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KATA PENGANTAR

Puji syukur kehadirat Tuhan Yang Maha Esa sehingga
penyusunan prosiding seminar dapat terselesaikan.
Prosiding ini merupakan media komunikasi hasil penelitian
yang telah disajikan dalam Seminar Nasional Bioteknologi
IV Universitas Gadjah Mada tahun 2016. Semoga selanjutnya
terwujud komunikasi yang bersinergi antara peneliti untuk
memberikan sumbangsih dalam mewujudkan masa depan
Indonesia yang lebih baik.

Kami mengucapkan terima kasih kepada para
peneliti yang menyatakan kesediaannya agar artikel hasil
penelitiannya dipublikasikan dalam prosiding seminar ini.
Ucapan terima kasih juga kami sampaikan kepada para
reviewer atas waktu, tenaga dan pikiran yang dicurahkan
untuk menelaah artikel dari peneliti, serta tim penyusun atas
jerih payahnya sehingga prosiding ini terbit.

Apabila ada kekeliruan dalam prosiding ini, kami
mohon maaf yang sebesar-besarnya. Semoga informasi yang
termuat dalam prosiding ini bermanfaat bagi pengembangan
ilmu bioteknologi di Indonesia.

Ketua Panitia

Dr. Ir. Chusnul Hanim, M.Si.
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Analisis Filogenetik pada Sapi Peranakan
Angus

Dwi Ahmad Priyadi’, Yudi Adinata? Tety Hartatik'

!Departmen Pemuliaan dan Reproduksi Ternak Fakultas Peternakan
Universitas Gadjah Mada, Yogyakarta 66281, Indonesia, ‘Loka
Penelitian Sapi Potong, Grati, Pasuruan 6714, Indonesia
E-mail: *tety@ugm.ac.id

Intisari

Studi terkait kemurnian ternak sapi di Indonesia perlu dilakukan
guna mengetahui nilai kekerabatan dan memprediksi nenek moyang,
agar usaha pemuliaan ternak dapat dilakukan secara tepat. Hal tersebut
dapat dilakukan dengan menggunakan studi kekerabatan berdasar gen
Cytochrome b yang hanya diwariskan secara maternal. Penelitian ini
menggunakan sampel sebanyak 15 ekor sapi Peranakan Angus, berasal
dari Sragen, Jawa Tengah, yang telah dibudidayakan sejak tahun 1980-an
oleh peternak rakyat. Materi pembanding berupa 54 data sekuen referensi
gen Cytochrome b dari berbagai sapi dan negara (GenBank). Pembuatan
pohon filogenetik menggunakan program Mega 6 dengan metode
maximum likelihood (1000 nilai Bootstrap, parameter Tamura-Nei) dengan
pembanding 8 sekuen gen Cytochrome b individu out-group (GenBank).
Hasil yang didapatkan ialah sapi Peranakan Angus yang disampel terbagi
dalam 2 cabang moyang, yaitu cabang yang memuat Banteng (Bos javanicus)
dan cabang Sapi Domestik (Bos indicus dan Bos taurus), dengan mayoritas
sampel (n=13) berada pada cabang Banteng. Hal ini menunjukkan bahwa
sebagian besar sapi Indonesia masa kini, baik persilangan maupun lokal
memiliki moyang maternal yang berasal dari Banteng dan sebagian kecil
memiliki kedekatan moyang dengan Bos indicus atau Bos taurus. Kuat
praduga bahwa moyang sapi asli Indonesia dan sekitarnya ialah dari spesies
Bos javanicus, Bos sauveli, Bos grunniens, dan Bos frontalis.

Kata Kunci: sapi peranakan Angus, pohon filogenetik, cytochrome
b, pohon maximum likelihood, sapi Indonesia, Banteng

YOGYAKARTA

29 OKTOBER 2016 0



SEMINAR NASIONAL BIOTEKNOLOGI IV
Program Studi 52/53 Bioteknologi UNIVERSITAS G AD] AH MADA

Sekolah Pascasarjana UGM

Pendahuluan

Studi terkait tingkat kekerabatan ternak dan prediksi
nenek moyangnya perlu dilakukan, untuk mendukung
usaha konservasi suatu bangsa ternak maupun untuk
kepentingan pengembangan pemuliaan ternak tersebut.
Salah satu teknik yang berkembang untuk mengetahui
tingkat kekerabatan suatu organisme ialah teknik
perbandingan materi genetik, dengan pemahaman bahwa
adanya laju evolusi serta spesialisasi suatu populasi,
pembuatan pohon filogenetik berdasarkan materi genetik
dapat merekonstruksi hubungan kekerabatan, dan metode
Maximum likelihood sesuai digunakan dalam konteks
keilmuan saat ini (Aprilanto dan Sembiring, 2016). Materi
genetik pada organisme eukariot dibedakan menjadi
materi genetik pada inti (DNA inti) dan materi genetik
pada mitokondria (mtDNA), studi pada mtDNA kerap
digunakan untuk mengetahui laju evolusi, migrasi suatu
populasi, maupun kekerabatan (Karp, 2010), karena
mitokondria diwariskan hanya dari jalur maternal
(Griffiths et al., 2005). Gen cytochrome b (Cyt b) merupakan
mtDNA yang kerap digunakan untuk analisis kekerabatan
ternak sapi (Kikkawa et al., 2005; Mohamad et al., 2005;
Hartatik et al., 2015). Sapi peranakan Angus merupakan
hasil persilangan sapi lokal di daerah Sragen Jawa Timur
dengan sapi Angus sejak tahun 1980an, hal ini serupa
dengan pembentukan sapi Brangus, yaitu dengan hasil
final berkomposisi darah 5/8 Angus dan 3/8 Brahman
(Neser et al., 2012). Sapi yang ada saat ini tidak dapat
lepas dari fakta bahwa telah terjadi domestikasi dari
sapi liar, selama proses domestikasi tersebut akan terjadi
laju seleksi genetis kearah yang diinginkan manusia
(Diamond, 2002). Penelitian ini menggunakan materi
berupa gen Cyt b pada 15 sapi Peranakan Angus, dengan
pembanding berupa 54 sekuen (GenBank) gen Cyt b dari
berbagai negara dan berbagai bangsa sapi.

58 BIOTEKNOLOGI
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Metodologi
Koleksi sampel dan isolasi DNA

Genom DNA diperoleh dari hasil isolasi darah 15 ekor
sapi Peranakan Angus yang dipelihara di daerah Sragen,
Jawa Tengah. Pengambilan darah menggunakan tabung
vakum yang mengandung K,EDTA (BD vacuntainer,
Indonesia). Isolasi DNA dilakukan di Laboratorium
Genetika dan Pemuliaan Ternak Fakultas Peternakan UGM
dengan menggunakan Extaction Kit (Genetika Science,
Amerika). Kualitas hasil isolasi ditentukan menggunakan
gel elektroforesis (1%), pita DNA yang tebal dan jelas
menunjukkan kualitas DNA hasil isolasi yang baik (Lee et al.,
2012). Lima puluh empat GenBank sekuen pembanding dari
berbagai negara (Kamboja, Amerika, Cina, India, Jerman,
Prancis, New Zealand, Sri-lanka, dan beberapa negara yang
tidak disebutkan) dan berbagai bangsa sapi (Bos javanicus;
Bos taurus: Angus, Angus-X, Minnan, Bohai Black, Heinan,
Jiaxian, Leizhou, Xuanhan, Luxi, Yanbian, Qinchuan, Mengu;
Bos indicus: Ongole, Zwerg Zebu, Leigiong, Sri-lanka native,
dan beberapa bangsa yang tidak disebutkan) yang diunduh
dari situs NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Amplifikasi DNA dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR)

Pembuatan primer (IDT, Amerika) berdasar sekuen full-
genome mitokondria sapi (GenBank accession No: AF492350.1)
dengan menargetkan gen Cyt b, sehingga diperoleh primer;
forward (5'-AAA AAC CAT CGT TGT CAT TCA ACTA-3)
dan reverse (5-TGA GGA CAA ATA TCA TTC TGA GGA
GCAA -3") mengamplifikasi potongan DNA sebesar 464 bp.
Polymerase Chain Reaction dilakukan dalam reaksi total 30 pl,
dengan 0,75 ul DNA, 1,5 pl primer baik forward maupun
reverse, 15 pl PCR Kit (KAPA BIOSYSTEMS, Amerika),
dan 11,25 pl aquabidest (Otsuka, Indonesia). Reaksi
PCR dilakukan dengan termal cycle (PEQLAB Primus 25

YOGYAKARTA 59
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advanced, Jerman) dengan pengaturan suhu predenaturasi
95°C selama 2 menit, kemudian dilanjutkan 35 kali reaksi;
denaturasi pada suhu 95°C selama 36 detik, anneling pada
suhu 51 °C selama 73 detik, ekstensi pada suhu 72°C selama
84 detik, dan ekstensi final pada suhu 72°C selama 3 menit.
Kualitas PCR produk dilihat menggunakan gel elektroforesis
(2%), pita DNA yang tebal dan jelas menunjukkan kualitas
yang baik (Lee et al., 2012).

Sekuensing dan analisis pohon filogenetik

Hasil PCR sebanyak 30 pl/sampel dikirim ke PT.
Genetika Science bersama primer yang sama (20 ul) untuk
disekuensing. Total sebanyak 69 sekuen Cyt b (15 Peranakan
Angus, dan 54 GenBank), disejajarkan menggunakan
program Bioedit (versi7.2.5) dan dikelompokkan berdasarkan
kesamaan basa nukleotida. Pembuatan pohon filogenetik
(Maximum likelihood, nilai bootstrap 1000; parameter
Tamura-Nei) dan penghitungan jarak genetic (Kimura
2-parameter model; Kumar et al., 2001) menggunakan
program Mega 6 (Tamura et al., 2013) dengan menggunakan
9 sekuen Cyt b pembanding (Bos javanicus (Banteng), Bos
frontalis (Mitun), Bos gaurus (Gaur; Mitun domestikasi),
Bos sauveli (Kuprey), Bos grunniens (Yak), Bison bonasus
(Bison Eropa), Bison priscus (Bison Stepa), Ovis aries (Domba
domestikasi), dan Capra hircus (Kambing domestikasi)).

Hasil dan Pembahasan

Hasil pensejajaran 69 sekuen gen Cyt b menunjukkan
adanya kesamaan genotip, sehingga dapat dikelompokkan
menjadi 9 genotip. Genotip Tipe 1 beranggotakan sapi
Peranakan Angus (n= 13) dan Bos javanicus (n= 1), Tipe
2 beranggotakan Peranakan Angus (n= 2), Bos taurus (n=
11), dan Bos indicus (n=15), tipe 4 sampai 6 beranggotakan
Bos taurus (berurutan; n= 1; 1; 1; 20), dan Tipe 7 sampai 9
beranggotakan Bos indicus (berurutan; n=1; 1; 2).

BIOTEKNOLOGI
UNTUK INDONESIA YANG LEBIH BAIK
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Analisis kekerabatan menggunakan pohon filogenetik
(Gambar. 1), menunjukkan genotip tipe 2 sampai 9 berada
pada cabang yang sama. Genotip tipe 1 berpisah cabang,
dan memiliki materi genetik yang serupa dengan Banteng
(Bos javanicus; EF693797.1), hasil ini serupa dengan penelitian
yang dilakukan pada sapi Madura (Hartatik et al., 2015). Sapi
peranakan Angus pada genotip tipe 2, memiliki kedekatan
genetik dengan Bos taurus dan Bos indicus, pernyataan ini
didukung oleh (Mohamad et al., 2009), yang menyatakan
bahwa sebagian besar sapi Indonesia memiliki mtDNA
Banteng, dan hanya sebagian kecil yang memiliki mtDNA
Bos Indicus.

