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ABSTRACT

SUMANTRI, C., R. DIYONO, A. FARAJALLAH, A. ANGGRAENI and E. ANDREAS. 2010. Aplication of growth hormone genes familly
(GH, GHR, GHRH and Pit-1) for detecting genetic variation of buffaloes in Pandeglang and Lebak districts in Banten Province.
JITV 15(4): 286-296.

Selection using genetic markers are commonly performed to improve livestock productivity in the livestock industry. The
objectives of this study were to identify growth hormone genes family (GH|Mspl, GH|Alul, GHR|Alul, GHRH|Haelll and Pit-
1|HinfI) polymorphisms of Banten buffalo population consisted of Pandeglang and Lebak subpopulations. A total number of 209
blood samples were collected from 15 districts. Genomic DNAs were extracted by a standard phenol-chloroform protocol and
amplified by a polymerase chain reaction (PCR) techniques, then PCR products of GH, GHR, GHRH and Pit-1 Genes were
digested with Mspl, Alul, Haelll and Hinfl enzyme restriction. Fragments of GH|MspI, GH|Alul, GHR|Alul, GHRH|HaeIlI and
Pit-1|Hinfl were detected by EtBr method. The results showed that GH|Mspl and GHRH|HaeIll loci were polymorphic,
GHJAlul, GHR|AIul and Pit-1|HinfI, loci were monomorphic. GH allele (-) at locus GH|MspI was only found in Cisata (0.03)
and Menes (0.11). Allele B at locus GHRH|Haelll only found in Cibadak (0.42), Cisata (0.30) and Menes (0.11). In the total
population of Banten locus GH|Mspl have low diversity (He = 0.02) and polymorphic information content (Pic = 0.02), whereas
GHRH|HaellI locus has a higher diversity (He = 0.23) and Pic (0.22).
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ABSTRAK

SUMANTRI, C., R. DIYONO, A. FARAJALLAH, A. ANGGRAENI dan E. ANDREAS. 2010. Pemanfaatan famili gen hormon pertumbuhan
(GH, GHR, GHRH dan PIT-1) untuk mendeteksi keragaman genetik kerbau di Kabupaten Pandeglang dan Lebak Provinsi
Banten. JITV 15(4): 286-296.

Seleksi dengan menggunakan marker genetik sudah umum dilakukan untuk meningkatkan produktivitas ternak di industri
peternakan. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi keragaman gen GH, GHR, GHRH dan Pit-1 pada lokus (GH|MspI,
GHJ|Alul, GHR|Alul, GHRH|Haelll dan Pit-1|Hinfl) pada populasi kerbau Banten (Pandeglang dan Lebak) dengan metode
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphisms (PCR-RFLP) Sebanyak 209 sampel darah dikoleksi dari
15 kecamatan. Genom DNA diekstrak menggunakan phenol-chloroform protocol dan diamplifikasi dengan teknik polymerase
chain reaction (PCR), kemudian PCR produk dipotong dengan enzim restriksi. Potongan fragmen dari gen GH|MspI, GH|Alul,
GHR|Alul, GHRH|HaeIll dan Pit-1|Hinfl dideteksi dengan metoda EtBr. Analisis polimorfisme meliputi frekuensi alel dan
genotipe, heterosigositas pengamatan (H,), heterosigositas harapan (H,) dan keseimbangan Hardy-Weinberg. Lokus GH|Mspl
dan GHRH|HaellI bersifat polimorfik, sedangkan lokus GH|Alul, GHRJAIul dan Pit-1|Hinfl bersifat monomorfik. Alel GH(-)
pada lokus GH|MspI hanya ditemukan di kecamatan Cibarani (0,03) dan Kecamatan Menes (0,11). Alel B pada lokus
GHRH|Haelll hanya ditemukan di kecamatan Cibadak (0,42), Cibarani (0,30) dan Menes (0,11) Pada populasi total Banten
lokus GH|Mspl mempunyai keragaman yang rendah (H, = 0,02) dan polymorphic information content (Pic = 0,02), sedangkan
lokus GHRH|Haelll mempunyai keragaman lebih tinggi (H, = 0,23) dan Pic (0,22)

Kata Kunci: Keragaman, Gen Hormon Pertumbuhan, Kerbau

PENDAHULUAN mutu genetik dan pengembangan kerbau lokal.

Kandidat gen yang dapat digunakan yaitu gen yang

Informasi keragaman gen sebagai MAS (marker tergabung dalam grup hormon  pertumbuhan
assisted selection) yang berkaitan dengan sejumlah sifat ~ diantaranya gen growth hormone (GH), growth
ekonomis penting, sangat dibutuhkan untuk perbaikan hormone releasing hormone (GHRH), dan pituitary
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transcription factor (Pit-1). Menurut COHEN et al.
(1997), gen Pit-1 yang juga dikenal dengan nama
growth hormone factor 1 (GHF1) merupakan faktor
transkripsi spesifik pituitari yang berperan untuk
perkembangan pituitari dan ekspresi hormon pada
mamalia. Hormon pertumbuhan (GH), reseptor hormon
pertumbuhan (GHR) serta Insulin-like growth factorl
(IGF-I) merupakan faktor kritis untuk regulasi
pertumbuhan dan perkembangan tubuh dan reproduksi
ternak (HINES et al., 1998). LECHNIAK et al. (1999)
melaporkan genotipe LL pada GH|Alul mempunyai
kecenderungan menghasilkan volume ejakulasi yang
rendah bila dibandingkan dengan genotipe VV pada
GH|Alul. GRoCHOWSKA et al. (2001) mendapatkan
genotipe bGH LV memproduksi susu dan persentase
protein lebih tinggi dibandingkan dengan genotipe LL
dan VV, tetapi genotip VV mempunyai kadar lemak
lebih  tinggi. Hubungan  polimorfisme  gen
GHRH/Haelll dengan produksi susu telah diteliti oleh
MAREK et al. (2007) pada populasi sapi perah di
Polandia ini menghasilkan tiga genotipe yaitu AA, AB
dan BB dengan frekuensi masing-masing 0,10; 0,37 dan
0,53, dan frekuensi alel A dan B masing-masing 0,28
dan 0,72. Sapi dengan genotipe AA mempunyai
produksi susu lebih tinggi dibandingkan dengan kedua
genotipe lainya. Gen-gen ini telah banyak dilaporkan
pada beberapa spesies termasuk Bos taurus dan Bos
indicus (GE et al., 2003; BEAUCHEMIN et al., 2006). D1
STASIO et al. (2005) melaporkan hormon pertumbuhan
GH sangat berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
metabolisme melalui interaksi dengan spesifik receptor
(GHR) pada permukaan sel target. Oleh karena itu GHR
menjadi gen kandidat yang berpengaruh terhadap
produksi daging pada sapi. CHEONG et al. (2006)
melaporkan keterkaitan antara polimorfisme gen GHRH
dengan kualitas karkas pada sapi Korea. Pada sapi Zebu
dan silangannya, CURI et al. (2006) mengidentifikasi
gen GH1|Alul dan POUI1F1|Hinfl nyata berpengaruh
terhadap pertumbuhan dan kualitas karkas, genotipe
GHI1|Alul LL mempunyai pertambahan bobot tubuh
harian dan bobot karkas lebih tinggi daripada genotipe
GHI1|Alul LV. THoMAS et al. (2007) melaporkan
genotipe GH dan Pit-1 berpengaruh terhadap sifat
pertumbuhan dan karkas pada sapi Brangus. Genotipe
Pit-1 GG mempunyai persentase lemak intramuscular
lebih tinggi dari pada AA atau AG, dan Genotipe GH
CG mempunyai pertambahan bobot tubuh lebih cepat
dari pada genotipe CC dan GG. SHERMAN et al. (2007)
melaporkan gen pengontrol metabolisme dan distribusi
energi mempunyai dampak ekonomi yang sangat
penting pada dunia peternakan. Gen-gen tersebut
diantaranya growth hormone receptor (GHR), IGF2,
dan GH. Genotipe AG pada GHR berpengaruh terhadap
Bobot tubuh dan efisiency pakan IGF2 sangat
berpengaruh terhadap marbling, ketebalan lemak

punggung, pertambahan bobot tubuh harian dan
efisiensi pakan..

Penelitian genetika molekuler tentang identifikasi
keragaman gen Pit-1 pada kerbau di Indonesia dan sapi
FH Friesian Holstein telah di laporkan (MISRIANTI et
al., 2010), identifikasi keragaman gen GH|Alul dan
GHR|Alul pada kerbau di Indonesia (ANDREAS et al.,
2010). DiYoNo et al. (2010) telah melakukan penelitian
pendahuluan tentang keragaman gen GH, GHRH dan
Pit-1 dengan data populasi terbatas (44 ekor Kabupaten
Pandeglang dan 33 ekor Kabupaten Lebak) di Banten,
hasil penelitian menunjukkan keragaman yang sangat
rendah pada lokus Pit-1|Hinfl dengan He=0,00, lokus
GH|Msp1 dengan He =0,0469 dan lokus GHRH|Haelll
dengan He=0,4908. Rendahnya keragaman
kemungkinan disebabkan oleh keterbatasan sampel
yang diambil, oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian lanjutan dengan mengunakan gen GH, GHR,
GHRH dan Pit-1 pada lokus (GH|Mspl, GHAlul,
GHRJ|Alul, GHRH|Haelll dan Pit-1|Hinfl) pada
populasi kerbau yang lebih banyak dan menyebar
terutama di Kabupaten Pandeglang Banten.

MATERI DAN METODE
Pengambilan sampel darah

Sebanyak 209 ekor ternak kerbau yang berasal dari
13 kecamatan di Kabupaten Pandeglang dan dua
kecamatan di Kabupaten Lebak Provinsi Banten.
Pengambilan sampel darah dilakukan melalui vena
jugularis menggunakan jarum Vacutainer sebanyak 2
ml dan dimasukkan ke dalam tabung vakum
berantikoagulan dan disimpan dengan etanol 95%
sebagai pengawet.

Ekstrasi DNA

DNA diisolasi menggunakan metode fenol
kloroform (SAMBROOK et al., 1989). Sampel darah total
yang disimpan dalam etanol 95% disentrifugasi 3500
rpm selama 5 menit. Endapan sel-sel darah yang
diperoleh dicuci dengan buffer TE sebanyak 2 kali.
Sekitar 100 ul sel-sel darah yang telah bebas dari etanol
disuspensikan dengan 1xSTE sampai volume mencapai
350 pl. Sel-sel darah kemudian dilisis dengan 20 pl
proteinase K (10 mg/ml) dan 40 pl 10% SDS.
Campuran ini dikocok pelan-pelan selama 2 jam pada
suhu 55°C.

Pemurnian DNA dilakukan dengan metode fenol-
kloroform, yaitu dengan menambahkan 1/10 volume 5
M NaCl, 1 x volume larutan fenol, dan 1 x volume
kloroform iso amil alkohol (24:1), kemudian dikocok
pelan-pelan pada suhu ruang selama 2 jam. Fase DNA
dipisahkan dari fase fenol dengan sentrifugasi pada
kecepatan 7000 rpm selama 5 menit. Molekul DNA
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diendapkan dengan menambahkan 1/10 x volume 5 M
NaCl dan 2 x volume etanol absolut. Endapan DNA
dicuci dengan etanol 70% kemudian disentrifugasi
dengan kecepatan 7000 rpm selama 5 menit. Sisa etanol
dibuang dan diuapkan dengan menggunakan pompa
vakum. DNA selanjutnya dilarutkan dengan 80 pl
buffer TE 80%.

Identifikasi keragaman gen GH|Mspl, GH|Alul,
GHR|Alul, GHRHJ|Haelll dan Pit-1|Hinfl

Amplifikasi DNA dilakukan pada total volume 25
pl terdiri dari 2 pl (10-100 ng) DNA, 15,75 pl air bebas
ion steril; 2,5 pl 10x buffer tanpa Mg%; 2 pl MgCl,. 0,5
pl 10mM dNTP; 0,25 pl Tag polimerase; 2 pl (25
pmol) primer. Tahap 1 dilakukan dengan 1 x siklus,
meliputi proses denaturasi awal pada suhu 94 °C selama
4 menit. Tahap II dilakukan dengan 30 x siklus,
meliputi denaturasi pada suhu 94°C selama 10 detik,
penempelan primer (annealing) pada suhu 60 °C
masing-masing untuk perimer GH|Alul GHRH|Haelll
dan Pitl|[Hinfl dan pada suhu 62°C untuk primer
GH|Mspl dan GHR|Alul selama 1 menit, pemanjangan
molekul DNA pada suhu 72°C selama 2 menit. Tahap
III dilakukan dengan 1 x siklus, meliputi pemanjangan
akhir molekul DNA pada suhu 72°C selama 7 menit.

C*CGG, enzim Alul mengenali situs restriksi AG*CT,
sedangkan enzim restriksi Haelll dan Hinfl masing-
masing mengenali situs GG*CC dan G*ANTC.
Sebanyak 2 pl produk PCR dicampur dengan 1 sampai
2 unit enzim restriksi dalam 1xBufer (New England
Biolabs) dan selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C
selama minimal 4 jam. Visualisasi pola pita hasil RFLP
menggunakan elektroforesis gel poliakrilamid 6%
dilanjutkan  dengan metode pewarnaan perak
(TEGELSTROM, 1992) dan agarose 2% w/v dalam 0,5 x
TBE dan diwarnai dengan Etidium Bromida.

