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RINGKASAN

KERAGAMAN GENETIK DAN PRODUKTIVITASKAMBING KACANG DI
PROVINSI GORONTALO

Tujuan umum dari penelitian ini adalah meningkatkan kemampuan dosen
perguruan tinggi lokal khususnya Universitas Negeri Gorontalo dalam metekagatan
penelitian sehingga kelak dapat terampil secara mandiri dalam melakukars agaltsima
dibidang pemuliaan dan genetika molekuler. Tujuan khusus yang ingin ididapa
penelitian ini antara lain mengetahui sejauh mana keraganmestilkgelan produktivitas
kambing kacang di Provinsi Gorontalo serta menghasilkan sebuah model/pola&agpemul
kambing kacang yang cocok diterapkan di Provinsi Gorontalo. Penelitian ini sangad penti
sebab kambing kacang oleh pemerintah telah ditetapkan sebagai Rumpun Kambing Kacang
melalui SK Menteri Pertanian Nomor 2840/Kpts/LB.430/8/2012 sehingga perlu
ditindaklanjuti melalui kegiatan pemurnian, pengembangan, dan pemanfsatara
berkelanjutan dalam rangka pelestarian Sumber Daya Genetik TerDgKT)YSdan
penyediaan daging secara nasional.Penelitian ini direncakan akan dilakukan?selaora
dimana tahun | yang akan diteliti adalah keragaman genetik kamkditagg yang terdapat
di Provinsi Gorontalo dan pada tahun Il adalah produktivitas kambing kacangb&fari
yang diamati pada tahun | adalah keragaman gen Growth Hormoney&@gidiperoleh
dari sampling darahsetiap individu ternak dan dianalisis frekuensi alel, fielgenotipe,
dan derajat heterozigositas di Laboratorium Bioteknologi Terpadu Fapet UNHAS. Variabe
yang diamati di tahun Il adalah produktivitas kambing kacang yamigutiproduksi dan
kualitas air susu induk, persentase kebuntingan induk, jumlah anak yang dilahéildan i
persentase kelahiran anak, persentase kematian anak, bobot lahir anak, hblkatadap
Produksi air susu induk diperoleh dengan cara mengurangi bobot badan anak setelah
menyusu dan sebelum menyusu pada induknya masing-masing. Pengujias kirasusu
induk dilakukan di Laboratorium Ternak Perah TPM meliputi uji kadar lerka#tar
protein, total asam, pH, kadar air, kadar abu, BETN, dan uji berat Bandasarkan data-
data yang telah diperoleh dari tahun | dan Il akan dibuat suatu polaigem(dreeding
scheme) pembibitan kambing kacang yang sesuai bagi peternak kambing kéeapgtse

Kata Kunci: keragaman genetik, produktivitas, kambing kacang, pola pemuliaan,



|. PENDAHULUAN

L atar Belakang

Kambing kacang sebagai salah satu kambing lokal asli Indonesia iknemil
kelebihan yang tidak dimiliki ternak kambing lainnya. Kelebihan-kakabiyang dimiliki
kambing kacang antara lain mampu beradaptasi dan bertahan hidup padédeladym
kondisi hijauan pakan kualitas rendah, daya tahan terhadap penyakitublpl lmaik, dan
laju reproduksi cukup tinggi. Ukuran tubuhnya dan bobot badan yang lebih kecil dari
kambing Peranakan Etawah (PE) telah menjadikan kambing kacang lsbkaidoleh
peternak terutama peternak tradisional sebab tidak memerlukan Ilmgga dalam
menyediakan pakan selama proses budidaya. Seiring dengan pertambahan jumlah
penduduk maka kebutuhan daging di Indonesia semakin meningkat pula seamgga
kambing semakin dibutuhkan tidak saja dari produk utamanya(daging, susu, dan bulu)
namun sebagai salah satu syarat utama dalam berbagai rituaimeeagseperti ternak
gurban atau pada prosesi akigah dalam Islam.

Eksistensi kambing kacang dibeberapa wilayah Indonesia saat ini cukup
memprihatinkan dan semakin terancam oleh gencarnya kawin silang dénged
kambing impor. Hal ini dilakukan demi keinginan untuk mempercepat tergdiny
peningkatan produktivitas namun tidak disertai dengan upaya-upaya untuk melakukan
pelestarian breed kambing kacang sebagai Sumber Daya Genetik T®D@K) lokal.
Berdasarkan data dari Ditien PKH(2013) hingga tahun 2013 populasi ternak kambing di
Indonesia adalah 18.576.192 ekor dan dari jumlah tersebut 9.864.157 ekor (56,42%) ekor
tersebar di pulau Jawa, 4.108.439 ekor (23,59%) di pulau Sumatera, dan sisanya 3.510.127
ekor (19,99%) tersebar di pulaulain yang ada di Indonesia. Khusus di provinsi Gorontal
total populasi ternak kambing yang dimiliki adalah 76.982 ekor didominaisikambing
kacang dan sebagian kecil kambing PE serta turunan hasil persilangan keduanya.

Berdasarkan hasil penelitiankeragaman fenotip kambing lokal di Kabupaten
Bolango pada tahun 2012 yang telah dilakukan oleh TPP diperolehternak kamubgng y
banyak ditemukan di Kabupaten Bone Bolango adalah kambing kacang, kampuanPE
turunan dari hasil persilangan antara keduanya. Penelitian yahgdtkukan oleh TPP
telah berhasil mengidentifikasi keragaman sifat-sifat kualipagina bulu, bentuk tanduk,
garis muka, garis punggung, bentuk telinga) dan sifat kuantitatif (bobot badakwan-
ukuran bagian tubuh tertentu). Penelitian aspek reproduksi yang telah dilakukan pada tahun

2013 telah diperoleh pula kambing lokal di Bone Bolango cukup responsif terhadap



pemberian hormon PGF2a dengan ditandai munculnya gejala estrus yang nyata.
Keragaman tingkat fenotip seringkali berbeda dengan keragaman tingkist ¢gee-gen)
yang dimiliki setiap ekor kambing sehingga penelitian ini memilijuan utama
mengetahui keragaman genetik kambing kacang di Kabupaten Bone Bolamgman de
menggunakan penanda genetik. Tim Peneliti Mitra (TPM) yang akaradienitra adalah
dosen aktif pada Laboratorium Bioteknologi Terpadu Fakultas Peternaka\®MNEn
telah memiliki banyak pengalaman dalam melakukan karakterisasbirkgniokal di
beberapa wilayah Indonesia. Penentuan Laboratorium Bioteknologi Terpadua&akult
Peternakan UNHAS sebagai mitra sebab telah memiliki pemalataoratorium yang
berstandar untuk analisis molekuler. Penelitian ini sangat penting sebdngakacang
oleh pemerintah telah ditetapkan sebagai Rumpun Kambing Kacang ng{aMenteri
Pertanian Nomor 2840/Kpts/LB.430/8/2012 sehingga perlu ditindaklanjuti melalui
kegiatan pemurnian, pengembangan, dan pemanfaatan secara berkelargntaraiigka

pelestarian SDGT dan penyediaan daging nasional.



BAB I
TINJAUAN PUSTAKA
Kambing Kacang

Asal Usul dan Penyebaran

Ternak kambing memiliki klasifikasi ilmiah yaitu king animalidyrh chordata,
class mamalia, ordo artiodactyla, famili bovidae, sub famili ioaer, dan genus capra.
genus capra terbagi atas lima spesies yaitu capra hircus qtérinazoar), capra ibex,
capra caucasica,capra pyrenaica (ibex spanyol) dan capra falEbeenan dan
Morrison-Scott, 1951 dalam Devandra dan Burns, 1970). Ternak kambing sekarang ini
diduga berasal dari kambing liar yang dijinakkan diantaranyacapra himeugpakan
kambing liar dari daerah sekitar perbatasan Pakistan-Turki, Capomdallanerupakan
kambing liar dari daerah sepanjang Kashmir India, Capra prisca menugakbing liar
dari daerah sepanjang Balkan. Hasil penjinakan ketiga jenis kanhbingersebut
menghasilkan beberapa jenis kambing yang tersebar di seluruh duniaradigata
kambing kacang, kambing etawah, kambing saanen, kambing kashmir, kambing angora
kambing toggenburg, kambing nubian dan lain-lain (Murtidjo, 1993).

Menurut Batubara, dkk (2012) kambing kacang yang telah berada di Indonesia
dalam perkembangannya mengalami banyak persilangan dengan kambingeinimgyas
menghasilkan turunan yang tersebar hampir diseluruh wilayah Indonesia.Parkawi
kambing kacang dengan kambing impor diawali dengan adanya introduksirumpun
kambing benggala dari India oleh orang-orangArab melalui pelabuhan @i paauta
Pulau Jawa. Tahun19111931 didatangkan pula kambing kashmir, angora (montgomey),
benggala, dan etawah pada stasiun ternakkambing atau stasiun petdriasidenan
Kedu, Solo,Yogyakarta, Banyumas, Pekalongan, Pangalengan, PadangMaN(atas,

(Blitar), Sumba, dan Sumbawa.

Tabel 1 Populasi Kambing dan Estimasi Populasi KaghKacang di Provinsi Gorontalo

No Kabupaten/K ota Populasi Kambing Estimasi Populasi
(ekor) K ambing Kacang (90%)

1  Kabupaten Gorontalo 35.951 32.355

2  Kabupaten Pohuwato 21.726 19.553

3 Kabupaten Gorontalo Utara 14.871 13.383

4  Kota Gorontalo 9.129 8216

5  Kabupaten Bone Bolango 5.872 5284

6  Kabupaten Boalemo 3.568 3211

Total 91.117 82.005




Hasil estimasi yang dilakukan oleh Batubara, dkk (2012) populasi kambing kacang
di Indonesia tahun 2011 diperkirakan 7.325.977 ekor atau 41,9% dari total populasi
17.482.723 ekor ternak kambing di Indonesia. Estimasi ini berdasarkan tingkat kepadatan
kambing kacang di masing-masing provinsi dimana daerah yang merhdikinan
kambing kacang populasinya dihitung 90% dari total populasi kambing di daerah tersebut
dan bagi yang sedikit populasinya dihitung 10% dari total populasi.Berdasarkan data BPS
Gorontalo (2010) populasi ternak kambing di Provinsi Gorontalo tahun 2010 adalah 91.117
ekor dengan populasi terbanyak di Kabupaten Gorontalo. Bila diasumsikan 90% dari
populasi maka jumlah kambing kacang di Provinsi Gorontalo adalah 82.005 ekor. Populasi
yang cukup tinggi tersebut apabila tidak dikelola dengan baik unefengaturan
perkawinan maka populasi kambing kacang akan semakin berkurang akibat gencarnya

kawin silang dengan kambing impor.