99| NC024818.1|Bos gaurus
53 | L AB542186.1|Bos frontalis
71 AY689189.1|Bos sauweli

2 EF693797.1|Bos javanicus
100 ' Type 1

41 —— KX232522.1|Bos grunniens
96 — KR350472.1|Bison priscus
HQ223450.1|Bison bonasus

Type 6
’7 Type 9
6 Type 7

Type 8
Type 2
Type 5
Type 4
Type 3

KP981378.1|Ovis aries
100! D84201.1|Capra hircus

——
0.02

Gambar 1. Rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan 9 sekuen pembanding
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Genotip Tipe 1 berada pada cabang yang sama dengan
Bos gaurus, Bos frontalis, Bos sauveli, Bos grunniens, Bison
priscus, dan Bison bonasus. Kedekatan genetis berdasarkan
mtDNA menunjukkan genus Bos (Gaur, Banteng, Kuprey)
memiliki tetua yang sama (2,6 juta tahun lalu), dan berpisah
silsilah dalam waktu yang singkat (antara 2,6 sampai 2,3
juta tahun yang lalu), kemudian ketiga spesies Bos tersebut
dimungkinkan menjadi tetua sapi di wilayah Asia yang ada
pada saat ini (Hassanin dan Ropiquet, 2004). Kedekatan genus
Bos dengan Bison, juga ditunjukkan dengan ditemukannya
persamaan haplotip pada mtDNA Bison (40% populasi),
selain itu persilangan diantaranya dapat menghasilkan
keturunan yang fertil (Ward et al., 1999). Ovis aries dan Capra
hircus berada pada posisi out group, berbeda cabang dengan
sekuen lainnya. Ovis aries dan Capra hircus secara taksomoni
berada pada famili Bovidae serupa dengan Sapi (Bos sp.) dan
Bison (Bison sp.) (Castello dan Huffman, 2016), spesies tersebut
berpisah cabang pada kisaran waktu 15 sampai 20 juta tahun
yang lalu, ditunjukkan dengan banyaknya perbedaan basa
nukleotida mtDNA diantaranya (Ernst et al., 2013). Susunan
basa nukleotida gen Cyt b pada sapi Peranakan Agus yang
berbeda cabang filogenetik dan kelompok out group dapat
dilihat pada Gambar 2.
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Peranakan Angus Tipe 1
Peranakan Angus Tipe 2
Peranakan Angus Tipe 6
Peranakan Angus Tipe 7
KP981378.1 Ovis aries
D84201.1 Capra hircus

Peranakan Angus Tipe 1
Peranakan Angus Tipe 2
Peranakan Angus Tipe 6 ...
Peranakan Angus Tipe 7 ...
RP981378.1 Ovis aries
D84201.1 Capra hircus

Peranakan Angus Tipe 1
Peranakan Angus Tipe 2
Peranakan Angus Tipe 6 .
Peranakan Angus Tipe 7 .
KP981378.1 Ovis aries
D84201.1 Capra hircus

Peranakan Angus Tipe 1
Peranakan Angus Tipe 2
Peranakan Angus Tipe 6
Peranakan Angus Tipe 7 ...
RP981378.1 Ovis aries
D84201.1 Capra hircus

Peranakan Angus Tipe 1
Peranakan Angus Tipe 2 ...
Peranakan Angus Tipe 6 ...
Peranakan Angus Tipe 7 ...
RP981378.1 Ovis aries
D84201.1 Capra hircus

Gambar 2. Sekuen sapi Peranakan Angus di Sragen Tipe 1, 2, 6, 7, dan
kelompok out group (Ovis aries dan Capra hircus)

Perhitungan jarak genetik pada 9 Tipe dan 9 sekuen
menunjukkan nilai rentang antara 0,121 sampai 0,000 (Tabel.
1). Jarak genetik paling besar ditunjukkan antara Capra hircus
berbanding Tipe 1 dan Bos javanicus. Jarak genetik terkecil
dan identik ditunjukkan antara Tipe 1 dengan Bos javanicus.
Tipe 2 memiliki jarak genetik terkecil dengan Tipe 3, 4, 5, 8,
dan 9 dengan nilai 0,03, yang didalamnya beranggotakan
Bos taurus dan Bos indicus. Diantara genus Bos, jarak terbesar
ditunjukkan oleh Tipe 7 terhadap Bos grunniens dengan nilai
0,129, sedangkan diantara 9 tipe genotip, Tipe 7 menunjukkan
jarak genetik terjauh dibandingkan dengan Tipe 1 (0,126)
maupun dibandingkan dengan tipe lainnya yang berada
dalam cabang filogenetik yang sama (0,041).
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Tabel. 1. Perbedaan jarak genetik tiap populasi berdasarkan sekuen
gen Cyt b

