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Abstrak

SCD1 merupakan kandidat gen yang berperan dalam mengkonversi asam lemak jenuh
menjadi tidak jenuh, dan rasio keduanya menentukan kualitas daging. Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) V293A pada gen SCD1 yang mengubah asam amino Valina menjadi
Alaninaberpengaruh terhadap komposisi asam lemak daging. Penelitian ini bertujuan
mengidentifikasi keragaman gen SCD1 berdasarkan SNP V293A, dan hubungannya dengan
kandungan asam lemak pada sapi lokal di Ciamis. Penelitian ini menggunakan 14 sampel
daging dan DNA dengan genotipe yang berbeda. Metode PCR-RFLPdengan enzim Aci
ldigunakan untuk mendeteksi SNP V293A pada exon 5. Hubungan keragaman gen SCD1
dengan komposisi asam lemak daging dianalisis dengan uji T. Hasil penelitian ini menunjukkan
gen SCD1 pada sapi lokal Ciamis polimorfik, terdapat dua alel, yaitu alel T dan C dengan tiga
genotipe, vyaitu TT, CT dan CC. SNP V293A pada gen SCD1 tidak berpengaruh terhadap
komposisi asam lemak daging sapi lokal di Ciamis Jawa Barat.
Kata kunci : asam lemak daging, PCR-RFLP, Sapi lokal Ciamis, SCD1.

Abstract

SCD1 is a candidate gene that involvein converting the saturated fatty acid to
unsaturated fatty acid, and the ratio both of themdetermined meat quality. Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) at SCD1 gene that changed amino acid valin to alanin was effectedmeat
fatty acid composition. The objective of this research was to identify genetic polymorphisms at
the exon 5 of SCD1 gene and their assosiation with meat fatty acid composition in Ciamis local
cattle. The identification of SCD1 gene polymorphismsand association of SCD1 polymorphisms
with fatty acid composition was done by using 14 meatsand DNA samples with different
genotypes. PCR_RFLP method with Acil enzim was carried out to identify SNP at exon 5. The
association ofSCD1 genotype with fatty acid was analyzed by T Test. The SCD1genein local
cattle is polymorphic, consist two allel, i e. T and C.There were three genotypes i.e. TT CT
and CC. There was no significant assosiationbetween SNP on SCD1 gene withmeat fatty acid
composition in local cattle at Ciamis West Java.
Keywords : Ciamis local cattle, meat fatty acid, PCR_RFLP, SCDL.

Pendahuluan umumnya terkait dengan kandungan asam
Peningkatan kesejahteraan dan lemak jenuh (Saturated fatty Acid/SFA) dan
kesadaran gizi masyarakat mendorong tidak jenuhnya (Unsaturated  Fatty

konsumen untuk lebih memperhatikan apakah  Acid/UFA), karena tingginya kandungan SFA
pangan yang dikonsumsi dalam kategori merupakan salah satu pemicu timbulnya
ASUH (Aman, Sehat, Utuh dan Halal). beberapa penyakit

Demikian halnya pada konsumsi daging,selain Salah satu kandidat gen vyang
aman, utuh dan halal, daging yang sehat mempengaruhi komposisi asam lemak pada
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susu, jaringan lemak dan daging adalah gen
Stearoyl-CoA desaturase/ SCD1 (Milannesi
et al. 2008;Jiang et al. 2008 Orru et al. 2011).
Ekspresi gen SCD1 mempengaruhi komposisi
asam lemak membran pospolipid trigliseride
dan cholesteryl ester dan metabolis lemak hal
ini menunjukkan, regulasi dari SCD1penting
dalam proses fisiologis (Scalgia et al. 2010).
Beberapa hasil penelitian  menunjukkan
adanya hubungan keragaman gen SCD1
dengan rasio asam lemak jenuh (SFA) dengan
asam lemak tidak jenuh (PUFA dan MUFA)
pada jaringan lemak dan daging sapi
(Taniguchi et al. 2004;0Ohsaki et al. 2009;
Barton et al 2010;0rru et al. 2011).