Fenotipe

Batubara (2012) menyatakan kambing kacang merupakan kambing lokal Indonesia
dengan nama rumpufiKambing Kacang Indonesia”. Nama ini sesuaiSK Menteri
Pertanian Nomor 2840/Kpts/LB.430/8/2012 sebab telah mengalami domestikasi, seleksi,
dan dikembangbiakkan di Indonesia sehingga mampu beradaptasi pada lingkungan dan
pola pemeliharaan setempat. Secara fenotip kambing kacang yang telah menyeba
beberapa wilayah Indonesia memiliki kemiripan dengan kambing bezoar yang berasal dari
perbatasan Pakistan-Turki (Tabel 2)

Tabel 2 Karakteristik Fenotip Sifat Kualitatif Kambing Kacang

No KuSlalfi?;tif Karakteristik Fenotip

1 Bulu Warna bulu umumnya putih, hitam, coklat, atau kombinasi
ketiganya. Bulu seluruh tubuh pendek kecuali jantan berbulu st
panjang dan kasar sepanjang garis leher, pundak, punggung s
ekor. Janggut tumbuh dengan baik pada kambing jantan, namt
pada betina dewasa tidak begitu lebat.

2 Bentuk Postur tubuh kecil dan cenderung pendek, kepala ringan dan k

Tubuh leher pendek memberi kesan tegap dan tebal,

3  Tanduk Kambing jantan maupun betina memiliki tanduk- 80 cm
berbentuk pedang, melengkung ke atas sampai ke belakang.

4  Telinga Berukuran sedang, selalu bergerak, tidak tergantung tetapi teg:

5 Punggung Punggung lurus dan pada beberapa kasus terlihat agakmeleng
dan memberi kesan makin ke belakang makin tinggi samg
pinggul.

Sumber: Batubara (2012)




Kambing lokal yang terdapat di kabupaten Bone Bolango Provinsi Gorontalo

sebagian besar memiliki ciri seperti kambing kacang namun beberapa diantagamiiai m

ciri tersendiri sebab telah mengalami persilangan dengan kamBinBefdasarkan hasil

penelitian Ilham (2012) warna bulu dasar yang ditemukan pada kambingdloRahe

Bolango adalah hitam, coklat, putih, dan abu-abu. Warna-warna dasar tersimit te

polos pada beberapa individu dan ada pula yang berkombinasi satu dengangdaaya

masing-masing individu diantaranya kombinasi antara hitam dan putilat czd putih,

coklat dan hitam, coklat muda, putih totol hitam, putih totol coklat, tdkiam dan putih.

Meski terlihat warna bulu sama dengan dengan kambing kacang, namun padpabebera

individu memiliki bentuk telinga setengah menjuntai (95%) dan menjuntai (399 y

menandakan telah terjadi persilangan antara kambing lokal dengaasi®Entroduksi.

Sifat kualitatif lainnya yang ditemukan adalah garis muka ceml§8/@$6) dan datar
(97%), garis punggung lurus (100%), bertanduk (92,7%) dan tidak bertanduk (7,3%).

Tabel 3 Perbandingan Karakteristik Sifat Kuantitatif Kambing Kacang Rasilitian

Sifat kuantitatif

Karakteristik Kuantitatif

Bobot lahir (kg)
Bobot sapih(kg)

Bobot badan dewasa (kg)

Panjang kepaladewasa (cm)
Lebar kepala dewasa (cm)
Tinggi kepaladewasa(cm)
Panjang telinga dewasa (cm)
Lebar telinga (cm)

Panjang badan dewasa (cm)
Lingkar dada dewasa (cm)
Lebar dada dewasa (cm)

Tinggi pundak dewasa (cm)

Jantan: 1,81+0,23, betina: 1,74+0,23 (Doloksarital €2005)
Jantan: 6,69+1,38 kg, betina: 6,41+1,34 kg (Doldkseet a|
2005)

Jantan: 24,67+6,09 dan Betina: 21,61+5,86 kg (Batublkk,
2012), 27,11+4,92 (llham, 2012)

16.40+1.90 (Hoda, 2008), 14.12+1.4 (Ilham, 2012)
13.04+1.93 (Hoda, 2008), 10.94+1.31 (llham, 2012)
12.3141.03 (llham, 2012)

14.86%1.67 (Ilham, 2012)

7.12+0.67 (llham, 2012)

Jantan: 58,00 * 3,0 dan Betina: 58,87 + 5,58 (Batablkk,
2012),56.88+2.65 (Hoda, 2008), 60,26+4,26 (Ilhabtl2
Jantan: 66,67+5,16 dan Betina: 63,15+7,03 (Batubkka
2012)59.58+3.04 (Hoda, 2008), 69,42+4,64 (Ilhan1,20
Jantan: 15,00 £ 2,64 dan Betina: 11,61 + 2,14 (&t dkk,
2012), 15.63b +0.73 (Hoda, 2008), 15.33+1.93 (lIha6i2)
Jantan: 56,33 + 4,44 dan Betina: 55,62 + 4,2 (Baiublkk,
2012), 56.46+2.16 (Hoda, 2008),56,26+3,84 (llhad1l2

Dalam dada dewasa (cm) Lingkar29.67+1.22 (Hoda, 2008), 25.97+1.98 (llham, 2012)

cannon dewasa (cm)
Pertambahan Bobot Badan
Harian (g/ek/hr)

7.13+0.80 (Hoda, 2008), 7.10+0.63 (llham, 2012)
Jantan: 54,22+5,28 dan 51,88x5,37(Doloksaribu.e2@D5)

Jumlah rerata anak sekelahiran (ek],23

Produksi air susu (I/hari)

Birahi pertama (hari)
Siklus birahi (hari)

0,13- 0,57 (Devendra dan Burns, 1983; Obst dan Napitypul
1984; Mukherjee, 1991; Sitorus, 1994; Sutama et 1#195;
Adriani et al., 2004dalam Sutama, 2011)

153454 (Sarwono, 2002)
19-21 (Batubara dkk, 2012)




Lama birahi (jam) 24-36 (Batubara dkk, 2012)

Lambing interval 3 kali/2 tahun (Batubara dkk, 2012)
Masa produktif (thn) 5 (Batubara dkk, 2012)
Umur pertama kawin (bln) 15-18 (Batubara dkk, 2012)

Umur beranak pertama (bln) 20-24 (Batubara dkk, 2012)

Secara kuantitatif kambing kacang memiliki ukuran tubuh yang lebih kegil da

beberapa kambing lokal di Indonesia sehingga oleh Pamungkas FA, dkk (2009)

dikategorikan sebagai kategori kecil bersama kambing samosir dan kan#iog.rHlasil

penelitian Ilham (2012) kambing lokal yang terdapat di Gorontalo (Tabel &rasec

kuantitatif pada beberapa ukuran tubuh lebih besar dari kambing kacaragirsadan

kambing marica sehingga dapat dikelompokkan dalam kategori sedang. Ukuran tubuh

yang lebih besar disebabkan kambing kacang di Gorontalo telah mengataiaingan

dengan kambing PE sehingga turunannya banyak yang memiliki ukuran tubulelyiang

tinggi akibat penggabungan gen-gen.

Keragaman Genetik

Diversitas atau keanekaragaman genetik merupakan salah satusafpenting

dalam serangkaian proses awalmengevaluasi potensi genetik ternalkk unt

kepentinganpengembangan, pemanfaatan, dan konservasi secaraberkelanjutsitasDive

genetik dalam suatu populasidapat terdeteksi apabila satu ataih lokus

bersifatpolimorfik. Hal ini disebabkan oleh adanya mutasi basatunggafratemen DNA

dalam lokus tersebut.Mutasi pada suatu populasi sering disebabkan kaeticadyét atau
seleksi (Nei dan Kumar, 2000).

Salah satu gen dalam genom yang sering dijadikan bahan untuk melaei&ksi

keragaman genetik pada ternak kambing adalah gen pertumbuhan/Growth &¢GH)n

Hormon pertumbuhan merupakan hormonanabolik yang disintesis dan disekresikan oleh

sel somatrotop di lobus anterior hipofisa.Hormon GH dalam tubuh ternak memiliki

beberapa peran antara lain:

Pertumbuhan jaringan dan metabolisme lemak untuk reproduksi, laktasi, dan
pertumbuhan tubuh normal (Burton, et al, 1994)

Meningkatkan efesiensi penggunaan pakan, meningkatkan pertumbuhan organ, dan
meningkatkan pertumbuhan tulang pada hewan yang sedang tumbuh (Etherton dan
Bauman, 1998).

Pengaturan perkembangan kelenjar mamae pada ternak ruminansia (Akers, 2006).
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Peranan hormon GH dalam tubuh sebagai hormon pertumbuhan menjadikan
hormon ini sangat penting pada ternak dalam pembentukan daging sehingga dapat
dijadikan penanda genetik dalam program seleksi ternak. Selain hormdrel@iapa
kandidat gen telah diketahui berhubungan dengan pertumbuhan pada ternak, yaitu :
myostatin, insulin-like growth factor-1 (IGF-1Rit-1, growth hormone dan growth
hormone receptor (GHR). Mutasi atau polimorfisme nukleotida tunggal (singleotide
polymorphisms/SNP) pada gen-gen tersebut akan mempengaruhi proses smeé&oboli
dalam tubuh ternak yang kemudian berpengaruh terhadap laju pertumbuhan pakia ter
(Yulianty, 2013).

Beberapa hasil penelitian terkait keragaman hormon GH pada berbagaéjaak

antara lain:
Jenis Metode Hasil Penélitian
Ternak

Kambing  Polymerase - Gen GH | Haelll pada kambing Kacang dibiaaten
Kacang chain  Reaction Jeneponto bersifat polimorfik dengan genotipe ABaswal
(Yuliyanty, Restriction 34, genotipe AA 13. Jumlah frekuensi alel A dan &sing

2013) Fragment masing 0,638 dan 0,36.
Length - Nilai heterozigositas pengamatan (Ho) dan heigositas
Polymorphism harapan (He) masing-masing 0,5333 dan 0,4617. eénsl
(PCR-RFLP) alel dari gen GH | Haelll di populasi Kabupatenejpemtc
berada dalam ketidaksetimbangan Hardy-Weinberg.
Kambing  Polymerase Gen GH exon2 pada populasi kambing PE, Saanen,
PE, Chain Reaction persilangannya (PESA) bersifat polimorfibeagam
Saanen, Single Stranc Identifikasi keragaman gen GH ex@ memperoleh di
dan PESA Conformation macam genotipe, yaitu AB dan AA serta dua aleluyalél A
(Irine, Polymorphism dan B. Nilai heterozigositas yang diperolelenmmjukkal
2011) (PCR-SSCP) bahwa heterozigositas pengamatan berada pada kdteggi
yang mencerminkan keragaman gen GH kambimn &
tinggi.
Kambing  Polymerase Gen GH exon 3 pada sampel DNA kambing PE, Saam
PE, Chain Reaction PESA dengan teknik PCR-SSCP bersifat beragam. e
Saanen, Single Stranc gen GH exon 3 ditemukan empat macam genotipe it
dan PESA Conformation AB, AC dan BC. Tiga macam alel ditemukan yaitu &leB
(Paulina, Polymorphism dan C. Kambing PE, Saanen dan PESA di lokasiu.
2011) (PCR-SSCP) Ciapus, Sukajaya, Sukabumi, Cijeruk dan Balitnaknitiki
nilai heterozigositas yang tinggi berarti gen Gldre8 pad
ketiga bangsa kambing di lokasi berbedamiliki
polimorfisme atau keragaman yang tinggi.

