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ABSTRACT

Mitochondrial DNA analysis is often used to study genetic diversity and phylogenetic relationships of the
population through maternal inheritance pattern. This study aimed to identify the genetic variation among
local buffaloes based on mtDNA. A total of 44 blood samples were collected from four provinces
respectively, namely Central Java (10 heads), Nusa West-East (12 heads), North Sumatra (10 heads) and
Banten (12 heads). MtDNA genome was extracted using phenol-chloroform protocol and amplified by
polymerase chain reaction (PCR) and cut with restriction enzymes(restriction fragment length
polymorphisms/RFLP). Primers used in the Forward GCATACGCAATCTTACGATCA (AF22) and Revers
GTAGCTGGACTTAACTGCAT (AF23). PCR products along the 1145 base pairs (bp) was cuted with four
restriction enzymes, namely Alul Haelll, Hinfl and Mspl. The results showed the existence of two mtDNA
haplotypes. The first haplotype had a widespread distribution throughout the sampling area, whereas the
second haplotype was only found in one sample of North Sumatra. Based on the presence or absence of the
restriction sites of the two haplotypes, it was obtained the value of nucleotide diversity (w) of 0.17%. The
calculation of genetic distance in the form of a dendrogram showed that the samples of buffalo which coming
from Central Java, Nusa West-East and Banten were probably derived from a common ancestor (D = 0.0000).
Similarly, samples of buffaloes from North Sumatra was closely related to the third area (D = 0.0061).
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ABSTRAK

Analisis DNA mitokondria sering digunakan untuk mempelajari keragaman genetik populasi dan
hubungan filogenetik melalui pola pewarisan maternal. Penelitian ini bertujuan untuk untuk mengidentifikasi
keragaman gen cyt-b hingga daerah pengendali (d-loop) genom mitokondria kerbau lokal (Bubalus bubalis),
Sebanyak 44 sampel darah dikoleksi dari empat provinsi yaitu masing-masing Jawa Tengah (10 ekor), Nusa
Tenggara Barat (12 ekor), Sumatera Utara (10 ekor) dan Banten (12 ekor). Genom mtDNA diekstrak
menggunakan phenol-chloroform protocol dan diamplifikasi dengan teknik polymerase chain reaction
(PCR), dan primer forward yang digunakan GCATACGCAATCTTACGATCA (AF22) dan Revers
GTAGCTGGACTTAACTGCAT (AF23). Produk PCR sepanjang 1145 pasang basa (pb) dipotong dengan
enzim restriksi Alul, Haelll, Hinfl dan Mspl (restriction fragment length polymorphisms/RFLP). