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ABSTRACT 

       The purpose of this research was to find out the Growth Hormone (GH) gene profile of the 

cross breeding between Madura cattle and Limousin cattle (Madrasin). Sampl in the form of 
cattle blood for this research was obtained from 14 Madrasin cattles in the area of Bangkalan, 

Madura, East Java. DNA extraction was performed then to provide the result for PCR RFLP, 

which then indicated that Madrasin cattle’s GH gene profile has 432 base pair fragment length 

and the RFLP result indicated that Madrasin cattle’s GH genetic was cut off into 180 base pair, 
250 base pair, 300 base pair, and 400 base pair. Moreover, there was no V genetic to be found in 

GH genetic of Madura cattle. 
Keyword : Madura cattle, Limousin cattle, cross breeding, Growth Hormone, PCR-RFLP. 

Latar Belakang 

       Salah satu sapi potong lokal Indonesia 
yang banyak dipilih oleh masyarakat 

Indonesia untuk diternakan khususnya di 

daerah Jawa Timur adalah sapi Madura. 

Sapi Madura merupakan sapi lokal Indo-
nesia yang memiliki kemampuan berkem-

bang biak yang baik dalam lingkungan dan 

agroekosistem yang kering di Pulau Madura 
(Wijono dkk., 2004). Keunggulan genetik 

sapi Madura adalah mampu beradaptasi di 

lingkungan beriklim tropis, mampu 
beradaptasi terhadap pakan bernilai gizi 

rendah, dan tahan terhadap penyakit 

(Nurgiartiningsih, 2011). Namun dari 

beberapa keunggulan yang dimiliki, sapi 
Madura memiliki kelemahan yaitu jarak 

kelahiran anak yang panjang, rendahnya 

kinerja biologis, dan laju pertumbuhan yang 
lambat. Hal ini sering menjadi masalah bagi 

para peternak sapi Madura (Rifai dkk., 

2012). Presentase laju pertumbuhan sapi 
Madura hanya mencapai 1% per tahun, 

sedangkan persilangan sapi Madura dan 

sapi Limousin presentase laju partum-

buhanya mencapai 2,26% per tahun (Dinas 
Peternakan Kabupaten Pamekasan, 2011)  

Dalam waktu 3 – 4 tahun sapi hasil 

persilangan Madura dan Limousin atau 
yang biasa disebut Madrasin memiliki 
bobot 850 kg (Kutsiyah, 2012). 

       Salah satu faktor yang mempengaruhi 

adanya perubahan dari presentase laju 
pertumbuhan adalah Growth Hormone 

(GH). Growth Hormone sendiri dibutuhkan 

dalam pertumbuhan jaringan, metabolisme 

lemak, reproduksi, dan laju pertumbuhan 
tubuh (Beauchemin et al., 2006). Pertum-

buhan pada  sapi dikendalikan oleh sistem 

yang komplek dari somatropic axis. Gen 
yang menjalankan somatropic axis ber-

tanggung jawab terhadap pertumbuhan 

setelah kelahiran (post natal), terutama GH 
yang berperan terhadap pertumbuhan tulang 

dan otot yang dimediasi oleh IGF-1 (Sellier, 

2000).   

       Banyaknya kejadian perkawinan silang 
pada sapi, hal ini menimbulkan variasi dari 

Growth Hormone yang salah satunya telah 

dilaporkan oleh Schlee et al., (1994) yang 
menemukan adanya variasi gen pengkode 

hormon pertumbuhan pada sapi pedaging 

jenis Bavarian Simmental. Adanya variasi 
dari gen Growth Hormone pada sapi dapat 

mempengaruhi produksi sapi seperti susu 

dan pertambahan berat badan (Yao et al., 

1996; Schlee et al., 1994).  
       Variasi lokus gen hormon pertumbuhan 

berhubungan dengan terjadinya variasi 

rerata pertumbuhan. Schlee et al., (1994) 
menyatakan bahwa terjadinya variasi pada 

lokus gen hormon pertumbuhan menye-
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babkan perbedaan genotipe dari gen 
pertumbuhan yang menyebabkan perubahan 

konsentrasi sirkulasi gen hormon partum-

buhan dan IGF-1 yang terjadi pada sapi 
jenis Simmental. Variasi dari Growth Hor-

mone dapat menimbulkan pengaruh yang 

positif maupun negatif. Adanya teknologi 

biomolekuler variasi dari Growth Hormone 
dapat di deteksi secara lebih akurat 

(Cunningham, 1994; Hoj et al., 1993). 