Kambing  Polymerase Identifikasi gen GH exon 4 pada kambing PE, Saalas
PE, Chain Reaction PESA bersifat polimorfik (beragam). Ditemukampa
Saanen, Single Stranc macam genotipe, yaitu genotipe DD, DE, EE dan Gh
dan PESA Conformation empat macam alel, yaitu alel D, E, G dan H. Genelbh ¢
(Marpaung, Polymorphism secara umum tidak berada dalam Keseimbangadyt
2011) (PCR-SSCP) Weinberg. Nilai heterozigositas pegamatan (Ho) fipggle

bangsa kambing PE, Saanen dan PESA.




Pola Pemuliaan
Perbaikan mutu genetik ternak akan efektif bila diketahui parametetikgstfiat -

sifat produksi yang mempunyai nilai ekonomis disertai tujuan pemuliba@eding

objective) dan pola pemuliaan (breeding scheme) yang jelas. Caraatagngroses

perbaikan genetik yang mahal dengan cara perbaikan genetik (selekgerdtawinan)
dilakukan pada kelompok-kelompok tertentu kemudian disebarkan pada kelompok-

kelompok lain guna mempercepat peningkatan mutu genetik ternak (Rahmat, 2010).

Struktur ternak bibit umumnya berbentuk piramida yang terbagi menjadi tigastra

(tiers) yaitu pada puncak piramida kelompok elit (nucleus), kelompokipk@ultiplier),

dan paling bawah kelompok niaga (commercial lgto@Varwick et al. 1990). Pola

pemuliaan (breeding scheme) untuk menciptakan bibit unggul pada ternak berdasarka

segitiga piramida secara garis besar ada 2 antara lain:

1. Pola inti tertutup (closed nucleus breeding scheme). Aliran gen harigadseing dar
puncak (nucleus) ke bawah (pembiak dan niaga). Perbaikan genetikcomrserckal
terjadi bila ada perbaikan pada nucleus. Pola ini dalam prakts& digunakan dalam
pemuliaan ternak tradisional, peternakan babi dan pemuliaan ayam (Nicholas 1993).

2. Pola inti terbuka (Open nucleus breeding scheme). Sistem ini aliran gen tidak hanya dari
strata atas ke bawah tetapi juga dari bawah ke atas. Setiap aerjeiketik yang
diperoleh dari hasil seleksi di tingkat dasar akan memberikan kontriladga p
peningkatan genetik di inti, besarnya kontribusi bergantung kepada lajugdirathari
dasar ke inti. Masuknya ternak bibit dari kelompok lain ke inti hubungan keltara
antara induk dengan jantan makin jauh sehingga laju inbreeding berkurang.

Pada tingkatan masyarakat peternak telah terbentuk pola pemuliaan yang
disesuaikan dengan lingkungan tempat perbaikan mutu genetik aklsadidkanantara

lain Group Breeding Scheme. Pola ini pembibit membentuk kerjasama untuk

memanfaatkan keunggulan ternak yang ada, ternak terpilih tetap daipeldieh

pemiliknya dalam kelompok, peternak berkontribusi dalam program dengan membolehkan
ternaknya digunakan dalam kelompok atau menjual ternak terseleksi kepaaakp&in
sesama anggota kelompok.Sire Reference Scheme merupakan sdtpoteogemuliaan
dimana pejantan yang digunakan merupakan hasil seleksi berdasarkan krigeda se
dengan yang diharapkan, kemudian digunakan secara bergilir dikelompok-kelompok
betina.Menurut Lewis dan Simm (2002) kemajuan genetik akan meningkansggadgan
peningkatan intensitas seleksi serta peningkatkan jumlah induk dalampké&lorang

dikawinkan dengan reference sire



BAB III
TUJUAN DAN MANFAT PENELITIAN

Tujuan umum dari penelitian ini adalah meningkatkan kemampuan dosen
perguruan tinggi lokal khususnya Universitas Negeri Gorontalo dalam melakukan kegiatan
senelitian sehingga kelak dapat terampil secara mandiri dalam melakukan analisis terutama
&hidang pemuliaan dan genetika molekuler. Tujuan khusus yang ingin dicapai dari
penclitian ini antara lain mengetahui sejauh mana keragaman genetik dan produktivitas
k=mbing kacang di Provinsi Gorontalo serta menghasilkan sebuah model/pola pemuliaan
kambing kacang yang cocok diterapkan di Provinsi Gorontalo.



BAB IV
METODE PENELITIAN

Penelitian ini akan dilakukan dalam 2 tahap kegiatan dan masing-masing tahapan
_ pelaksanaannya 1 tahun meliputi:
Temunl  :Identifikasi keragaman genetik pada gen GH kambing kacang

Tshun Il : Identifikasi keragaman genetik pada gen IGF-1 dan produktivitas kambing
facang yaitu kemampuan dalam menghasilkan produksi (bobot lahir, bobot sapih,
periambahan bobot badan, produksi dan kualitas air susu induk) dan bereproduksi
\persentase kebuntingan, persentase kelahiran, persentase kematian anak, jumlah anak
sang dilahirkan perkelahiran, persentase kematian)

& Bdentifikasi Keragaman Genetik Pada Gen GH Kambing Kacang

Koleksi sampel darah kambing kacang diperoleh dari 5 kabupaten dan 1 kota di
wlzyah Provinsi Gorontalo. Penentuan wilayah asal didasarkan pada populasi terbanyak
smmbing kacang di masing-masing wilayah kecamatan. Setiap wilayah kabupaten diambil
2 sampel darah dan Kota Gorontalo sebanyak 21 ekor dari masing-masing kambing
s=cang schingga total sampel adalah 121 sampel. Analisis keragaman gen GH dilakukan di
“shoratorium Bioteknologi Terpadu, Fakultas Peternakan, Universitas Hasanudin,

Metode dan Prosedur Pengumpulan Data
Kaleksi Darah

Darah ditampung menggunakan tabung vacuttainer dari vena jugularis (sekitar 3
m{) dengan menggunakan jarum vengjet dan tabung vacutfainer dengan berisi EDTA.
Derah yang telah tertampung dari setiap wilayah selanjutnya dikumpulkan dan disimpan
dalam lemari pendingin suhu -20 °C sebelum dibawa ke Laboratorium TPM untuk
&lakukan ekstraksi DNA genom. Prosedur ekstraksi DNA darah didasarkan pada metode
sandar fenol-kloroform (Sambrook et al.,1989).

Ekstraksi DNA

- DNA diisolasi dan dimurnikan dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi Genjet
Genomic DNA Extraction (Thermo Scientific) dengan mengikuti protokol ekstraksi
yang disediakan.
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Seemyak 200 pl sampel darah dilisiskan dengan menambahkan 400 pl larutan lysis
Sugfer dan 20 pl proteinase K (10 mg/m),

Campuran kemudian diinkubasi pada suhu 56°C selama 60 menit didalam waterbath
sihaker.

Sesclsh inkubasi larutan kemudian ditambahkan 200 pl ethanol absolute 96% dan
@sentrifugasi 6.000 x g selama 1 menit.

Pemurnian DNA dilakukan dengan metode spin column dengan penambahan 500 ul
Jerstan pencuci wash buffer 1 yang kemudian dilanjutkan dengan sentrifugasi pada
#9000 x g selama 1 menit.

Seselah supernatannya dibuang, DNA kemudian dicuci lagi dengan 500 pl wash buffer
¥ dan disentrifugasi pada 12.000 x g selama 3 menit.

Seselah supernatan dibuang, DNA kemudian dilarutkan dalam 200 pl elution buffer dan
gsetrifugasi pada 8.000 x g untuk selanjutnya DNA hasil ekstraksi ditampung dan
&simpan pada suhu -20°C.

Pessujian kualitas DNA dilakukan secara kualitatif dengan elekstoporesis pada gel
ssscose 1,5% dengan buffer 1x TBE (89 mM Tris, 89 mM asam borat, 2 mM
%="EDTA) yang mengandung 100 ng/ml ethidium bromide.

E=nudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation system).

‘smpiifikasi DNA Target (PCR)

- Eaomposisi reaksi PCR dikondisikan pada volume reaksi 25 ul yang terdiri atas 100 ng
DA 0.25 mM masing-masing primer, 150 uM dNTP, 2.5 mM Mg®*, 0.5 Tag DNA
dan Ix buffer. Primer yang digunakan untuk ampfifikasi gen G terditt alas
gmmer forward dengan sekuen DNA 5-CTCTGCCTGCCCTGGACT-3" dan primer
dengan sekuen DNA 5°-GGAGAAGCAGAAGGCAACC-3’ (Hua et al., 2009).

i mesin PCR dimulai dengan denaturasi awal pada suhu 94°C x 2 menit, diikuti
35 siklus berikutnya masing-masing denaturasi 94°C x 45 detik, dengan suhu
yang berbeda-beda diantara gene target yaitu : 65°C x 30 detik (GH), yang
dengan satu siklus ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit dengan
memggunakan mesin PCR (SensoQuest, Germany).

PCR kemudian di elekiroforesis pada gel agarose 1,5% dengan buffer 1x TBE
% =M Tris, 89 mM asam borat, 2 mM Na’EDTA) yang mengandung 100 ng/ml
g bromide.

W=mmdian divisualisasi pada UV transiluminator (ge/ documentation system).
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Eenotyping Fragment Gen GH (PCR-RFLP)

Produk PCR yang diperoleh dari masing-masing gen target kemudian dianalisis
menggunakan RFLP melalui pemotongan menggunakan enzim restriksi yang memiliki
situs pemotongan pada gen GH|Haelll yaitu GG|CC.

Sebanyak 4 ul DNA produk PCR ditambahkan 0,5 pul enzim restriksi (5U) ; 0,7 pl
buffer enzim ; dan 1 pl milique water sampai volume 7 pl. selanjutnya dilakukan
inkubasi selama 17 jam pada suhu 37°C.

