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Abstrak

Crossbreeding antara ternak lokal dengan eksotik merupakan salah satu strategi peningkatan
produktivitas ternak. Metode ini akan mengubah frekuensi alel-alel gen yang bertanggung jawab pada
sifat seperti pertumbuhan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui perubahan frekuensi alel gen
Growth Hormone (GH) dan hubungannya dengan ukuran tubuh populasi kambing keturunan Boer.
Sebanyak 44 ekor kambing terdiri dari kambing Boer, dan keturunannya dengan Jawa Randu bernama
Boerja F1, F2 dan F3 digunakan sebagai sumber DNA. Tipe alel ditentukan dengan metode Polymerase
Chain Reaction-Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) menggunakan enzim Haelll.
Ukuran tubuh diukur pada lingkar dada (LD), panjang badan (PB), dan tinggi gumba (TG). Dua tipe
alel gen GH yaitu A dan B, dengan variasi genotipe AA dan AB teramati pada penelitian ini. Frekuensi
alel A pada populasi kambing Boerja F1, F2, dan F3 adalah 0,50; 0,57; dan 0,59, sedangkan alel B
adalah 0,50; 0,43; and 0,41, berturut-turut. Nilai heterozigositas populasi Boerja F1 ke F3 teramati
mengalami penurunan, dan ukuran tubuh LD antar populasi menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05).
Berdasarkan penelitian ini, disimpulkan bahwa perubahan frekuensi alel gen GH berhubungan dengan
ukuran tubuh keturunan kambing Boer.

Kata kunci: perubahan frekuensi alel, gen GH, ukuran tubuh, keturunan kambing Boer

Allele Frequency Changes of Growth Hormone Gene in Boer Goat Crossbreed
Population and Its Association to Body Measurements

Abstract

Crossbreeding between local and exotic breeds is known as one strategy to improve animal
productivity. Crossing would change allele frequency of gene(s) in a population that isresponsible to
phenotype such as growth. This study aims to identify allele frequency changes of Growth Hormone
(GH) gene and its association to body measurements in a Boer goat crossbreed population. A total of
44 DNA samples were collected from Boer and its crosses (Boer x Jawa Randu) namely Boerja F1, F2,
and F3. To determine GH alleles type, polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR - RFLP) using Haelll enzyme was employed. The body measurements were taken
in the form of heart girth (HG), body length (BL) and withers height (WH). This study discovered two
alleles, A and B, as well as two genotypes, AA and AB. The frequencies of A allele in Boerja F1, F2 and
F3 were 0.50, 0.57, and 0.59respectively, while the frequencies of B allele were 0.50, 0.43, and 0.41,
respectively. Theheterozygosity value was observed to be lower in the respective breeds, and the size of
HG differs (p<0.05) between breeds. According to the study, the change in GH gene allele frequency
is associated to the body size of resulting Boer crossbreed.

Keywords: allele frequency change, GH gene, body measurement, Boer goat crossbreed
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Pendahuluan

Program  peningkatan  produktivitas
kambing lokal di Indonesia saat ini salah
satunya ditempuh dengan metode
crossbreeding atau persilangan. Metode ini
diarahkan untuk mendapatkan keturunan yang
mewarisi sifat unggul dari kedua tetuanya.
Secara teori, persilangan memiliki beberapa
keunggulan yaitu meningkatkan proporsi gen
heterozigot, —menurunkan  proporsi  gen
homozigot, serta memanfaatkan “breed
complementary” melalui kombinasi gen-gen
unggul dari kedua bangsa ternak yang
disilangkan. Persilangan juga dilakukan untuk
mendapatkan efek heterosis yaitu performa
ternak yang lebih unggul dibandingkan dengan
rerata performa kedua tetuanya (Khanal ef al.,
2019; Widyas et al., 2019). Hal-hal tersebut
dapat dijelaskan sebagai akibat berubahnya
frekuensi alel gen-gen tertentu, sehingga
mengubah tampilan produktivitas ternak. Pada
prinsipnya, mekanisme efek heterosis diduga
terkait dengan pengaruh dominance, over
dominance, dan epistasis serta interaksi antar
alel yang kompleks (Kaeppler, 2012;
Melchinger et al., 2007).