Analisis statistik

Analisis data molekuler lokus GH|MspI, GH|Alul,
GHR|Alul, GHRH|Haelll dan Pit-1|Hinfl. pada
populasi kerbau Banten meliputi frekuensi alel,
keseimbangan Hardy-Weinberg, nilai heterosigositas
meliputi  heterosigositas  pengamatan (H,) dan
heterosigositas harapan (H).

Frekuensi alel
Frekuensi alel untuk setiap lokus dihitung menurut

NEI dan KUMAR (2000) dengan formula sebagai
berikut:

Inkubasi pada 4°C hingga digunakan untuk analisis (2N +N )
. . . ool . _ 11 12
lebih lanjut. Informasi primer yang digunakan pada e —
penelitian ini ditunjukkan pada Tabel 1. 2N
Produk PCR selanjutnya dipotong dengan enzim Keterangan:
restriksi yang spesifik dengan gen tersebut. Enzim )
restriksi yang digunakan untuk gen GH, GHR, GHRH X = frekuensi alel ke-1
dan Pit-1 secara berurutan yaitu Mspl, Alul, Haelll dan N1y = jumlah genotipe A|A,
Hinfl. Enzim restriksi Mspl mengenali situs restriksi N1 = jumlah genotipe A,A,
Tabel 1. Informasi sekuen primer yang digunakan dalam penelitian
Lokus Sekuen Primer Pustaka Annealing
GH|Mspl F: 5°-CCCACGGGCAAGAATGAGGC-3’ MiTRrA et al., 1995 62°C
R: 5’-TGAGGAACTGCAGGGGCCCA-3’
GH|Alul F: 5’-CGGACCGTGTCTATGAGAAGCTGAAG-3’ BALOGH et al., 2008 60°C
R: 5’-GTTCTTGAGCAGCGCGTCGTCA-3’
GHRJ|Alul F: 5’-CGCTTACTTCTGCGAGGTAGACGC-3’ ANDREAS et al., 2010 62°C
R: 5’>-GTCTGTGCTCACATAGCCAC-3’
GHRH|Haelll F: 5>-TGAAGGATGCTGCTCTGGGT-3’ Moobpy et al. 1995 60°C
R: 5’-TGCCTGTTCATGATATCCTGGA-3’
Pit1|Hinfl F: 5>-AAACCATCATCTCCCTTCTTCTT-3’ WOLLARD et al. 1994 60°C

R: 5’-AATGTACAATGTGCCTTCTTCTG-3’
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Keseimbangan Hardy-Weinberg

Keseimbangan Hardy-Weinberg diuji dengan chi-
square (yx°) menurut HARTL (1988), sebagai berikut:

»_y (0-E)
=Y
%2 = nilai chi-square uji
o = jumlah pengamatan genotipe ke-i
E = jumlah harapan genotipe ke-i

Nilai Heterozigositas Pengamatan (H,)

Nilai  heterosigositas ~ teramati  (H,) dan
heterosigositas harapan (H.) dapat digunakan untuk
menduga nilai koefisien inbreeding pada suatu
kelompok ternak. Perhitungan nilai H, dan H, dilakukan
menurut HARTL (1988) dengan formula sebagai berikut:

Ho= T Ny
1#] N
Keterangan:
H, = heterosigositas pengamatan
Nij = jumlah individu heterosigot pada
lokus ke-1
N = jumlah individu yang diamati

Nilai Heterozigositas Harapan (He)

H=1- 2P
i=1
Keterangan:
H. = heterosigositas harapan
Py = frekuensi alel ke-i pada lokus ke-1
n = jumlah alel pada lokus-1

Polymorphic Information Content (PIC) was
calculated by following formula (BOTSTEIN et al.,
1980):

n n-1 n
PIC =1-Y P%-> > 2P*P?
i-1 i—1 j=i+l
Keterangan:
PIC = polymophic information content
P; = frekuensi alel ke-i
n = jumlah alel
HASIL DAN PEMBAHASAN
Frekuensi  Alel lokus GH|Mspl, GHIJAlul,
GHRJAIul, GHRH|Haelll dan Pit-1|Hinfl

Frekuensi  alel,  frekuensi  genotipe  dan
keseimbangan Hardy-Weinberg (y°) untuk lokus
GH/Mspl, GHRH/Haelll dan Pit-1/Hinfl pada

subpopulasi kerbau Pandeglang dan Lebak disajikan
pada Tabel 2.