Produk PCR-RFLP kemudian di elektroforesis pada gel agarose 2 % dengan buffer 1x
TBE (89 mM Tris, 89 mM asam borat, 2 mM Na’EDTA) yang mengandung 100 ng/ml
ethidium bromide.

Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation system). Alel
ditentukan dengan cara menginterpretasi pita (band) yang terbentuk paling jauh
migrasinya dari kutub anoda (-) ke katoda (+) sebagai alel A, berikutnya alel B, dan
seterusnya.

Analisis Data
Keragaman genotipe tiap-tiap individu dapat ditentukan dari pita-pita DNA gen

vang ditemukan. Masing-masing sampel dibandingkan berdasarkan ukuran (marker) yang
s=ma dan dihitung frekuensi alelnya dan frekuensi genotip. Frekuensi genotip dan
&ekuensi alel bisa dihitung dengan menggunakan rumus Nei dan Kumar (2000) :

i

(:“:1+z ni})

— ol jmi
X;=='x100% X, =

Keterangan :

X, = Frekuensi Genotip;

X, = Frekuensi alel ke-i;

= = Jumlah sampel yang bergenotif ii;
=; = Jumlah sampel yang bergenotif ij;
2= Jumlah sampel

Kescimbangan Hardy-Weinberg (HWE) dengan uji chi-square (X) dihitung

menurut Hartl (1988) sebagai berikut :

(0—E)?
E

=y
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gan :

= chi-square ;

= jumlah pengamatan genotipe ke-i;
= jumlah harapan genotipe ke-ii

hetemﬂgusﬂtas pengamatan (H,) dan heterozigositas harapan (H,) berdasarkan rumus

=, = heterozigositas pengamatan diantara populasi;
= = heterozigositas harapan diantara populasi;
= ukuran relatif populasi;

X () = frekuensi A;A; pada populasi ke-k
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BAB YV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi Gen GH
Berdasarkan hasil ekstraksi terhadap DNA genom di Laboratorium Bioteknologi
Terpadu UNHAS diperoleh gen GH pada kambing kacang berhasil di amplifikasi dengan
w=imik PCR dengan menggunakan gel agarose 1,5%. Panjang fragmen gen GH yang
Serhasil diamplifikasi dalam penelitian ini adalah 422 pb (Gambar 1). Hal ini sesuai
demgan penelitian yang dilakukan oleh Hua er af (2009) bahwa panjang gen GH hasil
smolifikasi dengan menggunakan pasangan basa primer adalah 422 pasang basa (pb).
Pemjang fragmen hasil amplifikasi dapat diketahui dengan cara mencocokkan situs
pemempelan pasangan primer pada sekuens gen GH (GenBank nomor akses JIN012229.1).
Soruktur gen GH yang diamati pada penelitian ini terdiri dari ekson 2 (126 pb), intron 2
{227 pb) dan sebagian dari ekson 3 (69 pb) dan sama dengan penelitian yang telah
&i=ksanakan oleh Seevagan (2015) pada domba indian.

422 pb

+)

Gambar 1. Hasil Amplifikasi gen Growth Hormon Kambing Kacang dengan Teknik PCR.
Lajur | merupakan marker, lajur 2-6 merupakan fragmen gen GH hasil amplifikasi dengan
2CR berukuran 422 pb pada gel agarose 1,5%.

Amplifikasi Gen GH adalah adalah proses perbanyakan atau penggandaan
tomponen DNA gen GH hasil ekstraksi dengan menggunakan bantuan alat PCR. Salah
satu tahap yang paling penting dalam proses amplifikasi gen dengan teknik PCR di
=boratorium adalah suhu penempelan primer (annealing). Suhu untuk penempelan primer
smumnya berbeda antar spesies ternak yang diakibatkan oleh beberapa faktor. Suhu
penempelan primer pada kambing kacang dalam penelitian ini adalah 65°C selama 30
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Kondisi ini berbeda dengan suhu penempelan primer pada kambing Peranakan
Shewah (PE), Saanen, dan Peranakan Etawah-Saanen (PESA) yaitu 60°C selama 45 detik
wniarsih, dkk), pada domba india (vembur sheep) 62°C selama 40 detik (Seevagan, et al,
15), namun sama dengan hasil penelitian Yulianty dkk pada kambing kacang di
nto (2013). Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi tingkat keberhasilan
smolifikasi pada ternak antara lain interaksi komponen campuran PCR (Palumbi, 1996),
ssbu penempelan primer (Yuniarsih, 2011), kemurnian hasil ekstraksi, ketepatan pemilihan

gemer yang digunakan yaitu kandungan G/C-nya 50%, serta ketepatan kondisi PCR
Rshayu, dkk., 2006).

Keragaman Gen GH/Haelll dengan RFLP

Keragaman genetik dapat dihitung dengan menggunakan beberapa alat ukur
Santaranya frekuensi genotip, frekuensi alel, dan derajat heterozigositas. Frekuensi
E=motipe adalah proporsi individu-individu yang dimiliki masing-masing genotipe, dimana
Se<kripsi frekuensi gen melibatkan identifikasi alel pada setiap lokus yang dianalisis dan
seschitungan proporsi dari tipe alel yang berbeda (Zein dkk, 2012). Frekuensi alel adalah
S=kuensi relatif dari suatu alel dalam populasi atau jumlah suatu alel terhadap total alel
wmmo terdapat dalam suatu populasi (Nei dan Kumar, 2000). Nilai heterozigositas
merupakan cara yang paling tepat untuk mengukur keragaman genetik suatu populasi (Nei,
5%7).
Frekuensi Genotip dan Frekuensi Alel

Berdasarkan hasil analisis frekuensi genotip pada fragmen DNA gen GH pada
k=mbing kacang dari 121 sampel yang diamati diperoleh hasil 2 macam genotipe yaitu AA
4sn AB sementara genotipe BB tidak tidak ditemukan (Tabel 1). Frekuensi genotipe AB
#.975) lebih tinggi dari frekuensi genotip AA (0,024). Genotipe AB dalam penelitian ini
&=andai dengan terbentuknya 3 fragmen dengan panjang masing-masing 422 pb, 366 pb,
&sn 56 pb sementara fragmen AA 2 fragmen dengan panjang 366 pb dan 56 pb (Gambar
7. Hasil ini tidak berbeda jauh dengan hasil penelitian Yuliyanty dkk (2013) pada
k=mbing kacang di Kabupaten Jeneponto yang memperoleh genotipe AB (0,723) dan
s=notipe AA (0,.276), pada kambing boer diperoleh fekuensi genotip AB (0,837) lebih
smogi dibanding genotip AA (0,162) namun tidak ditemukan genotip BB (Hua, et al,
2009), pada beberapa domba lokal India ditemukan frekuensi genotip AA (0,203) dan
Sekuensi genotip AB (0,796) (Kumari et al, 2014). Seevagan (2015) menyatakan dalam
sasil penelitiannya terhadap domba India (vembur sheep) dengan menggunakan lokus dan
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primer yang sama memperoleh genotip AA 0,43 dan AB 0,57 sementara genotip BB tidak
@&emukan dan kemungkinan disebabkan oleh adanya seleksi alam pada saat masih embrio.
Temuan ini cukup menarik sebab dari beberapa hasil penelitian sebelumnya pada gen GH
den menggunakan primer yang sama pada ternak kambing maupun domba pada lokus
A781G tidak pernah ditemukan genotip BB dan kemungkinan terbesar adalah genotip ini
bersifat letal resesif. Martojo (1993) menyatakan ekspresi gen letal ditandai dengan
k=matian individu pembawa gen tersebut sebelum lahir atau segera setelah lahir. Gen GH
sendiri merupakan gen yang memiliki peranan sangat penting dalam proses pembentukan
sormon GH dalam tubuh untuk pertumbuhan dan metabolisme tubuh. Menurut Sirotkin et
= (2003) gen GH memiliki peran yang cukup penting dalam oogenesis, perkembangan
@likel dan embriogenesis selama proses reproduksi. Growth Hormone memiliki peran
dalam pertumbuhan dan perkembangan postnatal, pertumbuhan jaringan, laktasi,
s=produksi, dan juga metabolisme protein, lemak, dan karbohidrat (Akers, 2006; Ayuk and
Sheppard, 2006; Thidar et al., 2008).

1 z 3 E 5 o 7 8

- -— 423 pb
- 366 ph

200 ph
S0 plh

=00 ph

200 pb

100 pb

()
M AB AB AB AB AA AA

Gambar 2 Visualisasi PCR-RFLP ruas gen GHIHaelll kambing kacang di Provinsi
Gorontalo. Lajur M merupakan marker, lajur 1 merupakan hasil amplifikasi gen GH
dengan ukuran 422 pasang basa (pb), lajur 3-6 merupakan hasil pemotongan menggunakan
enzim restriksi Haelll pada ukuran ke 422 pb dan 366 pb, lajur 7.8 merupakan hasil
pemotongan menggunakan enzim restriksi Hae/ll pada ukuran ke 366 pb.

Hasil analisis ruas gen GHIHaelll kambing kacang di keseluruhan sub populasi
vang diamati menunjukan frekuensi alel A adalah 0,512 lebih tinggi dibandingkan dengan

Sekuensi alel B yaitu 0,487. Frekuensi alel A yang lebih tinggi disebabkan ditemukannya
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AA pada pada sub populasi Kota Gorontalo, Kabupaten Gorontalo, dan
n Gorontalo Utara meskipun hanya tiga ekor sehingga berpengaruh terhadap hasil
gan frekuensi alel A yang lebih tinggi dari alel B. Frekuensi alel yang diperoleh
; sidak berbeda jauh dengan hasil penelitian Yuliyanti dkk (2013) yang menemukan
_ i alel A adalah 0,638 dan alel B adalah 0,36, Kumari et al (2014) yang juga
memperoleh hasil untuk frekuensi alel A sebesar 0,601 dan alel B sebesar 0,398. Nilai
S=kuensi alel baik A maupun B yang lebih rendah dari 0,95 mengindikasikan adanya
gelimorfik gen GHIHaelll pada kambing kacang yang tersebar di beberapa daerah di
Seovinsi Gorontalo. Nei (1987) mengatakan bahwa suatu alel dikatakan polimorfik jika
=emiliki frekuensi alel sama dengan atau kurang dari 0,99. Nei dan Kumar (2000)
senyatakan bahwa keragaman genetik terjadi apabila terdapat dua alel atau lebih dalam
ssstu populasi (biasanya lebih dari 1%).
DPerajat Heterozigositas dan Keseimbangan Hardy-Weinberg