Salah satu program persilangan ternak
kambing yang sedang populer di Indonesia
adalah persilangan antara kambing Boer jantan
dengan kambing Jawarandu betina yang
menghasilkan kambing Boerja (Nugroho et al.,
2018). Kambing Boer merupakan bangsa
kambingeksotik yang berasal dari Afrika
Selatan (Casey and Van Niekerk, 1988), dan
hidup pada lingkungan sub tropis kering
(Solaiman, 2010). Kambing ini merupakan tipe
pedaging dengan karakterisitk pertumbuhan
yang cepat dengan pertambahan bobot badan
harian yang tinggi (Casey and Van Niekerk,
1988; Solaiman, 2010). Berdasarkan
keunggulan-keunggulan tersebut, kambing
Boer sering dipilih untuk membentuk bangsa
kambing baru tipe pedaging dengan -cara
menyilangkannya dengan kambing lokal
(Malan, 2000; Shrestha and Fahmy, 2007).
Disisi lain, kambing Jawarandu merupakan
kambing lokal Indonesia, yang dikenal dengan
nama kambing Bligon. Kambing ini merupakan
keturunan kambing Peranakan Ettawa dan
kambing Kacang (Parjono et al, 2014) yang
memiliki sifat prolifik (Wodzicka-
Tomaszewska et al., 1993).

Gen Growth Hormone (GH) adalah gen
utama yang mengontrol pertumbuhan ternak.
Gen ini bertanggung jawab pada sintesis

hormon somatotropin dan disekresikan oleh
kelenjar hipofisa anterior (Ayuk and Sheppard,
2006; Etherton and Bauman, 1998). Hormon ini
berfungsi untuk mengatur pertumbuhan,
perkembangan, dan  beragam  aktivitas
metabolisme seperti pertumbuhan jaringan dan
metabolisme lemak untuk reproduksi, laktasi,
dan pertumbuhan tubuh yang normal (Etherton
and Bauman, 1998; Peel and Bauman, 1987,
Van der Walt, 1994). Khusus pada kambing,
gen GH terletak pada kromosom 19 dengan
urutan basa nukleotida sepanjang 2544 bp
(Kioka et al., 1989) serta terdiri dari 5 ekson
dan 4 intron (Dettori et al.,, 2013). Dijelaskan
lebih lanjut bahwa gen GH memiliki variasi
genotip yang sangat tinggi pada ekson 3, 4, dan
5, sedangkan pada ekson 1 dan 2 pola
genotipnya  lebih  seragam.  Penelitian
sebelumnya melaporkan bahwa variasi alel gen
GH berpengaruh terhadap sifat ukuran tubuh
(Hua et al., 2009), dan alel A merupakan alel
pembawa sifat pertumbuhan yang superior
dibandingkan dengan alel B (An et al., 2011).
Secara  spesifik, penelitian tentang
perubahan frekuensi alel gen GH pada populasi
kambing keturunan atau hasil persilangan
kambing Boer dengan kambing Jawa Randu
belum ditemukan. Berdasarkan hal tersebut,
maka penelitian ini  bertujuan  untuk
menganalisis perubahan frekuensi atau variasi
alel gen GH pada masing-masing populasi
bangsa kambing keturunan Boer dengan
kambing Jawa Randu, yang kemudian
dihubungkan dengan tampilan ukuran tubuh.
Hasil penelitian ini selanjutnya dapat
digunakan sebagai dasar evaluasi keberhasilan
persilangan antara kambing Boer dan Jawa
Randu, dengan melihat komposisi alel gen GH
yang optimal untuk mendapatkan tampilan
pertumbuhan kambing yang terbaik.