Salah satu  teknik biomolekular yang dapat 
mengidentifikasi adanya variasi Growth 

Hormone adalah Polymerase Chain Re-

action – Restriction Fragment Lenght Poly-

morphism (PCR-RFLP) dengan mengguna-
kan enzim retriksi (Unanian et al., 1994). 

RFLP sendiri memiliki kemampuan untuk 

mendeteksi tingkat polimorfisme yang 
tinggi dan telah banyak digunakan sebagai 

alat untuk mengidentifikasi gen-gen yang 

menghasilkan sifat yang penting (Montaldo 
et al., 1998). 

       Gen GH sapi atau bovine growth hor-

mone terletak kromosom ke 19 (Tatsuda et 

al., 2008). Ditemukan adanya polimorfisme 
pada gen GH (Dario et al., 2005), salah 

satunya adalah dengan subtitusi dari 

Leucine (L) ke Valine (V) pada posisi 127 
di exon 5 pada gen GH yang mana dapat 

diketahui setelah dilakukanya PCR-RFLP 

menggunakan enzim retriksi AluI 
(Hradecka et al., 2008). Enzim retriksi AluI 

akan memunculkan asam amino Leusine 

(L) pada posisi 127 di rantai polipeptida 

dari GH, jika tidak adanya Leusine (L) pada 
rantai polipeptida maka mengindikasi 

adanya Valine (V) pada posisi yang sama 

(Lucy et al., 1993; Switonski, 2002). 
       Mengingat pentingnya kajian biologi 

molekuler dan terbatasnya tentang penge-

tahuan dari profil gen Growth Hormone 

sapi hasil persilangan Madura dan sapi 
Limousin sehingga terdapat perbedaan 

dalam laju pertumbuhan antara sapi Madura 

dan sapi hasil persilangan Madura dan 
Limousin, maka perlu dilakukan penelitian 

untuk mengetahui profil gen Growth 

Hormone sapi hasil persilangan Madura dan 
sapi Limousin dengan metode PCR-RFLP. 

Materi dan Metode 

Waktu dan Tempat penelitian 
       Penelitian ini dilaksanakan pada bulan 

Juni – Oktober 2017. Tempat pelaksanaan 

PCR-RFLP dilaksanakan pada Balai Besar 

Veteriner Denpasar, Bali. Sedangkan untuk 
pengambilan sampel darah sapi hasil 

persilangan Madura dan Limousin diambil 

di Kabupaten Bangkalan, Madura, Jawa 
Timur.  

Pengambilan Sampel 

       Sampel yang diambil berupa darah dari 
sapi hasil persilangan Madura dan Li-

mousin jenis kelamin jantan dan berumur 

kurang lebih 2 tahun. Sampel diambil 
sebanyak 14 ekor yang diambil acak di 

kabupaten Bangkalan. Pengambilan darah 

melalui vena jugularis sapi Madura hasil 
persilangan sebanyak 5 ml yang kemudian 

dimasukan ke dalam tabung EDTA. 

Ekstraksi DNA 

       DNA dari sample darah sapi hasil 
persilangan Madura dan Limousin di 

ekstraksi dengan cara memasukan 10 ml 

sample darah ke dalam ependorf tube steril 
kemudian ditambahkan dengan 180 uL 

buffer ATL dan 20 uL protease yang 

kemudian vortex sebentar dan inkubasi 

pada suhu 56oC dalam waktu 1 – 3 jam. 
Selama inkubasi tube diangkat sebentar dan 

digoyangkan. Vortex kembali selama 15 

detik kemudian dditambahkan 200 uL 
buffer AL, lalu vortex sebentar. Tambahkan 

ethanol 96 - 100% lalu vortex sebentar. 