Berdasarkan hasil analisis, dari keseluruhan sub populasi yang diamati diperoleh
silai heterozigositas pengamatan (Ho) adalah 0,97 dan nilai heterozigositas harapan (He)
sialah 0,50 (Tabel 1). Nilai heterozigositas ini sedikit berbeda dengan hasil penelitian
¥aliyanti dkk (2013) pada kambing kacang di Kabupaten Jeneponto yang menyatakan Ho
s=hesar 0,533 dan He 0,461. Nilai heterozigositas dipengaruhi oleh jumlah sampel, jumlah
del dan frekuensi alel. Menurut Tambasco, et al (2003), perbedaan antara nilai
seterozigositas pengamatan (Ho) dan nilai heterozigositas harapan (He) dapat dijadikan
=dikator tidak adanya keseimbangan genotipe pada populasi yang diamati. Nei (1987)
menyatakan nilai heterozigositas berkisar antara 0 (nol) sampai 1 (satu), apabila nilai
eterozigositas sama dengan 0 maka diantara populasi yang diukur memiliki hubungan
genetik yang sangat dekat dan apabila nilai heterozigositas sama dengan 1 maka diantara
sopulasi yang diukur tidak terdapat hubungan genetik atau pertalian genetik sama sekali.
Nilai heterozigositas pengamatan yang lebih tinggi dari heterozigositas harapan
mengindikasikan adanya keragaman genetik yang cukup tinggi dalam populasi kambing
kacang di Provinsi Gorontalo, Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi tingginya tingkat
keragaman tersebut adalah peluang untuk terjadinya inbreding atau kawin acak antara
sesama kambing kacang yang cukup rendah. Hasil pengamatan secara umum di beberapa
lokasi pengambilan sampel ditemukan kambing PE dan telah terjadi perkawinan silang
antara kambing kacang dan PE yang fidak terarah/terpola secara sistematis. Hasil
] serkawinan tersebut telah menghasilkan keturunan dcngan komposisi genetik gabungan
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kedua bangsa kambing sehingga berpengaruh dengan diperolehnya nilai
igositas yang cukup tinggi.

4. Frekuensi Genotipe, Frekuensi Alel, dan WNilai Heterozigositas Kambing Kacang di
msi Gorontalo

N Frekuensi  Frekuensi Alel  Heterozigositas o2
(ekor) CPOUPS  Cootipe T A B T
AA 1 (0,047)
. AB  20(0952) 0523 0476 095 051 164
BB 0
AA 0
3 AB 20(1,00) 050 050 100 051 19,0
BB 0
AA 1(0,05)
"G;"";ﬁ“‘;f: 20 AB 19(095) 0525 0475 095 051 154
| BB 0
Esbupaten AA 1(0.047)
Gorontalo 21 AB  20(0952) 0523 0476 095 051 164
Utara BB 0
AA 0
Pebmatt 19 AB 191,000 050 050 100 051 18
BB 0
AA 0
m" 20 AB 20(1,000 050 050 1.00 051 19
BB 0
Provinsi o 2 \hiza)
. M AB 118 (g,sns) 0512 0487 097 050 1086
BB

R=serangan: derajat bebas (db) = 1; X705 = 3,84 dan X'y, = 6,64

Keseimbangan alel dalam suatu populasi (keseimbangan Hardy-Weinberg) dilihat
serdasarkan besarnya nilai khi kuadrat (X°) yang dihitung berdasarkan perbedaan frekuensi
s=notipe pengamatan dengan frekuensi genotipe harapan (Misrianti dkk, 2011).
Serdasarkan hasil analisis khi kuadrat pada gen GHIHaelll diperoleh hasil populasi
&=mbing kacang di Provinsi Gorontalo dalam keadaan tidak seimbang (X* hitung 108,6 >
X° tabelyes 3.84) dari ketentuan yang diharapkan oleh hukum Hardy-Weinberg.
Ke=tidakseimbangan ini mengindikasikan bahwa telah terjadi perkawinan yang tidak acak
dalam kedua subpopulasi tersebut yang diakibatkan oleh beberapa faktor. Keseimbangan
Hardy-Weinberg berhubungan erat dengan frekuensi genotip dan frekuensi alel.
Berdasarkan hukum hardy-weinberg bahwa frekuensi gen dominan dan resesif pada suatu
populasi yang cukup besar tidak akan berubah dari generasi ke generasi jika tidak ada
seleksi, migrasi, mutasi, genetic drift (Hardjosubroto, 1998). Hasil penelitian yang telah
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can oleh Ilham (2014) menyatakan kambing lokal di Kabupaten Bone Bolango
= fenotip kualitatif memiliki ciri seperti yang dimiliki kambing kacang dan kambing
Etawa. Introduksi kambing Peranakan Etawah (PE) dimasa lalu dalam rangka
meminckatkan mutu genetik kambing kacang di Provinsi Gorontalo sedikit banyak telah
~hah komposisi genetik kambing kacang di beberapa daerah di Provinsi Gorontalo.
Seleksi buatan yang tidak terarah telah menyebabkan terjadinya perkawinan kambing
> dan PE dengan pola yang tidak terarah pula sehingga menghasilkan keturunan
sing komposit kacang-PE tanpa persentase komposisi genetik yang jelas sehingga
“mesimbulkan ketidakseimbangan hardy-weinberg.

Hasil identifikasi alel dan tingkat keragaman genetik dari hasil penelitian ini
Barapkan dapat dijadikan acuan atau dasar untuk melakukan perbaikan dan peningkatan
~musu genetik kambing kacang yang ada di Provinsi Gorontalo. Nilai heterozigositas yang
smegi dapat dijadikan dasar bagi penentu kebijakan untuk melakukan langkah-langkah
menjaga kemurnian kambing kacang di Provinsi Gorontalo sehingga ketersediaan bibit
=g unggul dapax tetap terjaga setiap saat. Proses migrasi kambing-kambing eksotik
Jesmbing PE) dari luar Provinsi Gorontalo harus diatur sedemikian rupa sehingga tidak
Begitu besar pengaruhnya terhadap penurunan tingkat kemurnian kambing kacang di
Pwovinsi Gorontalo sebagai kambing asli Indonesia. Selain faktor dari eksternal,
wsersediaan pejantan unggul yang berasal dari keturunan kambing kacang murni di tingkat
petemak yang masih sangat kurang sangat perlu diantisipasi sebab para peternak kambing
4kal di Provinsi Gorontalo lebih cenderung menggunakan pejantan unggul dari keturunan
kambing PE yang dianggap memiliki ukuran tubuh lebih besar. Persilangan yang dilakukan
sara peternak tanpa mengikuti pola pemuliaan dan komposisi genetik di setiap generasinya
sk=n menghasilkan keturunan yang memiliki variasi genetik yang cukup tinggi dan hal ini
sk=n membutuhkan waktu yang lebih lama lagi untuk melakukan pemurnian kambing
kacang dari awal.
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BAB VI
RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

1. Identifikasi Keragaman Genetik pada Gen GH Kambing Kacang

Jenis Kegiatan Bulan ke-
3148516171819 10

h | |

| PERSIAPAN

. Survai lokasi penelitian

| Perjalanan TPM ke TPP PP

' untuk koordinasi TPP dan TPM

| tentang cara sampling darah
ternak kambing untuk analisis
keragaman DNA Gen

PELAKSANAAN

Sampling darah Kota Gorontalo,

| Kab. Bone Bolango,

Kab.Gorontalo, Kab.Gorontalo

Utara, Kab.Boalemo,

Kab.Pohuwato

Perjalanan TPP ke TPM PP

membawa hasil sampling darah

untuk analisis keragaman genetik

Ekstraksi, purifikasi, dan analisis

keragaman DNA Gen GH

melalui proses PCR dan

pemotongan ruas gen

menggunakan enzim restriksi di

Laboratorium TPM

Perjalanan TPP ke TPM PP

untuk konsultasi analisis data

hasil analisis keragaman gen GH

dan persiapan pembuatan laporan

akhir

PEMBUATAN LAPORAN

AKHIR

Laporan kemajuan |

Pelaporan dan Seminar

Finalisasi Laporan Akhir

Vo | s |

Berdasarkan jadwal penelitian yang sebelumnya telah dibuat di proposal, maka
shap penelitian keragaman genetik kambing kacang di Provinsi Gorontalo adalah sudah
sampai pada tahapan 9 yaitu finalisasi laporan. Finalisasi laporan akhir belum dilakukan
s=hab menunggu beberapa masukan pada saat dilakukan monev eksternal. Luaran
senelitian dalam bentuk jurnal nasional terakreditasi telah dibuat namun masih dalam
sentuk draff yang akan dikirimkan ke Jurnal Media Peternakan IPB. Diseminasi dalam
sentuk seminar hasil penelitian telah dilakukan di Universitas Haluuleo (UHO) melalui
Seminar Internasional “Improving Topical Animal Production For Food Security” dengan
sudul “Diversity Growth Hormone (Gh) Gene Kacang Goat In Kota Gorontalo And
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Of Bone Bolango (Province Of Gorontalo)” pada tanggal 3-5 November sebagai
=r. Prosiding belum bisa diterbitkan sebab masih dalam tahap proses penerbitan

Jumlah total dana yang telah diserap hingga 12 November 2015 adalah Rp.
8562 dan dipergunakan untuk honor tenaga bantu peneliti, pembelian alat dan bahan,
anan-perjalanan, dan biaya lain-lain. Total dana yang terserap tersebut secara
peentase adalah 71% dari total dana yang telah dirasionalisasi DIKTI (Rp. 75.000.000).
dana yang belum dibelanjakan oleh TPP adalah Rp.21.464.000 dan dana tersebut akan
anakan untuk biaya vang belum dibelanjakan diantaranya biaya publikasi pada jurnal
a] terakreditasi, pembuatan laporan 100%, dan biaya honorarium TPP dan TPM.
Setelah tahapan penelitian tahun I selesai, maka tim TPP & TPM akan kembali
an penelitian untuk tahun kedua melalui sumber pendanaan yang sama di tahun
. Penelitian tahun ke II kambing kacang Gorontalo yang diamati adalah aspek genetik dan
atip. Aspek genetik adalah tentang keragaman genetik pada gen IGF-1 sementara aspek
S=otip adalah aspek produksi (bobot badan, pertambahan bobot badan, bobot lahir,
Smmlitas air susu) dan reproduksi (persentase kelahiran, persentase kematian, jumlah anak
seh=lahiran). Total dana yang akan diajukan untuk tahun ke II adalah Rp. 100.000.000
w=mg terdistribusi dalam komponen pembelian alat dan bahan, biaya perjalanan perjalanan
PP dan TPM, serta biaya lain-lain.
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I1. Identifikasi Keragaman Gen IGF-1 & Produktivitas Kambing Kacang

Jenis Kegiatan Bulan ke-
12|34 |5|6| 7 |8[|9%]|10

o |

| PERSIAPAN

| Survai lokasi penelitian

| Seleksi induk kambing yang akan
dijadikan sampel pengamatan

PELAKSANAAN

Perjalanan ke Kabupaten dan Kota
di Provinsi Gorontalo untuk
mendapatkan data fenotip
(produksi dan reproduksi) kambing
kacang

Analisis kualitas air susu di
laboratorium BPOM Provinsi ‘
Gorontalo
Perjalanan TPM ke TPP untuk |{
memberikan arahan dan metode
untuk sampling air susu dan cara |}
mengukur produksi air susu induk. |
Analisis keragaman DNA Gen
IGF-1 melalui proses PCR dan

pemotongan ruas gen
menggunakan enzim restriksi di
Laboratorium TPM

Perjalanan TPP ke TPM PP untuk

konsultasi analisis data hasil

analisis keragaman gen IGF-] dan
persiapan pembuatan laporan akhir

PEMBUATAN LAPORAN

AKHIR

Laporan kemajuan

Pelaporan dan Seminar

Finalisasi Laporan Akhir

Leterangan

- Pada no 5 TPM melakukan perjalanan ke TPP selama 6 hari untuk memberikan arahan
dan juga mendiskusikan tentang sampling atau mendapatkan sampel air susu dari ternak
kambing kacang yang akan diamati. TPM juga akan memberikan gambaran umum
tentang analisis keragaman gen IGF-1 di laboratorium TPM terutama ketika TPP akan
melakukan berada dalam laboratorium.