Lokus GH|Mspl

Hasil visualisasi PCR-RFLP lokus GH|Mspl
sepanjang 327 panjang basa (pb) menghasilkan dua alel
yaitu GH(+) dan GH(-). Mutasi yang terjadi terletak
pada basa ke-104 yaitu mutasi titk C-T pada intron 3.
Gen GH dengan genotipe GH(+/+) ditunjukkan dengan
potongan sempurna dengan dua fragmen yaitu 104 dan
223 pb, genotipe GH(+/-) dengan tiga fragmen yaitu
104, 223 dan 327 pb dan genotipe GH(-/-) ditunjukkan
dengan tidak terpotongnya produk PCR sepanjang 327
pb (Gambar 1.)

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

++ #/- /- U

327 pb

223 pb

104 pb

Gambar 1. Pola pita pemotongan lokus GH|MspI pada gel poliakrilamid 6%
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Secara umum lokus GH|MspI bersifat monomorfik
dengan alel GH (+) sebesar 1,0 kecuali di Kecamatan
Menes dan Cisata Kabupaten Pandeglang dengan
frekuensi alel GH (+) masing-masing 0,89 dan 0,97.
Tingginya frekuensi alel GH(+) ini juga ditemukan
pada beberapa populasi ternak sapi (FALAKI et al.,1996;
LAGzIEL et al, 2000). Oleh beberapa peneliti,
keragaman pada lokus GH|MspI ini digunakan untuk
mengetahui pola distribusi alel antara bangsa sapi tidak
berpunuk (Bos taurus) dan bangsa sapi berpunuk (Bos
Indicus). Pada bangsa sapi Bos indicus, dijumpai
frekuensi alel GH(-) yang lebih tinggi dibandingkan
dengan frekuensi alel GH(+) (LAGZIEL et al., 2000).

Lokus GHJAIul

Hasil amplifikasi PCR-RFLP lokus GH|Alul
sepanjang 432 pb sesuai dengan pustaka genom
(Genbank Nomor Akses J0O0008; BALOGH et al., 2009).
Berdasarkan sekuen DNA ruas gen GH yang
diamplifikasi terdapat tiga situs pemotongan Alul, alel
leucine (L) ditunjukkan dengan panjang fragmen 20,
51, 96, dan 265 bp, dan alel valine (V) ditunjukkan
dengan fragmen 20, 147, dan 265 bp. Hal ini
disebabkan adanya perubahan basa pada posisi ke 1758,
yaitu dari C menjadi G. (BALOGH et al., 2009). Gambar
2 menunjukkan semua genotipe adalah LL. lokus
GH|AIul secara umum bersifat monomorfik dengan
frekuensi alel (L) sebesar 1,0.

PEREIRA et al. (2005) melaporkan genotipe GH|Alul
berpengaruh nyata terhadap bobot sapi Canchim (5/8
Charolais + 3/8 Zebu) umur satu tahun, sedangkan
pada sapi Japanese Black berpengaruh terhadap sifat
karkas dan komposisi asam lemak (ARDIYANTI et al.,
2009).

Lokus GHRJAIul

Hasil amplifikasi PCR-RFLP lokus GHR|Alul
sepanjang 298 pb pada ekson 10 sesuai dengan pustaka
genom (Genbank Nomor Akses AY053546). Alel A
ditunjukkan dengan panjang fragmen 81 dan 217 pb,
sedangkan alel G ditunjukkan panjang fragmen 298 pb.
Hal ini disebabkan adanya mutasi basa pada posisi ke
256, yaitu dari A menjadi G. Perubahan tersebut
menyebabkan situs pemotong tidak dikenali oleh enzim
Alul (GE et al., 2000; dan D1 STASIO et al., 2005).
Gambar 3 menunjukkan semua kebau bergenotipe AA.
Tabel 2. menunjukkan lokus GHR|Alul bersifat
monomorfik karena semua populasi mempunyai alel A
(1,0).

Keragaman gen GHR pada sapi yang telah
dilaporkan diantaranya terdapat pada daerah promotor
dan ekson 10 (GE et al., 2000). Analisis PCR-RFLP
menggunakan Nsil pada daerah regulator GHR sapi
berpengaruh terhadap tingkat serum IGF-1 (GE et al.,
2000). Keragaman pada GHR sapi ekson 10
berpengaruh terhadap kualitas daging (D1 STASIO et al.,
2005).