Materi dan Metode
Sampel DNA

Sumber DNA pada penelitian ini diambil
dari darah kelompok kambing Boer dan
keturunannya dengan kambing Jawa Randu
yaitu Boerja F1, F2 dan F3. Keturunan kambing
Boer tersebut didapatkan melalui proses
persilangan secara backcross yang telah
dilaporkan pada penelitian sebelumnya
(Prastowo et al., 2019). Sebanyak 3 ml darah
dikoleksi dari vema jugularis, kemudian
ditampung pada sample tubes  yang
mengandung antikoagulan
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Ethylenediaminetetraacetic ~ Acid (EDTA).
Sampel selanjutnya disimpan pada suhu 5°C
sampai proses ekstraksi DNA dilakukan.

Ekstraksi DNA dan Gen GH Genotyping

Ekstraksi DNA pada penelitian ini
menggunakan sediaan bahan bernama Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison USA). Seluruh proses ekstraksi DNA
dilakukan sesuai dengan petunjuk pabrik tanpa
adanya penyesuaian. Hasil DNA pada setiap
sampel selanjutnya disimpan pada suhu -20°C
untuk reaksi PCR.

Fragmen gen GH  diamplifikasi
menggunakan pasangan primer forward 5’-
CTCTGCCTGCCCTGGACT-3’, serta primer
reverse: 5’-GGAGAAGCAGAAGGCAACC -
3’ (Hua et al., 2009). Pasangan primer tersebut
mampu mengamplifikasikan fragment gen GH
pada ekson 2 dan 3 sebesar 422 bp, pada lokus
A781G dengan accession number EU048226.
Komposisi reaksi PCR yang digunakan dalam
penelitian ini adalah 1 pl sampel DNA, 10 pl
GoTaq (Promega), 7 ul ddH»O, serta primer
forward dan reverse masing-masing sebanyak 1
pul.  Suhu annealing yang digunakan untuk
pasangan primer tersebut adalah 60°C selama
30 detik dan reaksi dilakukan sebanyak 35
siklus pada mesin thermocycler
(SelectCycler™ 1II Thermal Cycler). Setiap
reaksi PCR yang dilakukan selalu disertai
dengan kontrol negatif yaitu reaksi PCR yang
menggunakan ddH>O sebagai pengganti sampel
DNA. Hal ini bertujuan untuk memastikan
tidak terjadi kontaminasi pada reaksi PCR.
Hasil amplifikasi (produk PCR) tersebut
kemudian divisualisasikan pada agarose gel
2% dengan penambahan ethidium bromide.

Variasi alel gen GH selanjutnya ditentukan
dengan metode Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) menggunakan enzim
restriksi Haelll (Thermoscientific) (Hua et al.,
2009) yang memotong urutan DNA pada situs
5’-GG|CC  -3° dengan target SNP
13645516168. Variasi alel gen GH dalam
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penelitian ini selanjutnya akan disebut sebagai
gen GH|Haelll. Prosedur RFLP dilakukan
dengan  menginkubasi atau = mendigesti
sebanyak 5 pl produk PCR dengan 5 unit enzim
restriksi pada suhu 37°C selama 45 menit. Hasil
digesti kemudian divisualisasikan pada agarose
gel 4% dan variasi alel ditentukan dengan
melihat ukuran pita DNA yang terbentuk. Alel
A ditandai dengan pita DNA berukuran 366 bp,
sedangkan alel B memiliki ukuran 422 bp.

DNA Sequencing

Fragmen DNA yang telah diamplifikasi
selanjutnya  dianalisis dengan  metode
sequencing, untuk memastikan bahwa hasil
amplifikasi tersebut merupakan gen GH (Gen
ID: EU04822.1) yang ditargetkan. Hasil
sequencing tersebut kemudian dibandingkan
dengan sequence yang terdapat pada database
(NCBI) menggunakan perangkat lunak
BLASTN. Selain itu, hasil sequencing juga
digunakan untuk menganalisis titik mutasi basa
DNA pada analisis chromatogram. Proses
sequencing pada penelitian ini menggunakan
metode Sanger, yang dilakukan di 1% BASE
DNA Sequencing Services Singapore.