       Semua campuran diatas dimasukan ke 
dalam tube Dneasy Mini Spin Column yang 

disangga oleh tube 2 ml, kemudian 

ditambah 500 uL larutan buffer AW 1 lalu 

centrifuge dengan kecepatan 8000 rpm 
dalam waktu 1 menit. Campuran yang 

berada dalam tube Dneasy Mini Spin 

Column dipindahkan ke tube  2 ml yang 
baru, kemudian ditambahkan 500 uL buffer 

AW 2 dan centrifuge  kembali dengan 

kecepatan 1400 rpm selama 3 menit. 
Kemudian tube 2 ml yang digunakan 

sebagai penyangga dibuang dan diganti 

oleh tube 1,5 ml yang baru. Campuran yang 

berada di dalam tube DneasyMini Spin 
Column ditambahkan 200 uL buffer AE 

kemudian diinkubasi selama 1 menit pada 

suhu ruangan. Untuk langkah terakhir 
dilakukan centrifuge dengan kecepatan 

8000 rpm dalam waktu  1 menit untuk 
mengambil DNA.  

Primer Growth Hormone  

       Primer yang digunakan untuk mengam-

plifikasi ruas gen GH berpacu pada pene-
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litian sebelumnya dari Sumantri (2010) 
tentang Pemanfaatan Famili Gen Hormon 

Pertumbuhan (GH, GHR, GHRH dan PIT-

1) untuk Mendeteksi Keragaman Genetik 
Kerbau di Kabupaten Pandeglang dan 

Lebak Provinsi Banten dan Misrianti (2011) 

tentang Growth Hormone Gene Polymorp-

hism and Its Association with Partial Cu-
mulative Milk Yields of Holstein Friesian 

Dairy Cattle yang diambil dari Balogh., et 

al (2009) 
Forward:5”AGAATCAGGCCCAGCAGA

AATC-3” 

Reverse:5”GTCGTCACTGCGCATGTTT

G-3” Yang menghasilkan produk amplikasi 
sepanjang 432 basepair (bp). 

Amplifikasi ruas gen GH dengan Metode 

PCR 

       Amplifikasi gen GH dilakukan dengan 

metode PCR dimulai dengan denaturasi 
awal pada suhu 94oC selama 2 menit, 

diikuti dengan 35 siklus berikutnya masing-

masing denaturasi 94oC selama 45 detik, 

dengan suhu annealing : 65oC x 30 detik, 
yang dilanjutkan dengan satu siklus eks-

tensi akhir pada suhu 72oC selama 5 menit 

dengan menggunakan GeneAmp PCR 
System 24000 ThermoCycler (Perkin 
Elmer). 

Deteksi situs pemotongan dengan metode 

PCR RFLP 

       Produk PCR yang diperoleh dari ma-

sing-masing gen target kemudian dianalisis 
menggunakan RFLP melalui pemotongan 

menggunakan enzim restriksi yang me-

miliki situs pemotongan pada gen GH|AluI. 
Sebanyak 4 uL DNA produk PCR ditam-

bahkan 0,5 uL, selanjutnya diinkubasi 
selama 17 jam pada suhu 37oC.  

Elektroforesis 

       DNA dilihat oleh elektroforesis hori-

zontal dengan 1,5 % gel agarosa. Gel 
agarosa dibuat untuk mencampur agarosa 

ke penyangga 1 X TAE dan mendidih di 

microwave selama 30 detik kemudian 
meninggalkanya sampai suhu 60oC dan 

menambahkan 0,12 ml / ml ethidium-

bromide sehingga DNA dapat dilihat diba-
wah sinar UV. Melakukan elektroforesis 

selama 90 menit (tergantung pada konsen-

trasi gel dan voltatio), 55 volt. DNA dapat 

dilihat di ruang gelap dengan sinar UV dan 

mengambil gambar dengan Gel Doc 2000 
menggunakan filter merah. 