- Pada poin no 6 TPP melakukan perjalanan ke TPM selama 1 bulan untuk melakukan uji
keragaman gen IGF-1 di laboratorium TPM. Selama di laboratorium, TPP akan
didampingi oleh TPM untuk melakukan serangkaian analisis keragaman genetik dengan
menggunakan DNA genom yang telah diekstraksi pada tahun 1. TPP juga akan
berkoordinasi dengan TPM tentang arah pembahasan dalam laporan akhir TPP
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BAB VI
KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pengamatan dan pembahasan dapat disimpulkan:

Fe=kuensi genotipe gen GH kambing kacang yang diamati di Provinsi Gorontalo adalah
A4 0,025 dan AB 0,975, frekuensi alel A 0,512 dan alel B 0,487, heterozigositas
sengamatan (Ho) 0,97 dan heterozigositas harapan (He) 0.50.

Eeragaman genetik gen GH kambing kacang di Provinsi Gorontalo cukup tinggi
ipolimorfik) sehingga dapat dijadikan dasar untuk melakukan seleksi agar kambing
kacang memiliki fenotip yang seragam.

Gen GHIHaelll kambing kacang di Provinsi Gorontalo tidak berada dalam
k=seimbangan hukum hardy-weinberg
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Lampiran 2 Dokumentasi Kegiatan Penelitian

Sampling darah kambing bersama TPM Sampling darah kambing bersama TPM
Di Kota Gorontalo Di Kota Gorontalo

Sampling darah kambing bersama TPM Sampling darah kambing bersama TPM
Di Kabupaten Bone Bolango Di Kabupaten Bone Bolango

Sampling darah kambing bersama TPP Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Gorontalo Di Kabupaten Gorontalo




Sampling darah kambing bersama TPP
D Kabupaten Gorontalo Utara

Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Gorontalo Utara

Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Pohuwato

Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Pohuwato

Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Boalemo

Sampling darah kambing bersama TPP
Di Kabupaten Boalemo
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Biotek Terpadu Fapet UNHAS

Diskusi Ketua TPM bersama TPP di Lab

Sampel darah kambing kacang dalam tabung
EDTA siap untuk ekstraksi DNA

= iy T ol R o, W

i "---,-__“‘
- e 5 = B W .

- S SSSSVDBBBT

dalam tabung ependorf

DNA murni hasil ekstraksi yang disimpan

Pendampingan proses ekstraksi DNA oleh
ketua TPM terhadap TPP

Melakukan Centrifuge dalam rangka ekstraksi
DNA oleh TPP di Lab Biotek Terpadu UNHAS

Melakukan elektroforesis dalam rangka
analisis keragaman gen GH oleh TPP di Lab
Biotek Terpadu Fapet UNHAS
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POLIMORFISME GEN GROWTH HORMONE (GH) KAMBING KACANG
DENGAN METODE POLYMERASE CHAIN REACTION-RESTRICTION FRAGMENT
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ABSTRAK

Growth Hormone (GH) merupakan protein yang dihasilkan dari kelenjar hipophysa anterior
oleh sel-sel somatrotop dan proses pembentukannya dibawah kendali gen GH. Fungsi
utamanya adalah merangsang pertumbuhan tulang, otot, dan metabolisme lemak. Tujuan
penelitian ini mengetahui polimorfisme gen GH kambing kacang dengan metode Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). Sebanyak 121
- sampel darah dari ternak kambing kacang di beberapa wilayah Provinsi Gorontalo diekstraksi
di Laboratorium Bioteknologi Terpadu UNHAS untuk memperoleh DNA genom. DNA
genom diekstraksi menggunakan Kit DNA ekstraksi Genjet Genomic DNA Extraction
(Thermo Scientific) mengikuti protokel standar fenol-kloroform, diamplifikasi dengan teknik
- Polymerase Chain Reaction (PCR), dan Genotyping dilakukan dengan metode Polymerase
Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) menggunakan
- enzim restriksi Hae//II. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan menghitung
- nilai frekuensi genotipe, frekuensi alel, derajat heterozigositas, dan uji chi square. Hasil
penelitian menunjukkan frekuensi genotipe gen GH pada kambing kacang adalah AA 0,25
dan AB 0,975%, frekuensi alel A 0,512 dan alel B 0,487, heterozigositas pengamatan (Ho)
0,97 dan heterozigositas harapan (He) 0.50. Populasi kambing kacang di Provinsi Gorontalo
berdasarkan analisis chi square dalam keadaan tidak seimbang dari ketentuan hardy-weinberg
sebab adanya perkawinan tidak acak. Berdasarkan hasil disimpulkan gen GH pada kambing
kacang menggunakan metode Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP) adalah polimorfik sehingga dapat dijadikan penanda genetik
untuk melakukan seleksi,

Kata Kunci: polimorfisme, growth hormone, kambing kacang,

PENDAHULUAN

Kambing kacang sebagai salah satu kambing lokal asli Indonesia memiliki kelebihan
antara lain mampu beradaptasi dan bertahan hidup pada lahan dengan kondisi hijauan pakan
kualitas rendah, daya tahan terhadap penyakit lokal cukup baik, dan laju reproduksi cukup
tinggi. Ukuran tubuh dan bobot badan kambing kacang yang lebih kecil dari kambing
Peranakan Etawah (PE) sehingga lebih disukai oleh peternak terutama peternak tradisional
sebab tidak memerlukan biaya tinggi dalam penyediaan pakan selama proses budidaya.
Seiring dengan pertambahan jumlah penduduk maka kebutuhan daging di Indonesia semakin
meningkat pula sehingga ternak kambing semakin dibutuhkan tidak saja dari produk
utamanya (daging, susu, dan bulu) namun sebagai salah satu syarat utama dalam berbagai
ritual keagamaan seperti ternak qurban atau pada prosesi akigah dalam Islam.

Eksistensi kambing kacang dibeberapa wilayah Indonesia saat ini cukup
memprihatinkan dan semakin terancam oleh gencamya kawin silang dengan breed kambing
impor. Hal ini dilakukan demi keinginan untuk mempercepat terjadinya peningkatan
produktivitas namun tidak disertai dengan upaya-upaya untuk melakukan pelestarian breed
kambing kacang sebagai Sumber Daya Genetik Ternak (SDGT) lokal. Berdasarkan data dari
Ditien PKH (2013) hingga tahun 2013 populasi ternak kambing di Indonesia adalah
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18.576.192 ekor dan dari jumlah tersebut 9.864.157 ekor (56,42%) ekor tersebar di pulau
Jawa, 4.108.439 ekor (23,59%) di pulau Sumatera, dan sisanya 3.510.127 ekor (19,99%)
tersebar di pulau lain yang ada di Indonesia. Khusus di provinsi Gorontalo total populasi
ternak kambing yang dimiliki adalah 76.982 ekor didominasi oleh kambing kacang dan
sebagian kecil kambing PE serta turunan hasil persilangan keduanya.

Kambing kacang sebagai salah satu plasma nutfah dan telah ditetapkan oleh
pemerintah sebagai Rumpun Kambing Kacang melalui SK Menteri Pertanian Nomor
2840/Kpts/LB.430/8/2012 perlu ditindaklanjuti melalui kegiatan pemurnian, pengembangan,
dan pemanfaatan secara berkelanjutan dalam rangka pelestarian SDGT dan penyediaan
daging nasional. Hasil penelitian [tTham (2012) terhadap kambing lokal di Kabupaten Bone
Bolango menyatakan ternak kambing yang ditemukan secara fenotip adalah kambing kacang,
kambing PE, dan turunan dari hasil persilangan antara keduanya.

Keragaman tingkat fenotip seringkali berbeda dengan keragaman tingkat genetik (gen-
gen) yang dimiliki setiap ekor kambing. Salah satu gen yang sering digunakan untuk
mengetahui keragaman genetik pada ternak kambing adalah gen Growth Hormone (GH). Gen
ini berfungsi mengendalikan proses pembentukan GH dalam sel somatotrop dalam lobus
anterior yang berperan dalam pertumbuhan jaringan dan metabolisme lemak (Burton, er al,
1994), meningkatkan efesiensi penggunaan pakan, meningkatkan pertumbuhan organ dan
tulang pada hewan yang sedang tumbuh (Etherton dan Bauman, 1998), dan pengaturan
perkembangan kelenjar mamae pada ternak ruminansia (Akers, 2006). Deteksi keragaman
secara genetik memiliki akurasi yang lebih baik dibandingkan secara fenotip sebab tidak
dipengaruhi lingkungan. Berdasarkan hal tersebut maka penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui keragaman genetik gen GH kambing kacang di Provinsi Gorontalo.

METODOLOGI
Koleksi Darah

Darah ditampung menggunakan tabung vacuftainer dari vena jugularis (sekitar 3 ml)
dengan menggunakan jarum venojet dan tabung vacuffainer dengan berisi EDTA. Darah yang
telah tertampung dari setiap wilayah selanjutnya dikumpulkan dan disimpan dalam lemari
pendingin suhu -20 °C sebelum dibawa ke Laboratorium TPM untuk dilakukan ekstraksi
DNA genom. Prosedur ekstraksi DNA darah didasarkan pada metode standar fenol-kloroform
(Sambrook et al..1989).