Ukuran Tubuh

Ukuran tubuh kambing yang diambil pada
penelitian ini adalah LD, PB, dan TG pada
kambing betina yang berumur 1 tahun, dengan
bantuan pita ukur pada posisi kambing berdiri
tegak dan keempat kaki kambing membentuk
empat persegi panjang seperti dapat dilihat pada
Gambar 1. Pengukuran LD dilakukan dengan
melingkarkan pita ukur pada dada di belakang
siku, sedangkan untuk PB dilakukan dengan
membentangkan pita ukur dari ujung sendi
bahu tubersitas humeri sampai tulang duduk
tuber ischii. Pengukuran TG dilakukan dengan
bantuan tongkat ukur, yang mengukur dari titik
gumba pada bagian tulang rusuk ketiga dan
keempat sampai ketanah. Seluruh ukuran tubuh
menggunakan satuan sentimeter (cm).
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Gambar 1. Pengukuran ukuran tubuh kambing
LD = Lingkar Dada, PB = Panjang Badan, dan TG = Tinggi Gumba

Perhitungan Frekuensi Alel, Frekuensi
Genotip, dan Nilai Heterozigositas

Frekuensi alel dihitung dengan menggunakan
rumus berikut ini:

_ 2m + Xy
TN
Keterangan :
xi = Frekuensi Alel ke-i
ni; = Jumlah individu bergenotip ii
n; = Jumlah sampel yang bergenotip ij
N = Jumlah individu sampel

Frekuensi genotip dihitung dengan

menggunakan rumus:

X = Dii X 100%
1] N

Keterangan:
xii = Frekuensi genotip homozigot (ii)
xij = Frekuensi genotip heterozigot (ij)
n; = Jumlah individu bergenotipe ii
n; = Jumlah individu bergenotipe ij
N = Jumlah individu sampel

Nilai heterozigositas pada penelitian ini
dihitung dengan mengunakan rumus berikut

mi:
n
He=1— Z(Pi)z
i=1

Keterangan:

He = heterozigositas
n = jumlah alel

i = alel

Pi = frekuensi alel i

Hubungan Ukuran Tubuh dan Frekuensi
Alel

Ukuran tubuh kambing dibandingkan
antar populasi kambing keturunan Boer dengan
menggunakan General Linear Model pada
a=0,05. Analisis statistik pada penelitian ini
menggunakan bantuan software R (R Core
Team, 2019). Selanjutnya, hasil perhitungan
frekuensi alel dan pola peningkatannya pada
setiap bangsa kambing dibandingkan secara
deskriptif dengan ukuran tubuh kambing yang
diamati.

Hasil dan Pembahasan
Variasi Alel dan Genotipe Gen GH | Haelll
Amplifikasi fragmen gen GH pada
penelitian ini menghasilkan produk PCR
dengan ukuran 422 bp (Gambar 2) yang
merupakan bagian dari ekson 2 dan 3 gen GH
pada ternak kambing (Hua et al, 2009).
Sequencing DNA selanjutnya dilakukan pada
produk hasil amplifikasi untuk mengonfirmasi
hal tersebut, dan dari hasil analisisnya diperoleh
tingkat kemiripan dengan bagian gen GH
Capra hircus (Tabel 1).
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Gambar 2. Visualisasi hasil PCR pada agarose gel 2%
M = Marker (100 bp), 1-5 = hasil PCR dengan sampel DNA berbeda, K- = kontrol negatif

Tabel 1. Konfirmasi hasil sequencing dengan GenBank database

Nomor ngl.{at Deskripsi Accession Number®
Sampel Kemiripan
01 98,10% Capra hircus Growth Hormone (GH) gene, EU04822.1
exons 2 through 4 and patrial cds
02 98,93% Capra hircus Growth Hormone (GH) gene, EU04822.1

exons 2 through 4 and patrial cds

5 . .
sumber: www.ncbi.nlm.nih.gov

500 bp
300 bp

200 bp 366 bp 366 bp

100 bp

Gambar 3. Genotip gen GH Kambing.
M = Marker (100 bp), AA = Genotip AA, AB = Genotipe AB