Materi dan Metode Penelitian
Waktu dan Lokasi Penelitian

Pengambilan sampel daging
dilakukan di TPH Kecamatan Rancah
Kabupaten Ciamis. Isolasi dan multiplikasi
DNA serta identifikasi SNP V293A pada gen
SCD1 (Stearoyl CoA Desaturase) dilakukan
di Laboratorium Genetika Molekuler Fakultas
Peternakan IPB.
Materi Penelitian

Sampel daging vyang diperoleh
sebanyak 14 sampel daging dari sapi lokal
dara umur 1,5 — 2,5 tahun, yang diberi pakan
rumput lapangan, dengan genotip Yyang
berbeda yaitu 6 ekor TT, 4 CT dan 4 CC.
Pengambilan Sampel Daging

Pengambilan sampel daging
dilakukan pada daerah striploin yaitu otot
longissimus dorsi (udamaru) diantara rusuk
ke- 12 dan 13. Daging disimpan di suhu
ruang selama 3 4 jam, selanjutnya
dimasukkan ke dalam refrigerator selama 24
jam kemudian dibekukan.  Analisis asam
lemak menggunakan bagian daging udamaru

sebanyak 50 gr.
Analisis PCR-RFLP

Amplifikasi DNA bertujuan untuk
memperbanyak gen target yang akan

dianalisis lebih lanjut dengan PCR-RFLP
(Restricted Fragment Length Polimorphism).
Primer yang digunakan untuk
mengamplifikasi DNA target sepanjang 343
bp pada exon 5 adalah F
5’TGCCCATATGTATGGATACCG3’ dan
R:3’CCCAAAGGGGTTCATCATAC 5.
Setiap pereaksi PCR dibuat volume 15 ul
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dengan komposisi, 50 ng DNA template,
thermal buffer 10x, 25mM MgCl,, 150 uM
dNTP, 0,25 uM primer F/R dan 0,5 UTaq
DNA polymerase. Mesin PCR yang
digunakan Gene Amp System 9700 Applied
Biosystem dan Mastercycler Personal 22331,
Eppendorf. Amplifikasi dimulai dengan
denaturasi awal pada suhu 95°C selama 5
menit dilakukan satu kali, dilanjutkan dengan
35 kali denaturasi pada suhu 95° selama 30
detik, annealing pada suhu 56°C selama 45
detik dan ekstensi pada suhu 72°C selama 60
detik. Selanjutnya dilakukan ekstension lagi
pada suhu 72°C selama 5 menit. Hasil
Amplifikasi dievaluasi menggunakan
elektroforesis agarose 1,5% dengan buffer
0,5x TBE yang mengandung 200 ng/mi
ethidium bromide. Selanjutnya divisualisasi
dengan UV transluminator
Keragaman gen SCD1 dianalisis

dengan PCR-RFLP, menggunakan enzim
pemotong Acil (Ssil) dengan situs
pemotongan pada GCGG/CGCC. Komposisi
pereaksinya adalah 0.7 pl DW (destilate
water), 0.8 pl buffer O dan 0.5 pl enzim Acil
Selanjutnya diinkubasi selama 16 jam pada
suhu 37°C.  Hasil pemotongan dievalusi
dengan elektroforesis Agarose 2%. Penentuan
genotipe dilakukan dengan melihat pita pada
hasil elektroforesis, genotipe homozigot (TT
dan CC) ditunjukkan dengan satu pita dengan
panjang yang berbeda (343 bp atau 264 bp),
sedangkan heterozigot (CT) dengandua pita,
masing-masing panjangnya 343 bp dan 264
bp.
Komposisi Asam Lemak

Analisis komposisi asam lemak dari
lemak intramuscular peubahnya adalah asam
lemak jenuh (Saturated Fatty Acid) dan asam
lemak tidak jenuh (MUFA dan PUFA).
Metode analisis asam lemak yang digunakan
adalah metoda Gas Kromatografi (AOAC,
1995).
Analisis Hubungan Keragaman Gen SCD1
Komposisi Asam Lemak

Hubungan keragaman gen SCD1
berdasarkan SNP V293A pada exon 5 dengan
komposisi asam lemak daging dianalisis
menggunakan Uji T. Model Matematikanya
sebagai berikut :
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t= MEZ — JE?ZI(X! — X }2 + E?‘:l(Xf - Xz}z

EZJI-FL m o+ ng—2
My Mg

Keterangan :

Xidan X, =rataan asam lemak dari genotipe 1 dan genotipe 2
n; dan n, jumlah individu genotipe 1 dan 2

o’ ragam gabungan

Hasil dan Pembahasan

500 bp

e
300bp €=
200bp €=
100 bp

M1 2 3 4 5 6 7 891011 12 13 14

Gambar 1.Hasil Amplifikasi gen SCD1 dengan panjang 343 bp, M = Marker 100bp,
1-14= individu sampel

500 bp
300 bp 321 bp(T)
200 bp 263 bp(C)
100 bp

MCcCC TT TT CT TT TT CT

Gambar 2. Pola pita dan genotipe hasil PCR- RFLP gen SCD1 dengan panjang 321 bp
dan 263 bp
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Keragaman Gen SCD1

DNA target gen SCD1 pada posisi
sebagian exon 5 dan intron 6 berhasil
diamplifikasi dengan primer forward dan
reverse yang telah didesain untuk analisis
lanjut PCR-RFLP. Produk PCR yang
diperoleh diprediksi mempunyai panjang basa
343 bp (Gambar 3).