R 1

[ )
"
e
‘A

500 pb
400 pb
300 pby
200 pbr

100 pb

LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL

9 1o 11 12 13 14 15 16

Gambar 2. Pola pita pemotongan lokus GHJAIUI bergenotipe LL pada gel agarosa 2%

il 1

AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA

-8 w1 11 12

217 pb

81 pb

Gambar 3. Pola pita pemotongan lokus GHR|AIUI bergenotipe AA pada gel agarosa 2%
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Gambar 4. Pola pita pemotongan lokus GHRH|Haelll pada gel agarosa 2%

M 1

500 pb l

300pb W

200pb

100 pbr

2 3 4 5 68 7

! .,uuuuﬁ.‘impb
i UUUUU u243pbg

BB BB BB BB BB BB BB

Gambar 5. Pola pita pemotongan lokus Pit-1|HinfI pada gel poliakrilamid 6%

Lokus GHRH|Haelll

Hasil amplifikasi PCR-RFLP lokus GHRH|Haelll
sepanjang 451 pb sesuai dengan pustaka genom
(GenBank: AF242855). Alel A dengan panjang
fragmen 312, 94 dan 45 pb, sedangkan alel B dengan 4
fragmen panjangnya adalah 118, 194, 94 dan 45 pb.
Mutasi terjadi pada intron 2 basa ke 312. Genotipe AA
ditunjukkan dengan 3 fragmen 312, 94 dan 45,
genotipe BB ditunjukkan dengan adanya empat fragmen
yaitu 194, 118, 94 dan 45 pb, dan genotipe AB
ditunjukkan dengan adanya lima fragmen 312, 194,
118, 94 dan 45 pb.

Lokus GHRH|Haelll bersifat polimorfik hanya pada
populasi Menes dan Cisata di Kabupaten Pandeglang
dan Cibadak Kabupaten Lebak dengan frekuensi alel A
masing-masing 0,89; 0,70 dan 0,58 (Tabel 2). Penelitian
tentang keragaman gen GHRH belum banyak dilakukan
pada populasi kerbau rawa. Pada populasi kerbau perah
Murrah yang termasuk dalam kelompok kerbau sungai
(riverine  buffalo), lokus GHRH|Haelll bersifat
monomorfik dengan tidak ditemukanya alel A

(RATAMURUGAN et al., 2007). Beberapa penelitian
mengenai keragaman gen GHRH telah dilakukan pada
ternak sapi. KMIEC et al. (2007) melaporkan keragaman
lokus GHRH/Haelll pada sapi perah Polish Red and
White dengan frekuensi alel A dan B masing-masing
0.28 dan 0.72, serta frekuensi genotipe AA, AB dan BB
masing-masing 0.09, 0.38 dan 0.53.

Lokus Pit-1|Hinfl

Hasil amplifikasi PCR-RFLP lokus Pit-1|HinfI
sepanjang 611 pb sesuai dengan pustaka genom (gene
bank Y 15995 dan AM 490263) JAVANMARD et al.
(2005), alel A ditunjukkan dengan satu pita 611 pb
sedangkan alel B ditunjukkan dengan dua fragmen 367
dan 244 pb. Perbedaan ini diakibatkan adanya mutasi
titik G ke A pada ekson 6 tepatnya pada basa ke-357
yang dikenali dengan enzim restriksi Hinfl pada situs
restriksi G*ANTC. Mutasi ini tidak mengakibatkan
terjadinya perubahan asam amino (Silent mutation)
(DIERKES et al., 1998). Lokus Pit-1|HIinfl bersifat
monomorfik pada populasi kerbau Banten dan semua
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bergenotipe BB. Pada penelitian ini gen Pit-1 pada
populasi kerbau di Kabupaten Pandeglang dan Lebak
Banten, bersifat monomorfik. Berbeda dengan yang
dilaporkan oleh JAVANMARD et al. (2005), bahwa pada
populasi kerbau di Iran yang merupakan kerbau sungai
(tipe perah), frekuensi alel A dan B dilaporkan sebesar
0.15 dan 0.85 serta frekuensi genotipe AA, AB dan BB
masing-masing secara berurutan 0.10; 0.10 dan 0.80.
Pada bangsa sapi Bos taurus, laporan mengenai
keragaman gen Pit-1 dilaporkan oleh WOLLARD et al.
(1994). Frekuensi alel A gen Pit-1 pada sapi bervariasi
mulai dari 0.25 (D1 STASIO et al., 2002), 0.45 (MOODY
etal., 1995), dan 0.53 (RENAVILLE et al., 1997).