Penentuan tipe alel selanjutnya dilakukan
dengan mendigesti produk PCR menggunakan
enzim Haelll. Berdasarkan hasil digesti
diperoleh 2 tipe alel gen GH yaitu alel A dan
alel B. Alel A berukuran 422 bp (tidak
terpotong oleh enzim restriksi), sedangkan alel
B berukuran 366 bp dan 56 bp (terpotong pada
titik restriksi enzim). Pada penelitian ini
ditemukan genotip AA dan AB (Gambar 3),
sedangkan untuk genotipe BB tidak ditemukan.
Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian
sebelumnya (Hua et al, 2009) yang tidak
menemukan genotipe BB pada populasi sampel
kambing Boer yang digunakan.

Konfirmasi variasi genotip gen GH juga
dilakukan dengan analisis chromatogram pada
urutan basa DNA hasil sequencing (Gambar 3).
Berdasarkan analisis, pemotongan enzim
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Haelll terjadi pada situs restriksi GG|CC atau
CC1GQG, pada bagian tersebut terdapat mutasi
basa nukleotida dari A ke G yang terletak pada
ekson 2. Urutan basa DNA yang memiliki
sequence AGCC tidak terpotong oleh enzim
restriksi, sedangkan sequence GGCC dapat
terpotong. Sampel dengan genotip AA, pada
analisis chromatogram, memiliki satu puncak
(peak) garis warna hitam yang menandakan
adanya basa nukleotida G (Gambar 4),
sedangkan genotip AB memiliki 2 peak
berwarna hitam dan hijau (basa nukleotida A).
Perubahan basa nukleotida A menjadi G
tersebut merupakan mutasi substitusi transisi
yang menyebabkan terjadinya mutasi missense
yang merubah asam amino ke-35 yaitu serin
menjadi glisin (Hua et al., 2009).
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Genotip AA

Genotip AB

Gambar 4. Chromatogram variasi genotip AA dan AB gen GH.
Garis merah = situs restriksi enzim Haelll

Frekuensi Alel Gen GH|Haelll dan Ukuran
Tubuh pada Populasi Kambing Keturunan
Boer

Pada penelitian ini frekuensi alel A pada
kambing Boerja F1, F2, dan F3 mengalami
kenaikan, dan sebaliknya alel B mengalami
penurunan. Hal demikian juga terjadi pada nilai
heterozigositas (Tabel 2) yang juga menurun.
Penelitian sebelumnya (Prastowo et al., 2021),
yang melakukan  simulasi  perhitungan
frekuensi alel yang mengontrol bobot badan,
melaporkan bahwa pada kambing Boerja F1, F2
dan F3 diperoleh frekuensi alel B (representasi
bobot badan tinggi) lebih besar dibanding alel b
(representasi bobot badan rendah). Hal
demikian sesuai dengan hasil penelitian ini,
yang memperoleh frekuensi alel A gen
GH|Haelll meningkat pada populasi kambing
Boerja F1 ke F2 dan F3. Peningkatan frekuensi
alel A tersebut, selanjutnya diiringi dengan
adanya pola atau kecenderungan meningkatnya
ukuran tubuh kambing baik pada ukuran LD,
PB dan TG (Tabel 2). Konformasi tubuh
merupakan salah salah satu parameter yang
dibutuhkan sebagai alat bantu pada seleksi,

karena lingkar dada selalu memiliki korelasi
yang erat dengan bobot badan. Pada penelitian
ini, hanya ukuran tubuh LD saja yang
menunjukkan perbedaan nyata (p<0,05) antara
populasi kambing keturunan Boer. Meskipun
demikian, ukuran LD sudah dapat menjadi
cerminan dari bobot badan masing-masing
keturunan kambing Boer pada penelitian ini.