Pop CH OA BB BP BS BGn BG BF B T1 T2 T3 T4 15 T6 17 T8

OA 0,121

BB 0,174 0,153

BP 0,167 0,156 0,073

BS 0,186 0,153 0,064 0,058

BGn 0,181 0,164 0,085 0,027 0,064

BG 0,181 0,156 0,070 0,047 0,032 0,065

BF 0,185 0,160 0,073 0,050 0,035 0,068 0,003

B] 0,192 0,153 0,089 0,065 0,050 0,083 0,047 0,050

T1 0,192 0,153 0,089 0,065 0,050 0,083 0,047 0,050 0,000

T2 0,157 0,168 0,073 0,070 0,083 0,095 0,079 0,082 0,092 0,092

T3 0,160 0,171 0,076 0,073 0,085 0,098 0,082 0,085 0,095 0,095 0,003

T4 0,160 0,171 0,076 0,073 0,085 0,098 0,082 0,085 0,095 0,095 0,003 0,005

T5 0,160 0,172 0,076 0,073 0,085 0,098 0,082 0,085 0,095 0,095 0,003 0,005 0,005

T6 0,157 0,175 0,073 0,064 0,076 0,089 0,073 0,076 0,086 0,086 0,011 0,013 0,013 0,013

T7 0,190 0,202 0,106 0,103 0,116 0,129 0,116 0,126 0,126 0,126 0,030 0,032 0,032 0,032 0,041

T8 0,157 0,168 0,076 0,073 0,085 0,098 0,082 0,085 0,095 0,095 0,003 0,005 0,005 0,005 0,013 0,027
T9 0,160 0,164 0,070 0,067 0,082 0,092 0,076 0,079 0,089 0,089 0,003 0,005 0,005 0,005 0,013 0,032 0,005

Pop: Populasi, CH: C. hircus, OA: O. aries, BB: Bison bonasus, BP: Bison
priscus, BS: Bos sauveli, BGn: Bos grunniens, BG: Bos gaurus, BF: Bos
frontalis, BJ: Bos javanicus, T1: tipe 1, T2: tipe 2, T3: tipe 3, T4: tipe 4, T5:
tipe 5, Té6: tipe 6, T7: tipe 7, T8: tipe 8, T9: tipe 9. Angka yang dicetak
tebal menunjukkan penekanan terhadap jarak genetic dalam genus Bos.
Dianalisis menggunakan program Mega 6, dengan Kimura 2-parameter
model

Sapi yang bergenotip Tipe 2 dimungkinkan memiliki
tetua maternal Bos indicus, asumsi ini didasari dari belum
ditemukannya mtDNA Bos taurus pada sapi Indonesia
saat ini, sehingga dapat diartikan adanya fenotip Taurin
merupakan hasil introduksi pejantan atau semen (Mohamad
et al., 2009). Kasus pembanding, adanya ketidak cocokan
antara gen Cyt b dengan SRY selain terjadi pada sapi
Indonesia, juga dilaporkan terjadi di Nepal, sebagian besar
(87,7%) sapi berfenotip Zebu di Indonesia memiliki gen
Cyt b Banteng dan gen Sex-determining Region Y (SRY) Zebu
(Bos indicus), sedangkan sapi berfenotip Zebu di Nepal
(16,7 %) memiliki gen Cyt b Bos grunniens dan gen SRY Zebu
(Kikkawa et al., 2005). Gen Cyt b Banteng juga umum ditemui
pada sapi Brahman Indonesia (Hartatik et al., 2016).
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Kesimpulan

Sebagian besar sapi Peranakan Angus yang telah
lama dibudidayakan di Sragen, Jawa Tengah memiliki
kesamaan gen Cyt b dengan sapi Banteng (Bos javanicus),
dan sebagian kecil memiliki kesamaan dengan Bos indicus.
Hasil rekonstruksi pohon filogenetik memperlihatkan,
sapi Peranakan Angus terpisah menjadi dua cabang, yaitu
cabang Banteng (n=13), dan cabang sapi Domestik (n=2).
Kuat praduga bahwa moyang sapi asli Indonesia dan daerah
sekitarnya berasal dari spesies Bos javanicus, Bos sauveli, Bos
grunniens, dan Bos frontalis.
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