Penyajian Data 
       Profil dari gen hormon pertumbuhan 

pada sapi hasil persilangan Madura dan 

Limousin  dapat diketahui setelah melaku-

kan PCR yang dilanjutkan dengan RFLP 
kemudian hasil akan disajikan secara 
deskriptif. 

Hasil dan Pembahasan 

Hasil penelitian Polymerase Chain Re-

action (PCR) 
       Sample darah sebanyak 14 ekor sapi 

hasil persilangan Madura dan Limousin 

(Madrasin) dilakukan PCR untuk mende-

teksi adanya gen Growth Hormone (GH), 
hasil dari PCR menunjukan adanya 14 band 

gen GH dengan menggunakan primer gen 

GH. Hasil positif ditunjukan dengan Gam-
bar 1.  

Hasil penelitian Polymerase Chain Re-

action – Restriction Fragment Lenght 

Polymorphism (PCR RFLP) 

       Setelah terdeteksi adanya gen GH pada 

sapi hasil persilangan Madura dan Li-
mousin (Madrasin) menggunakan metode 

PCR, selanjutnya dilakukan RFLP atau 

pemotongan DNA gen GH dengan meng-
gunakan enzim retriksi AluI (5’-AG | CT – 

3’).  Hasil dari RFLP adalah 14 sample gen 

GH terbagi menjadi 4 band, yaitu 180 bp, 
250 bp, 300 bp, dan 400 bp. Metode RFLP 

ini memotong gen GH sapi Madrasin 

dengan enzim retriksi AluI . Tujuan pemo-

tongan ini adalah untuk mengetahui profil 
dan perbedaan gen GH sapi Madrasin. 

Dilihat dari Gambar 2. gen GH terbagi 

dalam 2 genotipe yaitu LL (180 bp, 250 bp, 
dan 400 bp) dan LV (180 bp, 250 bp, 300 

bp dan 400 bp). Untuk lajur 4 diduga 

mengalami mutasi karna ditemukan gen GH 

pada dengan panjang 300 bp, hal ini dapat 
disebabkan karna susunan kimia gen atau 

kromosom gen GH sapi Madrasin lajur 4.  

       Enzim retriksi dapat mengenali gen GH 
pada tempat pemotongan, hal ini dise-

babkan sekuen DNA pada tempat pemo-

tongan tidak mengalami mutasi. Sehingga 
kodon triplet yang terbentuk adalah CTG 

yang menyandi alel Leusin (L) (Woychick 

et al., 1982). Alel L sendiri ditunjukan 
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dengan panjang fragmen  180 bp, 250 bp, 
dan 400 bp. 

       Keanekaragaman pada gen GH sapi 

Madrasin ditunjukan dengan adanya alel V 
yang dihasilkan karna adanya mutasi atau 

perubahan basa yang menyebabkan terja-

dinya perubahan asam amino serine (C) 

menjadi glycine (G). Akibat perubahan ini 
terbentuk kodon triplet GTG yang menyan-

di asam amino valine (V) (Zhang et al., 

1992). Alel V sendiri ditunjukan dengan 
panjang fragmen 180 bp, 250 bp, 300 bp 

dan 400 bp.  Menurut penelitian Lesmana 

(2017) tentang receptor Growth Hormone 

yang diretriksi menggunakan enzim AluI 
didapatkan situs pemotongan yang juga 

disebabkan karna adanya perubahan asam 

amino serine (C) menjadi glycine (G) yang 
di deteksi pada fragment sepanjang 81 bp 

dikenal sebagai alel G. 