Ekstraksi DNA

DNA diisolasi dan dimurnikan dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi Genjet
Genomic DNA Extraction (Thermo Scientific) dengan mengikuti protokol ekstraksi yang
disediakan. Sebanyak 200 pl sampel darah dilisiskan dengan menambahkan 400 pl larutan
lysis buffer dan 20 pl proteinase K (10 mg/ml), campuran kemudian diinkubasi pada suhu
56°C selama 60 menit didalam waterbath shaker. Setelah inkubasi larutan kemudian
ditambahkan 200 pl ethanol absolute 96% dan disentrifugasi 6.000 x g selama 1 menit.
Pemurnian DNA dilakukan dengan metode spin column dengan penambahan 500 pl larutan
pencuci wash buffer 1 yang kemudian dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 8.000 x g selama 1
menit. Setelah supernatannya dibuang, DNA kemudian dicuci lagi dengan 500 pl wash buffer
II dan disentrifugasi pada 12,000 x g selama 3 menit. Setelah supernatan dibuang, DNA
kemudian dilarutkan dalam 200 pl elution buffer dan disetrifugasi pada 8.000 x g untuk
selanjutnya DNA hasil ekstraksi ditampung dan disimpan pada suhu -20°C. Pengujian kualitas
DNA dilakukan secara kualitatif dengan elekstoporesis pada gel agarose 1,5% dengan buffer
1x TBE (89 mM Tris, 89 mM asam borat, 2 mM Na’EDTA) yang mengandung 100 ng/ml
ethidium bromide. Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation
system).




Amplifikasi DNA Target (PCR)

Komposisi reaksi PCR dikondisikan pada volume reaksi 25 ul yang terdiri atas 100 ng
DNA, 0.25 mM masing-masing primer, 150 uM dNTP, 2.5 mM Mg, 0.5 Taqg DNA
polymerase dan 1x buffer. Primer yang digunakan untuk amplifikasi gen GH terdiri atas
primer forward dengan sekuen DNA 5°-CTCTGCCTGCCCTGGACT-3" dan primer reverse
dengan sekuen DNA 5-GGAGAAGCAGAAGGCAACC-3° (Hua et al,2009). Kondisi
mesin PCR dimulai dengan denaturasi awal pada suhu 94°C x 2 menit, diikuti dengan 35
siklus berikutnya masing-masing denaturasi 94°C x 45 detik, dengan suhu annealing yang
berbeda-beda diantara gene target yaitu : 65°C x 30 detik (GH), yang dilanjutkan dengan satu
siklus ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit dengan menggunakan mesin PCR
(SensoQuest, Germany). Produk PCR kemudian di elektroforesis pada gel agarose 1,5%
dengan buffer 1x TBE (89 mM Tris, 89 mM asam borat, 2 mM Na’EDTA) yang mengandung
100 ng/ml ethidium bromide. Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel
documentation system).

Genotyping Fragment Gen GH (PCR-RFLP)

Produk PCR yang diperoleh dari masing-masing gen target kemudian dianalisis
menggunakan RFLP melalui pemotongan menggunakan enzim restriksi yang memiliki situs
pemotongan pada gen GH|Haelll yaitu GG|CC. Sebanyak 4 pl DNA produk PCR
ditambahkan 0,5 pl enzim restriksi (5U) ; 0,7 pl buffer enzim ; dan 1 pl milique water
sampai volume 7 pl, selanjutnya dilakukan inkubasi selama 17 jam pada suhu 37°C. Produk
PCR-RFLP kemudian di elektroforesis pada gel agarose 2 % dengan buffer 1x TBE (89 mM
Tris, 89 mM asam borat, 2 mM Na’EDTA) yang mengandung 100 ng/ml ethidium bromide.
Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation system). Alel ditentukan
dengan cara menginterpretasi pita (band) yang terbentuk paling jauh migrasinya dari kutub
anoda (-) ke katoda (+) sebagai alel A, berikutnya alel B, dan seterusnya.

Analisis Data
Keragaman genotipe tiap-tiap individu dapat ditentukan dari pita-pita DNA gen yang
ditemukan. Masing-masing sampel dibandingkan berdasarkan ukuran (marker) yang sama dan
dihitung frekuensi alelnya dan frekuensi genotip. Frekuensi genotip dan frekuensi alel bisa
dihitung dengan menggunakan rumus Nei dan Kumar (2000) :

(351'1*3 i nul)

n ]=1 !

X; =~ x100% X, = o

Keterangan :

Xii = Frekuensi G'E!ﬂﬂﬁp;

X; = Frekuensi alel ke-i;

n; = Jumlah sampel yang bergenotif ii;
n;; = Jumlah sampel yang bergenotif ij;
n = Jumlah sampel

Keseimbangan Hardy-Weinberg (HWE) dengan uji chi-square (X°) dihitung menurut
Hartl (1988) sebagai berikut :

(0 - E)°
E

X*=Y%



Keterangan :

1 = chi-square ;

O = jumlah pengamatan genotipe ke-i;
E= jumlah harapan genotipe ke-ii

Nilai heterozigositas pengamatan (#,) dan heterozigositas harapan (H,) berdasarkan rumus
heterozigositas Nei dan dihitung dengan menggunakan software PopGene 32 versi 1.31 (Yeh

et al., 1999).
g

£ g q
Hazzwkzxku Hle_zwkzxkz:
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Keterangan :

H, = heterozigositas pengamatan diantara populasi;
H, = heterozigositas harapan diantara populasi;

wi = ukuran relatif populasi;

Xk,'j {I‘T’]) = frekuensi ﬁiAj pada pupulasi ke-k

HASIL DAN PEMBAHASAN
Amplifikasi Gen GH

Berdasarkan hasil ekstraksi terhadap DNA genom di Laboratorium Bioteknologi
Terpadu UNHAS diperoleh gen GH pada kambing kacang berhasil di amplifikasi dengan
teknik PCR dengan menggunakan gel agarose 1,5%. Panjang fragmen gen GH yang berhasil
diamplifikasi dalam penelitian ini adalah 422 pb (Gambar 1). Hal ini sesuai dengan penelitian
yang dilakukan oleh Hua er al (2009) bahwa panjang gen GH hasil amplifikasi dengan
menggunakan pasangan basa primer adalah 422 pasang basa (pb). Panjang fragmen hasil
amplifikasi dapat diketahui dengan cara mencocokkan situs penempelan pasangan primer
pada sekuens gen GH (GenBank nomor akses JN012229.1). Struktur gen GH yang diamati
pada penelitian ini terdiri dari ekson 2 (126 pb), intron 2 (227 pb) dan sebagian dari ekson 3
(69 pb) dan sama dengan penelitian yang telah dilaksanakan oleh Seevagan (2015) pada
domba indian.

200 ph

!“ﬂﬂ___'_ —— 422 pb
400 ph i
300 ph—sa i

200 plh ———- BT

100 ph—=

+)

M

Gambar 1. Hasil Amplifikasi gen Growth Hormon Kambing Kacang dengan Teknik PCR.
Lajur 1 merupakan marker, lajur 2-6 merupakan fragmen gen GH hasil amplifikasi dengan
PCR berukuran 422 pb pada gel agarose 1,5%.




Amplifikasi Gen GH adalah adalah proses perbanyakan atau penggandaan komponen
DNA gen GH hasil ekstraksi dengan menggunakan bantuan alat PCR. Salah satu tahap yang
paling penting dalam proses amplifikasi gen dengan teknik PCR di laboratorium adalah suhu
penempelan primer (annealing). Suhu untuk penempelan primer umumnya berbeda antar
spesies ternak yang diakibatkan oleh beberapa faktor. Suhu penempelan primer pada kambing
kacang dalam penelitian ini adalah 65°C selama 30 detik. Kondisi ini berbeda dengan suhu
penempelan primer pada kambing Peranakan Etawah (PE), Saanen, dan Peranakan Ftawah-
Saanen (PESA) yaitu 60°C selama 45 detik (Yuniarsih, dkk), pada domba india (vembur
sheep) 62°C selama 40 detik (Seevagan, et al, 2015), namun sama dengan hasil penelitian
Yulianty dkk pada kambing kacang di Jeneponto (2013). Beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi tingkat keberhasilan amplifikasi pada ternak antara lain interaksi komponen
campuran PCR (Palumbi, 1996), suhu penempelan primer (Yumiarsih, 2011), kemurnian hasil
ekstraksi, ketepatan pemilihan primer yang digunakan yaitu kandungan G/C-nya 50%, serta
ketepatan kondisi PCR (Rahayu, dkk., 2006).

Keragaman Gen GH/Haelll dengan RFLP

Keragaman genetik dapat dihitung dengan menggunakan beberapa alat ukur
diantaranya frekuensi genotip, frekuensi alel, dan derajat heterozigositas. Frekuensi genotipe
adalah proporsi individu-individu yang dimiliki masing-masing genotipe, dimana deskripsi
frekuensi gen melibatkan identifikasi alel pada setiap lokus yang dianalisis dan penghitungan
proporsi dari tipe alel yang berbeda (Zein dkk, 2012). Frekuensi alel adalah frekuensi relatif
dari suatu alel dalam populasi atau jumlah suatu alel terhadap total alel yang terdapat dalam
suatu populasi (Nei dan Kuar, 2000). Nilai heterozigositas merupakan cara yang paling tepat
untuk mengukur keragaman genetik suatu populasi (Nei, 1987).
Frekuensi Genotip dan Frekuensi Alel

Berdasarkan hasil analisis frekuensi genotip pada fragmen DNA gen GH pada
kambing kacang dari 41 sampel yang diamati diperoleh hasil 2 macam genotipe yaitu AA dan
AB sementara genotipe BB tidak tidak ditemukan (Tabel 1). Frekuensi genotipe AB (0,975)
lebih tinggi dari frekuensi genotip AA (0,024). Genotipe AB dalam penelitian ini ditandai
dengan terbentuknya 3 fragmen dengan panjang masing-masing 422 pb, 366 pb, dan 56 pb
sementara fragmen AA 2 fragmen dengan panjang 366 pb dan 56 pb (Gambar 2). Hasil ini
tidak berbeda jauh dengan hasil penelitian Yuliyanty dkk (2013) pada kambing kacang di
Kabupaten Jeneponto yang memperoleh genotipe AB (0,723) dan genotipe AA (0,276),
pada kambing boer diperoleh fekuensi genotip AB (0,837) lebih tinggi dibanding genotip AA
(0,162) namun tidak ditemukan genotip BB (Hua, et al, 2009), pada beberapa domba lokal
India ditemukan frekuensi genotip AA (0,203) dan frekuensi genotip AB (0,796) (Kumari et
al, 2014). Seevagan (2015) menyatakan dalam hasil penelitiannya terhadap domba India
(vembur sheep) dengan menggunakan lokus dan primer yang sama memperoleh genotip AA
0,43 dan AB 0,57 sementara genotip BB tidak ditemukan dan kemungkinan disebabkan oleh
adanya seleksi alam pada saat masih embrio. Temuan ini cukup menarik sebab dari beberapa
hasil penelitian sebelumnya pada gen GH dan menggunakan primer yang sama pada ternak
kambing maupun domba pada lokus A781G tidak pernah ditemukan genotip BB dan
kemungkinan terbesar adalah genotip ini bersifat letal resesif. Martojo (1993) menyatakan
ekspresi gen letal ditandai dengan kematian individu pembawa gen tersebut sebelum lahir
atau segera setelah lahir. Gen GH sendiri merupakan gen yang memiliki peranan sangat
penting dalam proses pembentukan hormon GH dalam tubuh untuk pertumbuhan dan
metabolisme tubuh. Menurut Sirotkin et al (2003) gen GH memiliki peran yang cukup penting
dalam oogenesis, perkembangan folikel dan embriogenesis selama proses reproduksi. Growth
Hormone memiliki peran dalam pertumbuhan dan perkembangan postnatal, pertumbuhan



jaringan, laktasi, reproduksi, dan juga metabolisme protein, lemak, dan karbohidrat (Akers,
2006; Ayuk and Sheppard, 2006; Thidar et al., 2008).
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Gambar 2 Visualisasi PCR-RFLP ruas gen GHIHaelll kambing kacang di Provinsi Gorontalo.
Lajur M merupakan marker, lajur 1 merupakan hasil amplifikasi gen GH dengan ukuran 422
pasang basa (pb), lajur 3-6 merupakan hasil pemotongan menggunakan enzim restriksi Haelll
pada ukuran ke 422 pb dan 366 pb, lajur 7,8 merupakan hasil pemotongan menggunakan
enzim restriksi Hae/IT pada ukuran ke 366 pb.