Keseimbangan Hardy-Weinberg

Suatu populasi dikatakan dalam kesembangan
Hardy-Weinberg yaitu jika frekuensi genotipe dan
frekuensi alel selalu konstan dari generasi ke generasi
berikutnya. Hal ini terjadi sebagai penggabungan gamet
secara  acak  dalam  populasi yang  besar
(VASCONCELLOUS et al., 2003). Keseimbangan gen
dalam populasi terjadi jika tidak ada seleksi, mutasi,
migrasi dan genetic drift (FALCONER dan MACKAY
(1996). Pada penelitian ini (Tabel 2), menunjukkan
bahwa frekuensi alel lokus GH|Mspl, GHRH|Haelll di
populasi Menes Kabupaten Pandeglang menyimpang
dari keseimbangan Hardy-Weinberg (P < 0,05).
Populasi Cisata Kabupaten Pandeglang tidak
menyimpang dari keseimbangan Hardy-Weinberg,
sedangkan populasi lainnya tidak dianalisis karena
monomorfik.

Heterosigositas pengamatan (Ho), harapan (He) dan
polymorphic information conten (PIC)

Nilai  heterosigositas pengamatan (H,) dan
heterosigositas harapan (H,) digunakan untuk menduga
keragaman genetik. Heterosigositas harapan (H,)
merupakan penduga keragaman genetik yang tepat pada
populasi hewan ternak karena perhitungannya langsung
berdasarkan pada frekuensi alel (MoIOLI et al., 2004).
Nilai heterosigositas pengamatan (H,), heterosigositas
harapan (H.) ditunjukkan pada Tabel 3. Nilai H, dan H,
untuk lokus GHMspl dan GHRH|Hae III hanya
ditemukan pada populasi Menes masing-masing sebesar
(0,00 dan 0,29; 0,00 dan 0,20) dan Cisata masing-
masing sebesar (0,07 dan 0,07; 0,45 dan 0,42).
Perbedaan nilai H, dan H, pada lokus GHMspl dan
GHRH|Haelll pada populasi Menes, mengindikasikan
adanya ketidakseimbangan Hardy-Winberg (Tabel 2)
pada populasi yang diamati (TOMBASCO et al., 2003).
Nilai H, dan H. untuk lokus GHRH|Hae III pada
populasi Cibadak sebesar (0,48 dan 0,49). Secara
keseluruhan nilai heterosigositas pengamatan (H,) dan
nilai heterosigositas harapan (H.) pada populasi kerbau
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di Banten untuk lokus GHMspl dan GHRH|Hae III
masing-masing sebesar (0,01 dan 0,02) dan (0,17 dan
0,23). Hasil penelitian ini jauh Iebih rendah dari
penelitian DIYONO et al. (2010) yang melaporkan He
untuk lokus GH|Mspl sebesar 0,0469 dan untuk lokus
GHRH|Haelll sebesar 0,4908. Hal ini disebabkan
perbedaan pengambilan jumlah dan lokasi sampel yang
lebih menyebar. Nilai H,dan H, untuk lokus GH|Alul,
GHRJAlul, dan Pit-1|Hinfl pada semua populasi bernilai
0,00 karena bersifat monomorfik.

Nilai polymorphic information conten (Pic) hanya
ditemukan pada populasi Menes dan Cisata untuk lokus
GHMspl dan GHRH|Hae III masing-masing sebesar
(0,19 dan 0,19) dan (0,06 dan 0,37). Populasi Cibadak
untuk lokus GHRH|Hae III mempunyai Pic sebesar
0,43. Secara keseluruhan nilai Pic pada populasi
Banten untuk lokus GH|Mspl dan GHRH|Hae III
masing-masing sebesar 0,02 dan 0,22. Perbedaan
keragaman bisa juga disebabkan oleh metode analisis
seperti melalui PCR-SSCP (polymerase chain reaction-
single strand conformation polymorphism) pada kerbau
India ditemukan adanya keragaman pada gen GH
(MUHAGHEGH dan  GOSWAM, 2006). Deteksi
keragaman  genetik dengan  menggunakan 13
mikrosatelit pada kerbau di Italia, Yunani dan Mesir
dengan rataan heterosigositas observasi masing-masing
sebesar 0,135, 0,151 and 0,158 untuk kerbau Italia,
Yunani dan Mesir. telah dilaporkan oleh (MoIOLI et al
2001). Dengan metode yang sama yaitu dengan
menggunakan mikrosatelit VAN HOOFT et al. (2000)
melaporkan keragaman genetik pada kerbau liar Afrika
cukup tinggi dengan nilai Ho sebesar 0,729 dan He
sebesar 0,759.