       Pada hasil RFLP dari Growth Hormone 
sapi hasil persilangan Madura dan Limou-

sin didapatkan band  yang memiliki tebal 

tipis yang berbeda-beda. Hal ini dapat 

disebabkan karna berbagai hal sesuai 
dengan pernyataan Todd (2012), salah 

satunya adalah waktu annealing yang 

terlalu singkat, sehingga primer tidak me-
miliki cukup waktu untuk mengikat 

template. Waktu yang disarankan adalah 1-

2 menit dan temperatur saat annealing terlal 
tinggi sehingga primer tidak dapat mengikat 

template. Suhu yang disarankan adalah 
55oC – 60o 

Frekuensi Genotipe dan Alel gen GH 

       Hasil perhitungan alel seperti yang 

dijelaskan pada Tabel 1. menunjukan po-
pulasi sapi hasil persilangan Madura dan 

Limousin bersifat polimorfik atau memiliki 

keragaman alel. Ditunjukan dengan fre-
kuensi alel L sapi Madrasin 0,96. Menurut 

Harris (1994), jika frekuensi alel yang 
umum tidak lebih dari 0,99 maka populasi 

sapi yang diteliti bersifat polimorfik. Hal ini 

berbeda dengan penelitian Volkandari 
(2013) tentang Frekuensi alel sapi Madura 

yang menunjukan 1,00 yang berarti 

populasi sapi yang diteliti bersifat mono-

morfik.  
       Hasil analisis gen GH sapi hasil per-

silangan Madura dan Limousin ditemukan 

frekuensi alel V sebesar 0,075, sedangkan 
pada hasil penelitian Volkandari., dkk 

(2013) frekuensi alel V pada sapi Madura 

menunjukan 0,00 atau tidak ditemukan 

adanya alel V. Hal ini sesuai dengan 
penelitian Rachman (2011), yang mene-

mukan genotipe semen beku sapi Limousin 

yang digunakan dalam IB di kecamatan 
Larangan, Kabupaten Pamekasan. Secara 

berturut-turut alel L dan V yang terdeteksi 

memiliki frekuensi 0,67 dan 0,33 dan 0,82 
dan 0,18. Hal ini membuktikan bahwa sapi 

Limousin memiliki alel V yang tidak di-
miliki oleh sapi Madura. 

Kesimpulan 

       Hasil Polymerase Chain Reaction 

(PCR) dari gen Growth Hormone (GH) sapi 
hasil pesilangan Madura dan Limousin 

(Madrasin) mendapatkan panjang fragmen 

432 bp. Berdasarkan hasil Polymerase 
Chain Reaction – Restriction Fragment 

Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) yang 

memotong fragmen gen GH sapi hasil 

persilangan Madura dan Limousin  menjadi 
genotipe LL (180 bp, 250 bp, dan 400 bp) 

dan genotipe LV (180 bp, 250 bp, 300 bp 

dan 400 bp). Hasil dari PCR RFLP sapi 
hasil pesilangan Madura dan Limousin 

(Madrasin) memiliki alel V yang dimiliki 

juga oleh sapi Limousin, sedangkan tidak 
dimiliki oleh sapi Madura. 

 

Tabel 1. Frekuensi genotip dan alel gen GH pada sapi Madrasin. Keterangan LL, LV dan  

       VV = genotip homozigot L dan V = Alel 

Bangsa (breed) N Frekuensi genotip (genotype 

frequency) 

Frekuensi alel (allele 

frequency) 

 LL LV VV L V 

Madrasin 14 0,928 0,017 0,000 0,96 0,075 
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Gambar 1. Hasil elektroforesis PCR dengan primer gen GH sapi Madrasin. Lajur M :   
Marker, Lajur 1-14 merupakan hasil elektroforesis gen GH sapi madrasi dengan 
panjang 432 bp. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Hasil elektroforesis dari PCR-RFLP menggunakan enzim retriksi AluI gen GH sapi 

Madrasin. Lajur M : Marker, Lajur 1-3 dan 5-14 genotip LL (180 bp, 250 bp, dan 
400 bp), Lajur 4 genotip LV (180 bp, 250 bp, 300 bp dan 400 bp).  
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