sampel Sapi Pasundan betina. Mutasi
pada sekuen tersebut ditunjukkan pada
Gambar 3. Penemuan mutasi pada
sekuen g.17924 A>G pada ekson 39 gen
FASN di Sapi Pasundan betina juga
telah dilaporkan pada beberapa ras
sapi lainnya, dengan titik mutai dan
lokasi ekson yang sama, seperti pada
sapi Angus (Zhang, dkk. 2008), sapi
Turkey (Oztabak, dkk. 2014), sapi
Fleckvieh Bulls (Barton, dkk. 2016) dan

pada sapi Korea (Oh, dkk. 2018). Mu-
tasi ini termasuk dalam varian fungsio-
nal karena berasosiasi dengan karak-
teristik metabolisme lemak, seperti
kandungan asam lemak tak jenuh dan
tingkat deposisi lemak intramuscular.
Oleh karena itu, keberadaan mutasi
g.17924 A>G memiliki potensi sebagai
penanda genetik dalam sifat kualitas
daging sapi.

Hasil direct sequencing dalam
penelitian ini tidak hanya mengkonfir-
masi polimorfisme g.17924 A>G pada
ekson 39 gen FASN, tetapi juga
ditemukan beberapa mutasi baru.
Ditemukan dua titik mutasi baru pada
ekson 39 pada titik sekuen dengan
kode SNP ¢.17776 A>G dan g.17782
C>G yang disajikan pada Gambar 4.
Lima mutasi baru pada intron 39
ditemukan pada titik sekuen dengan
kode SNP g.17990 yang menyebabkan
penghilangan satu basa atau delesi,
g.17997 A>C, g.18030 A>G, g.18039
A>G, serta teridentifikasi SNP g.18043
C>T sesuai dengan penemuan
Bhuiyan, dkk. (2009) yang disajikan
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FASN AF285607 TGGTGCACCCCATCGAGGGCTC

CACCACCGTGTTCCACAGCCTGGCCACCAAGCTCAGCATCCCCE
FNL11 (PSD171020) |+evvevernenananananncnenennnns
FN 26 (F2R240822) |+ vveevrrnnnanonanannenenennnns

Gambar 3 Mutasi SNP g 17924 A>G gen FASN ekson 39

;J lu
FASN AF285607 CGGCAGCCCTGCCCRATCGC
FN11l (PSD171020) |-cssccscecccann= Guwuws G
FN 26 (F2R240822) [ cveevnenncnnnnn G.wuenn G

ACACCCAGCTGAACCTGAGCACCCTGCTGC

Gambar 4 Gambar Mutas1 SNP 8 17776 A>G dan 8 17782 C>G gen FASN ekson 39

FASN AF285607
FN11 (PSD171020) |eewevcmnens
FN 26 (F2a240822)

Gambar 5 Mutasi SNP g.17990 delesi, g.17997 A>C, g.18030 A>G, g.18039 A>G
dan 8 18043 C>T gen FASN mtron 39

Trrrrrrr gt prrrE iy EERRNERRR! EERENERER] BRI RN

;I 34u 350 360 370

FASN AF285607 ACTACATCGAGTGCATCAGGCAAGTGCAGC
FN11 (PSD171020)

FN 26 (F2R240822) [secvrersnnunencnnnnananeasanencnnannnns cc

380 390 400 410
CGCATCGCTGGCTACTCCTACGGGGCCTGCGTGGE

Gambar 6 Mutasi SNP g.18133 A>C dan g.1834 A>C gen FASN ekson 40

pada Gambar 5. Serta dua mutasi baru
pada ekson 40 ditemukan pada titik
sekuen dengan kode SNP g.18133 A>C
dan g.18134 A>C yang menyebabkan
mutasi subtitusi dinukelotida. Mutasi
pada sekuen tersebut disajikan pada
Gambar 6.

Hasil direct sequencing mengkon-
firmasi adanya perubahan basa
nitrogen pada sekuen nukleotida.
Adapun berdasarkan hasil direct
sequencing, mutasi dan perubahan
basa nitrogen disajikan pada Tabel 1.

Bentuk mutasi yang terjadi pada
ekson 39 SNP g.17776 A>G dan SNP
g.17924 A>G merupakan substitusi
transisi, dimana mutasi pada titik SNP
g.17776 A>G merupakan mutasi
synonymous atau silent mutation yang
berarti tidak mengubah asam amino,
meskipun menyebabkan perubahan
nukleotida CAA menjadi CAG, namun

kedua nukleotida tersebut sama — sama

mengkodekan asam amino Glutamine.
Mutasi pada titik g.17924 A>G
merupakan mutasi non — synonymous
atau missense yang merubah basa
nitrogen Adenin menjadi Guanin.
Mutasi pada sekuen g.17924 A>G
menyebabkan perubahan nukleotida
ACC menjadi GCC, yang mengubah
asam amino yang dikodekan dari
Treonin menjadi Alanine. Sedangkan
pada titikk SNP g17782 C>G
merupakan subtitusi trasnversi, mutasi
non - synonymous atau missense yang
merubah basa nitrogen Citosin menjadi
Guanin. Mutasi pada sekuen g.17782
C>G menyebabkan perubahan
nukleotida CAC menjadi CAG , yang
mengubah  asam  amino yang
dikodekan dari Histidin menjadi
Glutamin.

Bentuk mutasi pada daerah
intron 39 SNP g.17990 merupakan
mutasi delesi atau penghilangan satu
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Tabel 1 Perubahan nukleotida pada gen FASN ekson 39, intron 39 dan ekson 40

Lokasi SNP 11\)1?13;22?12 Jenis Variasi

g.17776 A>G Transisi

Ekson 39 g.17782 C>G Transversi
g.17924 A>G Transisi
2.17990 - Delesi
g.17997 A>C Transversi

Intron 39 g.18030 A>G Transisi
g.18039 A>G Transisi
g.18043 C>T Transisi
g.18133 A>C Transversi

Ekson 40 :
g.18134 A>C Transversi

Species/Abbry

1. FASN Bos taurus
2.FN11 [F'SD1?1020)
3. FN26 (F2A240822)

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

L L LLV RPLFLVHPI VFH LA.
LN L LLV RPLFLVHP I VFH LAA
LNLSRLLY L RL RPLFLVHP I VFH LAA

Gambar 7 Perubahan Asam Amino mutasi ekson 39
e e S e e e

1 FASN Boslauss A AP L BEE | P ACVAF Mc A Al
2 FN11(PSDA71020) A AP | SR FEGP v ACWAF A
3 FN2B (F2A240022) |A AP L LAY Y FEGFP YBlacvaF MC A A

Gambar 8 Perubahan asam amino mutasi ekson 40

oon
o o=
< <<
TTT

basa, SNP g.17997 A>C merupakan
subtitusi transversi, dan SNP g.18030
A>G; g.18039 A>G dan g.18043 C>T
merupakan subtitusi transisi. Serta
pada ekson 40 SNP g.18133 A>C dan
g.18234 A>C merupakan
transversi. Mutasi yang terjadi pada

subtitusi

ekson 40 merupakan mutasi subtitusi
dinukleotida, dimana dua nukleotida
berurutan dalam DNA digantikan oleh
dua nukelotida lainnya, perubahan
yang terjadi adalah nukleotida AAC
menjadi CCC, mengubah asam amino
Aspargin menjadi Prolin. Mutasi pada
daerah intron dapat menyebabkan
gangguan transkripsi, efek terhadap
stabilitas mRNA, dan dapat memenga-
ruhi gangguan pada ekspresi gen
(Shaul, 2017).

Perubahan mutasi yang telah di
alignment menggunakan software
MEGA 11 ditunjukkan pada Gambar 7
dan Gambar 8.

Mutasi
materi genetik, baik pada tingkat

merupakan perubahan
nukloeide maupun kromosom yang
diwariskan ~ pada  keturunannya.
Mutasi dapat diakibatkan oleh faktor —
faktor
radiasi, bahan kimia (mutagen), atau

mutagenic eksternal seperti

virus yang dapat menganggu keutuhan
saat replikasi DNA, serta kesalahan
replikasi yang terjadi selama meiosis
juga dapat menjadi sumber mutasi.
Terdapat pula mutasi yang tidak jelas
mutagennya, yang diperkirakan timbul
akibat
mekanisme metabolisme seluler. Hal

kelalaian atau kekeliruan
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direct sequencing 2 sampel yang

ini dianggap sebagai hasil dari
karena faktor disajikan pada Gambar 9. Selain itu,
analisis kromatogram pada Gambar 5
memberikan konfirmasi bahwa mutasi

probabilitas, bukan

eksternal melainkan karena kebetulan
yang teridentifikasi dalam penelitian

belaka (Khairani, dkk. 2024).
Frekuensi Alel dan Genotipe SNP
ini adalah homozigot.