Analisis PCR-RFLP  menggunakan
enzim Acil dengan situs pemotongan pada
GCGG/CGCC, memotong produk PCR pada
dua titik, yaitu 22 bp dan 80 bp dan pasangan
hasil potongannya adalah 321 bp dan 263 bp.
SNP ( single nucleotide polymorphism) target
pada posisi pemotongan 263 bp tepatnya pada
pengkodean asam amino V293A atau posisi
10329 T>C (NCBI no akses AY?241932.1).
Hasil pemotongan pada posisi 20 bp untuk
selanjutnya diabaikan karena bukan daerah
target, namun pasangan potongannya 321 bp
dianggap sebagai sequen yang tidak mutasi

Hasil Analisis PCR-RFLP
menunjukkan polimorfisme pada gen SCD1
(polimorfik), dengan ditemukannya 2 pola
pita pada elektrophoresis agarose hasil PCR-
RFLP dengan panjang basa yang berbeda,
yaitu 321 bp (alel T) dan 263 bp (alel C).
SNP pada daerah akhir exon 5 tersebut,
mengindikasikan adanya mutasi pada situs
tersebut, yang merupakan non synonimous
mutation, yaitu kejadian mutasi yang merubah
pengkodean asam amino oleh codon karena
adanya perubahan satu basa pada daerah
tersebut. Dua alel vyang diperoleh
menghasilkan tiga genotipe yang berbeda,
yaitu TT, CT dan CC (Gambar 2).

Hubungan  Genotipe SCD1 dengan
Komposisi Asam Lemak
Hasil analisis asam lemak

berdasarkan genotipe gen SCD1 pada sapi
lokal Ciamis disajikan pada Tabel 2.Hasil
analisis hubungan genotipe gen SCD1 dengan
komposisi asam lemak menunjukkan genotipe
yang berbeda tidak menyebabkan perbedaan
komposisi asam lemak daging sapi lokal
Ciamis (P > 0.05). Hasil penelitian ini
berbeda dengan penelitian Taniguchi et al.
(2004), Oka et al. (2007) dan Ohsaki et al.
(2009) pada sapi kebiri Japanesse Black,
yang menyatakan perubahan basa T menjadi
C pada posisi basa 10329 atau T878C yang
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mengubah pengkodean asam amino dari
valina (V) menjadi alanina (A) menyebabkan
perbedaan komposisi asam lemak.
Selanjutnya  Taniguchi et al. (2004)
menggunakan 1003 karkas sapi Japanese
Black yang diklasifikasikan ke dalam tiga
genotip VV, VA dan AA menunjukkan
terdapat perbedaan proporsi asam lemak tidak
jenuh dan titik leleh pada tiga genotipe diatas.
Persentase MUFA padagen SCD1 tipe AA
adalahtinggi, VA sedang dan VV rendah.
Terdapat perbedaan yang signifikan, titik leleh
lemak intramuskuler pada tiga genotip, tipe
VV menunjukkan titik leleh yang paling
tinggi, VA sedang dan AA rendah.

Selanjutnya penelitian Barton et al.
(2010) yang menganalisis asam lemak dari
367 daging pejantan Fleckvieh,
mengungkapkan lemak daging pejantan
dengan genotip AA dan AV  mempunyai
asam lemak jenuh yang lebih rendah (P<0.01),
MUFA yang lebih tinggi dan rasio MUFA :
SFA yang lebih tinggi dari pejantan
bergenotip VV. Penelitian Orru et al. (2011)
dengan menggunakan 103 pejantan Simental,
menunjukkan SNP padaV293A berhubungan
dengan persentase total MUFA yang lebih
tinggi, penurunan stearat sebesar 0,51%
(P<0.01) oleh satu kopialel A, dan terdapat
peningkatan  oleat  C18;1n-9  sebesar
0,93%(P<0.01), serta total indeks desaturase
juga meningkat (P<0.09).