Hasil penelitian menunjukkan terdapat keragaman
yang sangat rendah pada gen grup hormon pertumbuhan
(GH|Alul, GH|Mspl, GHR|Alul, GHRH|Haelll dan
Pit-1/Hinfl) pada populasi kerbau di Kabupaten
Pandeglang dan kabupaten Lebak. Keragaman genetik
perlu ditingkatkan melalui (1) kebijakan manajemen
perkawinan terutama dalam penyediaan dan perguliran
pejantan dari luar populasi. (2) Melakukan seleksi
pejantan melalui uji performa dan perguliran pejantan
perlu dilakukan untuk menghindari silang dalam Hal ini
menguatkan penelitian sebelumnya (SARON et al,
2010) terdapat kecenderungan penurunan performa
bobot tubuh dan ukuran tubuh dari pejantan lebih kecil
dari betinanya.

KESIMPULAN

Lokus GH|Mspl dan GHRH|Haelll bersifat
polimorfik, sedangkan lokus GH|Alul, GHR|Alul dan
Pit-1|Hinfl bersifat monomorfik. Pada lokus GH|Alul
hanya ditemukan alel V, GHR|Alul hanya alel A dan
pada lokus Pit-1|Hinfl hanya ditemukan alel B dengan
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Tabel 2. Frekuensi alel dan uji keseimbangan Hardy-Weinberg (x*) pada kerbau di Banten

GH|Mspl GHJ|Alul GHRJAIuI GHRH|Haelll Pit-1|HinfI

Kabupaten (n) Kecamatan (n) Frek Alel Frek Alel Frek Alel FrekAlel ----- Frek Alel
-------------- — %2 Xz x2 Xz B 4

- + L v A G A B A B
Pandeglang (174) Bojong (4) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Carita (7) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Cibaliung (71) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Kadupandak (1) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Labuan (8) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Menes (9) 0,11 0,89 9,00* 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,89 0,11 9,00* 0,00 1,00 td
Pagelaran (19) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Cisata (44) 0,03 0,97 0,05 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,70 0,30 0,37 0,00 1,00 td
Panimbang (2) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Saketi (8) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Sumur (1) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Lebak (35) Cibadak (33) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,58 0,42 0,00 0,00 1,00 td
Warung Gunung (2) 0,00 1,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,00 1,00 td
Total (209) 0,01 0,99 32,24 1,00 0,00 td 1,00 0,00 td 0,87 0,13 13,38 0,00 1,00 td

Keterangan:
X20,05 =5,99

td = tidak dianalisis
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Tabel 3. Nilai heterosigositas pengamatan (H,) dan heterosigositas harapan (H,)

GH|MsplI GH|Alul GHR|Alul GHRH|Haelll Pit1|Hinfl
Kabupaten (n) Kecamatan (n) e
H, He PIC  H, He PIC H, He PIC H, He PIC H, He  PIC
Pandeglang (174) Bojong (4) 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
Carita (7) 0,00 000 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Cibaliung (71) 0,00 0,00 000 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 000
Picung (1) 0,00 000 000 0,00 000 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000
Labuan (8) 0,00 0,00 000 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 0,00 0,00
Menes (9) 0,00 020 019 0,00 0,00 000 0,00 000 000 000 020 019 0,00 0,00 0,00
Pagelaran (19) 0,00 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
Cisata (44) 0,07 0,07 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,42 0,37 0,00 0,00 0,00
Panimbang (2) 0,00 000 0,0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00
Saketi (8) 0,00 000 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Sumur (1) 0,00 000 000 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Lebak (35) Cibadak (33) 0,00 0,00 000 0,00 0,00 000 0,00 000 000 048 049 043 0,00 0,00 0,00

Warung Gunung (2) 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0,00

Total (209) 0,01 0,02 002 000 000 000 000 000 000 0,17 023 022 000 0,00 0,00
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frekuensi alel masing-masing (1,0). Alel GH(-) pada
lokus GH|MspI hanya ditemukan di kecamatan Cibarani
(0,03) dan Kecamatan Menes (0.11). Alel B pada lokus
GHRH|Haelll hanya ditemukan di kecamatan Cibadak
(0,42), Cibarani (0,30) dan Menes (0,11) Pada populasi
total Banten lokus GH|Mspl mempunyai keragaman
yang rendah (H. = 0.02) dan polymorphic information
content (Pic = 0,02), sedangkan lokus GHRH|Haelll
mempunyai keragaman lebih tinggi (H, = 0, 23) dan Pic
(0,22)
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