1.
g.17924 A>G pada ekson 39 Gen
Mutasi Sapi Pasundan TGGCCG
. C G

FASN
Frekuensi alel adalah perbandi-
T G G C

ngan antara suatu alel dengan total alel
pada lokus gen dalam suatu populasi
(Sutikno, dkk. 2020). Berdasarkan f \\
mutasi target g.17924 A>G pada ekson ‘Jr" ‘L"‘.‘ "\ JJJ \\ /
Gambar 9 Kromatogram titik mutasi
g.17924 A>G

39 gen FASN, terdapat dua alel yakni
alel A dan alel G. Dimana kedua alel
tersebut dapat dilihat berdasarkan
hasil dari PCR — RFLP pada Gambar 2, Adapun perhitungan frekuensi alel
yang menunjukkan adanya dua band dan genotip SNP g.17924 A>G ekson39
dengan panjang yang berbeda (376 bp gen FASN pada Sapi Pasundan
dan 184 bp). Keberadaan alel A dapat disajikan pada tabel 2.
diketahui dengan adanya band yang Berdasarkan tabel 2, menunjukkan
terpotong dari 560 bp menjadi 209 bp, bahwa frekuensi genotip dominan
167 bp dan 184 bp pada saat PCR - pada gen FASN pada Sapi Pasundan
RFLP, sedangkan alel G diketahui betina adalah genotip GG dengan
band yang frekuensi  sebesar 1,00  (100%).
Frekuensi genotip GG yang dominan
pada populasi Sapi Pasundan betina
menunjukkan tingkat homozigositas

dengan  keberadaan
terpotong dari 560 bp menjadi 376 bp
yang tinggi. Ketidak munculan genotip
AG  mengindikasikan

dan 184 bp. Berdasarkan hasil PCR -
RFLP, 25 sampel Sapi Pasundan SNP
g.17924 A>G pada ekson 39 gen FASN
menunjukkan semua band terpotong AA  atau
oleh enzim Mscl, yang menandakkan hilangnya alel A dari populasi.
Berdasarkan pada mutasi g.17924 A>G,
dapat dinyatakan bahwa gen FASN

seluruh sampel tersebut merupakan
alel G. Hal ini didukung oleh hasil
Tabel 2 Frekuensi Alel dan Genotip Gen FASN
Frek i Alel Frek i
Genotip e A Individu e uel'nm Persentase
A G Genotip
AA 0 0,00 0%
GG 0,00 1,00 25 1,00 100%
AG 0 0,00 0%
Total 100% 25 1,00 100%
Keterangan : GG = homozigot G; AA = homozigot A; AG = heterozigot
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Frekuensi genotip GG yang dominan
pada populasi Sapi Pasundan betina
menunjukkan tingkat homozigositas
yang tinggi. Ketidak munculan genotip
AA atau AG mengindikasikan hilang-
nya alel A dari populasi. Berdasarkan
pada mutasi g.17924 A>G, dapat
dinyatakan bahwa gen FASN pada
Sapi Pasundan betina monomorfik
(seragam). Hal tersebut sesuai dengan
pernyataan Nei dan Kumar (2002)
dalam Afriani, dkk. (2022), yang
mengungkapkan bahwa suatu gen
diklasifikasi sebagai polimorfik atau
beragam apabila frekuensi salah satu
alelnya kurang dari 99%. Sebaliknya,
gen tersebut dianggap monomorfik
atau seragam jika frekuensi alelnya
mencapai 99%. Senada dengan itu,
Allendrof & Luikart (2007) dalam
Anwar, (2016), menyatakan bahwa
suatu lokus genetik dianggap poli-
morfik jika frekuensi alel yang paling
umum (most common allele) kurang
dari 0,99 (99%) sedangkan lokus yang
diklasifikasikan sebagai monomorfik
jika hanya satu alel yang terdeteksi
atau jika alel yang paling umum
memiliki frekuensi yang sangat tinggi
lebih dari 95% atau 99%.

Mutasi target SNP g.17924 A>G
pada penelitian ini mengubah asam
amino dari Threonin menjadi Alanin.
Berdasarkan mutasi yang teridentifi-
kasi Sapi Pasundan memiliki mutasi
tersebut dengan frekuensi genotip AA
(0%) dan GG (100%). Beberapa
penelitian menunjukkan mutasi pada
posisi tersebut memengaruhi terhadap
komposisi asam lemak jaringan
adiposa sapi. Menurut Zhang, dkk.