Hasil analisis ruas gen GHIHae/ll kambing kacang di keseluruhan sub populasi vang
diamati menunjukan frekuensi alel A adalah 0,512 lebih tinggi dibandingkan dengan
frekuensi alel B yaitu 0,487. Frekuensi alel A yang lebih tinggi disebabkan ditemukannya
genotipe AA pada pada sub populasi Kota Gorontalo, Kabupaten Gorontalo, dan Kabupaten
Gorontalo Utara meskipun hanya tiga ekor sehingga berpengaruh terhadap hasil penghitungan
frekuensi alel A yang lebih tinggi dari alel B. Frekuensi alel vang diperoleh ini tidak berbeda
jauh dengan hasil penelitian Yuliyanti dkk (2013) yang menemukan frekuensi alel A adalah
0,638 dan alel B adalah 0,36, Kumari et al (2014) yang juga memperoleh hasil untuk
frekuensi alel A sebesar 0,601 dan alel B sebesar 0,398. Nilai frekuensi alel baik A maupun B
yang lebih rendah dari 0,95 mengindikasikan adanya polimorfik gen GHIHaelll pada
kambing kacang yang tersebar di beberapa daerah di Provinsi Gorontalo. Nei (1987)
mengatakan bahwa suatu alel dikatakan polimorfik jika memiliki frekuensi alel sama dengan
atau kurang dari 0,99. Nei dan Kumar (2000) menyatakan bahwa keragaman genetik terjadi
apabila terdapat dua alel atau lebih dalam suatu populasi (biasanya lebih dari 1%).

Derajat Heterozigositas dan Keseimbangan Hardy-Weinberg

Berdasarkan hasil analisis, dari keseluruhan sub populasi yang diamati diperoleh nilai
heterozigositas pengamatan (Ho) adalah 0,97 dan nilai heterozigositas harapan (He) adalah
0,50 (Tabel 1). Nilai heterozigositas ini sedikit berbeda dengan hasil penelitian Yuliyanti dkk
(2013) pada kambing kacang di Kabupaten Jeneponto yang menyatakan Ho sebesar 0,533 dan
He 0,461. Nilai heterozigositas dipengaruhi oleh jumlah sampel, jumlah alel, dan frekuensi
alel, Menurut Tambasco, ef al (2003), perbedaan antara nilai heterozigositas pengamatan (Ho)
dan nilai heterozigositas harapan (He) dapat dijadikan indikator tidak adanya keseimbangan
genotipe pada populasi yang diamati. Nei (1987) menyatakan nilai heterozigositas berkisar
antara 0 (nol) sampai 1 (satu), apabila nilai heterozigositas sama dengan 0 maka diantara
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populasi yang diukur memiliki hubungan genetik yang sangat dekat dan apabila nilai
heterozigositas sama dengan | maka diantara populasi yang diukur tidak terdapat hubungan
genetik atau pertalian genetik sama sekali. Nilai heterozigositas pengamatan yang lebih tinggi
dari heterozigositas harapan mengindikasikan adanya keragaman genetik yang cukup tinggi
dalam populasi kambing kacang di Provinsi Gorontalo. Beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi tingginya tingkat keragaman tersebut adalah peluang untuk terjadinya
inbreding atau kawin acak antara sesama kambing kacang vang cukup rendah. Hasil
pengamatan secara umum di beberapa lokasi pengambilan sampel ditemukan kambing PE dan
telah terjadi perkawinan silang antara kambing kacang dan PE yang tidak terarah/terpola
secara sistematis. Hasil perkawinan tersebut telah menghasilkan keturunan dengan komposisi
genetik gabungan dari kedua bangsa kambing sehingga berpengaruh dengan diperolehnya
nilai heterozigositas yang cukup tinggi.

Tabel 4. Frekuensi Genotipe, Frekuensi Alel, dan Nilai Heterozigositas Kambing Kacang di Provinsi
Gorontalo

. N . Frekuensi Frekuensi Alel Heterozigositas 1
Wilavah  chog) CUPR o atine T A B e B
Comn AA 1(0,047)
» AB 20(0,952) 0,523 0476 095 051 164
Gorontalo 21
BB 0
Kabupaten AA 0
Bone = AB 20(1.00) 050 050  1.00 051 190
Bolango BB 0
AA 1(0.,05)
Kubupatea. AB 19(095) 0525 0475 095 051 154
Gorontalo
BB 0
Kabupaten AA 1 (0,047)
Gorontalo 21 AB 20(0,952) 0523 0476 095 051 164
Utara BB 0
AA 0
Kabupaten
bhoa, 19 AB 19(1,000 050 050  1.00 05 18
BB 0
AA 0
Kompatee,  ay AB 20(1,000 050 050 100 051 19
Boalemo
BB 0
S AA 3 (0,025)
e ;g 113(2,9?5) 0,512 0487 097 050 1086

Keterangan: derajat bebas (db) = 1; X545 = 3,84 dan X'y = 6,64

Keseimbangan alel dalam suatu papulam (keseimbangan Hardy-Weinberg) dilihat
berdasarkan besarnya nilai khi kuadrat (X) yang dihitung berdasarkan perbedaan frekuensi
. genotipe pengamatan dengan frekuensi genotipe harapan (Misrianti dkk, 2011). Berdasarkan
hasil analisis khi kuadrat pada gen GHIHaelll dlpcmlch hasil sub pﬂpula.?.l kambing kacang di
Provinsi Gorontalo dalam keadaan tidak seimbang (X® hitung 108,6 > X? tabelys 3,84) dari
- ketentuan yang diharapkan oleh hukum Hardy-Weinberg. Ketidakseimbangan ini
mengindikasikan bahwa telah terjadi perkawinan yang tidak acak dalam kedua subpopulasi
tersebut yang diakibatkan oleh beberapa faktor. Keseimbangan Hardy-Weinberg berhubungan
erat dengan frekuensi genotip dan frekuensi alel. Berdasarkan hukum hardy-weinberg bahwa
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frekuensi gen dominan dan resesif pada suatu populasi yang cukup besar tidak akan berubah
dari generasi ke generasi jika tidak ada seleksi, migrasi, mutasi, genetic drift (Hardjosubroto,
1994). Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh TTham (2014) menyatakan kambing lokal di
Kabupaten Bone Bolango secara fenotip kualitatif memiliki ciri seperti yang dimiliki kambing
kacang dan kambing Peranakan Etawa. Introduksi kambing Peranakan Etawah (PE) dimasa
lalu dalam rangka meningkatkan mutu genetik kambing kacang di Provinsi Gorontalo sedikit
banyak telah merubah komposisi genetik kambing kacang di beberapa daerah di Provinsi
Gorontalo. Seleksi buatan yang tidak terarah telah menyebabkan terjadinya perkawinan
kambing kacang dan PE dengan pola yang tidak terarah pula sehingga menghasilkan
keturunan kambing komposit kacang-PE tanpa persentase komposisi genetik yang jelas
sehingga menimbulkan ketidakseimbangan hardy-weinberg.

Hasil identifikasi alel dan tingkat keragaman genetik dari hasil penelitian ini
diharapkan dapat dijadikan acuan atau dasar untuk melakukan perbaikan dan peningkatan
mutu genetik kambing kacang yang ada di Provinsi Gorontalo. Nilai heterozigositas yang
tinggi dapat dijadikan dasar bagi penentu kebijakan untuk melakukan langkah-langkah
menjaga kemurnian kambing kacang di Provinsi Gorontalo sehingga ketersediaan bibit yang
unggul dapat tetap terjaga setiap saat. Proses migrasi kambing-kambing eksotik (kambing PE)
dari luar Provinsi Gorontalo harus diatur sedemikian rupa sehingga tidak begitu besar
pengaruhnya terhadap penurunan tingkat kemurnian kambing kacang di Provinsi Gorontalo
sebagai kambing asli Indonesia. Selain faktor dari eksternal, ketersediaan pejantan unggul
yang berasal dari keturunan kambing kacang murni di tingkat peternak yang masih sangat
kurang sangat perlu diantisipasi scbab para peternak kambing lokal di Provinsi Gorontalo
lebih cenderung menggunakan pejantan unggul dari keturunan kambing PE yang dianggap
memiliki ukuran tubuh lebih besar. Persilangan yang dilakukan para peternak tanpa mengikuti
pola pemuliaan dan komposisi genetik di setiap generasinya akan menghasilkan keturunan
yang memiliki variasi genetik yang cukup tinggi dan hal ini akan membutuhkan waktu yang
lebih lama lagi untuk melakukan pemurnian kambing kacang dari awal.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil pengamatan dan pembahasan dapat disimpulkan frekuensi genotipe
gen GH pada kambing kacang yang diamati adalah AA 0,025 dan AB 0,975, frekuensi alel A
0,512 dan alel B 0,487, heterozigositas pengamatan (Ho) 0,97 dan heterozigositas harapan
(He) 0,50. Keragaman genetik gen GH pada kambing kacang cukup tinggi (polimorfik)
sehingga metode PCR-RFLP dapat dijadikan penanda untuk melakukan seleksi agar kambing
kacang memiliki fenotip yang seragam. Gen GH|Haelll pada kambing kacang tidak berada
dalam keseimbangan hukum hardy-weinberg
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