Komposisi asam lemak pada daging
diatur oleh banyak pasangan gen. Analisis
QTL menunjukkan kromoson  yang
berpengaruh nyata terhadap komposisi asam
lemak pada daging babi berada di kromosom
4 dan gen FAT1 serta H-FABP berada di
kromosom tersebut (Houba and Te Pas et al.
2004). Gen-gen yang terlibat dalam
pembentukan asam lemak pada jaringan otot
diantaranya adalah LPL, FABPpm, FAT, dan
FATP (Gerbens et al. 2004). Gen Sterol
regulatory element-binding protein-1
(SREBP-1) dan FASNadalah gen vyang
mempengaruhi  komposisi  asam  lemak
(Hoashiet al.2007; Abe et al.
2009).Selanjutnya ~ Orruet  al (2011)
mengemukakan SNP pada gen Leptin exon 3
(Asn99Ser) berkontribusi terhadap komposisi
asam lemak daging pejantan Simental
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Tabel 1. Rataan lemak dan asam lemak daging sapi lokal Ciamis berdasarkan genotip

gen SCD1
Komponen Genotipe
(% wiw) TT CT ccC
n=6 n=4 n=4
Lemak Total 0.35+0.24 0.52 £ 0.46 0.28 £0.13
SFA 33.16 +3.44 32.57 £5.35 3542 +4.71
Palmitic acid C16 : 0 17.04 £2.30 18.1+3.54 16.66 = 1.65
Stearic Acid C18;0 13.15+£1.25 1145+£1.72 1555+291
MUFA 24.67 £4,51 27.29 +6.53 25.68 +3.25
Palmitoleic C16:1 1.67+£0.71 2.27+£0.72 1.95+0.37
Oleic Acid C18: 1n9c 22.13+£4.06 24.16 +5.38 22.91+3.01
PUFA 4,32 £2.02 3.19+£0.75 3.59+£0.78
linoleic Acid C18:2n6¢ 2.27 £0,92 1.77+0.44 2.02 +£0.59
Linolenic Acid C18:3n3 0.30£0.35 0.33+0.17 0.41+0.27
MUFA : SFA 0.74 £ 007 0.84£0.13 0.73+£0.1
PUFA : SFA 0.13+£0.07 0.1+0.04 0.1+0.02
Palmitoleat : Palmitat 0.10 £0.04 0.13+£0.02 0.12 +0.03
Oleat : Stearat 1.69 +0.28 2.11+0.51 1.50 £0.30

Keterangan : ns tidak terdapat perbedaan nyata pada parameter yang dianalisis (non signifikan)

(P>0,05).
Selain hal tersebut di atas, perbedaan
hasil penelitian ini dengan penelitian

sebelumnya disebabkan sampel daging pada
penelitian ini berasal dari sapi dara umur 1.5 —
25 tahun, vyang pembentukkan lemak
intramuskulernya masih rendah. Pada ternak
muda, timbunan lemak biasanya terlihat
pertama kali di areavisceral, kemudian ketika
asupan nutrisi memadai lemak akan ditimbun
di dekat jaringan dibawah kulit (subcutans),
diantaraotot (intermuscular) dan diantar
serabut otot (intramuscular). Timbunan
lemak intramuscular yang paling terakhir
berkembang dan terjadi pada sel lemak yang
bergabung dengan jaringan penghubung
perimycial ((Aberle et al. 2001).

Selain itu cakupan sampel daging yang
diperoleh berdasarkan genotip yang berbeda,
terlalu sedikit, yaitu masing masing hanya 6,
4 dan 4 sampel untuk genotipe TT, CT dan
CC, jika dibandingkan dengan penelitian
sebelumnya dengan hasil yang signifikan.
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Kesimpulan

Gen SCD1 pada sapi lokal Ciamis
adalah polimorfik, dengan ditemukannya SNP
V293A pada exon 5 posisi 10329T>C yang
mengubah asam amino Valina menjadi
Alanina. Gen SCD 1 pada sapi lokal Ciamis
memiliki dua alel yaitu T dan C dengan tiga
genotipe yaitu TT, CT dan CC. Keragaman
Gen SCD1 berdasarkan SNPV293A tidak
berpengaruh terhadap komposisi asam lemak
jenuh  dan tidak jenuh, maupun rasio
keduanya pada daging sapi lokal di Ciamis
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