Alel A pada gen GH dilaporkan
merupakan alel pembawa sifat pertumbuhan
yang superior atau unggul (An et al, 2011).
Kenaikan frekuensi alel A, pada kambing
Boerja F1, F2, dan F3, terkonfirmasi
meningkatkan ukuran tubuh pada populasi
kambing tersebut. Hal ini berarti dengan
penambahan proporsi bangsa kambing Boer
pada setiap populasi hasil persilangan, akan
meningkatkan  frekuensi alel A  yang
selanjutnya meningkatkan rerata ukuran tubuh
kambing menjadi lebih besar. Ternak kambing
yang membawa alel A gen GH baik secara
homozigot maupun heterozigot, akan memiliki
tampilan ukuran tubuh yang cenderung lebih
besar dibanding ternak kambing yang
membawa alel B.

Tabel 2. Frekuensi genotipe, alel, dan heterozigositas gen GH

Frekuensi Frekuensi
Bangsa N Alel Genotipe He Ukuran tubuh (cm)
A B AA AB LD TG PB
Boer 20 0,55 0,45 0,10 0,90 0,49 85,55+6,08* 67,00+2,87 69,70+5,13

BoerjaF1 6 0,50 0,50 0,00 1,00
BoerjaF2 7 0,57 043 0,14 0,86
BoerjaF3 11 0,59 041 0,18 0,82

0,50 77,33+4,32°  66,83+2,99 66,83+4,26
0,49 79,4245,53"  67,00£2,38  67,00+4,24
0,48 81,36£6,79" 66,91+2,98 67,55+5,13

He = heterozigositas, » " superscript berbeda pada kolom yang sama menunjukan beda nyata (p<0,05)
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Pada penelitian ini, nilai heterozigositas
(He) tertinggi diperoleh pada hasil persilangan
antara kambing Boer dengan Jawarandu, yang
disebut Boerja F1 (Tabel 2). Hal ini terjadi
karena kedua tetuanya, Boer dan Jawarandu,
berasal dari dua bangsa yang berbeda.
Persilangan antara dua bangsa yang berbeda
dapat diartikan memiliki jarak genetik yang
berbeda jauh sehingga menghasilkan nilai He
yang tinggi (Bourdon, 2014). Berdasarkan hal
tersebut, maka penelitian ini membuktikan
bahwa salah satu fungsi persilangan adalah
untuk meningkatkan proporsi gen heterozigot
dan menurunkan proporsi gen homozigot
(Weaber, 2010). Adanya peningkatan nilai He
selanjutnya berpengaruh pada nilai heterosis
atau hybrid vigor yang dapat diukur dari
peningkatan rata-rata performa anakan hasil
persilangan dibandingkan dengan rata-rata
kedua tetuanya. Hal ini dibuktikan pada
penelitian sebelumnya (Prastowo et al., 2021)
yang melaporkan bahwa bobot badan kambing
Boerja F1 lebih tinggi dibandingkan kambing
Jawarandu sebagai tetuanya.

Berdasarkan hasil penelitian, dilihat dari
ukuran tubuh, crossbreeding antara kambing
Boer dengan kambing Jawarandu berhasil
meningkatkan tampilan atau fenotip. Hal ini
dapat dijelaskan karena metode crossbreeding
dapat memunculkan keunggulan ternak dengan
cara meningkatkan proporsi gen yang
heterozigot dan menurunkan proporsi gen yang
homozigot. Cara ini juga dapat disebut sebagai
metode pemanfaatan “breed complementary”,
yaitu dengan memunculkan kombinasi gen-gen
unggul kedua breed yang disilangkan dan
menutup kelemahan dari gen-gen yang tidak
atau kurang baik (Weaber, 2015). Interaksi
antara gen dan alel inilah yang menjadi sumber
perbedaan tampilan antara populasi tetua
dengan keturunan yang dihasilkan.

Kesimpulan

Peningkatan frekuensi alel A pada
kambing Boerja F1, F2, dan F3 berhubungan
dengan meningkatnya tampilan produktivitas
ternak yang ditandai dengan ukuran tubuh yang
semakin besar. Selanjutnya, variasi alel gen GH
dapat digunakan sebagai penanda molekuler
untuk keberhasilan program crossbreeding
antara kambing Boer dengan kambing lokal di
Indonesia.
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