(2008), pada fraksi fospolipid (PL)
genotip GG menghasilkan asam oleat
(C18:1), asam dokosapentaenoat (C20-
:5, DPA) dan total MUFA yang tinggi
dibandingkan dengan genotip AA.
Sedangkan genotip AA memiliki
kandungan asam eicosatrienoat (C20:3)
dan total PUFA yang lebih tinggi serta
total MUFA yang rendah. Pada fraksi
triacylglycerol (TAG) genotip GG
memiliki asam miristat (C14:0) yang
rendah dibanding genotip AA atau AG,
rasio asam palmitat (C16:0) dan asam
misritat (C14:0), kandungan asam oleat
(C18:1) dan total MUFA yang lebih
tinggi dibandingkan dengan kedua
genotip lainnya. Genotip AG memiliki
persentase asam miristat (C14:0) yang
lebih rendah dibanding genotip AA
dan kandungan asam oleat (C18:1)
yang lebih tinggi dibanding genotip
AA. Hasil serupa juga dilaporkan oleh
Ogztabak, dkk. (2014), dimana frekuensi
genotip GG tertinggi dikaitkan dengan
peningkatan kandungan asam lemak
tak jenuh. Penelitian Barton, dkk.
(2016), menyatakan bahwa pada lemak
otot dan lemak subkutan, genotip GG
memiliki kandungan asam oleat
(C18:1n-9), total MUFA, rasio MUFA
/SFA yang lebih tinggi dan indeks
atherogenic (AI) yang lebih rendah.
Sedangkan genotip AA memiliki asam
miristat (C14:0), asam palmitat (C16:0)
dan total SFA yang lebih tinggi dan
asam mirstoleat (C14:1 n-5) yang lebih
rendah. Oh, dkk. (2018) juga menam-
bahkan bahwa genotipe GG memiliki
rasio penampilan kualitas daging yang
lebih tinggi pada kelas tertinggi
daripada genotipe lainnya yang
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memiliki efek pada peningkatan ingin-
dapan lemak pada jaringan /ongissi-
mus dorsi. Meskipun dalam peneli-
tian ini tidak mencakup analisis
kualitas fisik dan kimiawi daging Sapi
Pasundan secara langsung, genotip GG
pada SNP g.17924 A>G yang dimiliki
seluruh individu Sapi Pasundan betina
menunjukkan kemiripan dengan geno-
tip sapi lain yang telah diteliti sebelum-
nya. Sapi Angus menurut Zhang, dkk.
(2008), mengungkapkan bahwa geno-
tip GG pada mutasi g.17924 A>G di
ekson 39 berasosiasi dengan pening-
katan kadar asam oleat dan total MU-
FA, serta penurunan SFA seperti asam
palmitat dan asam miristat. Hal ini
berimplikasi pada kualitas daging yang
lebih sehat, dengan nilai gizi yang lebih
baik dan potensi menurunkan risiko
penyakit kardiovaskular. Oztabak,
dkk. (2014) pada sapi Turkey, meng-
identifikasi mutasi yang sama dan
menyatakan bahwa mutasi ini ber-
potensi digunakan sebagai penanda
genetik terhadap sifat — sifat penting
kualitas daging, terutama dalam
pengaturan komposisi asam lemak.
Barton, dkk. (2016) pada sapi Fleckvieh
Bulls, melaporkan bahwa genotip GG
berasosiasi dengan kandungan asam
oleat dan total MUFA yang tinggi, serta
rasio MUFA/SFA vyang lebih baik
dibandingkan dengan genotip lainnya.
Hal ini berkontribusi terhadap pening-
katan kualitas daging melalui profil
asam lemak yang lebih sehat. Sedang-
kan pada sapi Korea (Oh, dkk. 2018),
menunjukkan bahwa pada titik mutasi
yang sama memiliki rasio pengen-
dapan lemak intramuscular atau

marbling yang lebih tinggi dan kualitas
sensorik daging yang lebih baik. Oleh
karena itu, keberadaan genotip GG
pada Sapi Pasundan dapat menjadi
indikasi bahwa Sapi Pasundan ber-
potensi memiliki kualitas daging yang
unggul, terutama dari aspek sintesis
dan komposisi asam lemak.

KESIMPULAN

Analisis gen FASN pada populasi
Sapi Pasundan betina teridentifikasi
memiliki mutasi g.17924 A>G pada
ekson 39. Ditemukan 2 mutasi baru
pada ekson 39 yakni g.17776 A>G dan
g.17782 C>G. Ditemukan mutasi pada
intron 39 g.18043 C>T dan 4 mutasi
baru yakni mutasi delesi g.17990 dan
mutasi subtitusi, g.17997 A>C, g.18030
A>G, g.18039 A>G. Serta ditemukan 2
mutasi baru pada ekson 40 yakni
mutasi subtitusi dinukleotida g.18133
A>C dan g.18234 A>C. Hasil yang
diperoleh dari PCR — RFLP mengung-
kapkan homogenitas genetik dalam
Sapi Pasundan betina dengan genotip
GG (100%). Frekuensi alel A adalah
0,00 dan frekuensi alel G 1,00. Hal ini
menunjukkan gen FASN pada Sapi
Pasundan monomorfik. Gen FASN
merupakan salah satu kandidat gen
penting yang berperan dalam menen-
tukan kualitas daging sapi, karena
fungsinya dalam proses sintesis asam
lemak. Oleh karena itu, keberadaan
mutasi pada titik g.17924 A>G pada
Sapi Pasundan betina berpotensi
menjadi penanda genetik (genetic
marker) dalam program seleksi untuk
meningkatkan mutu dan kualitas
daging sapi lokal.
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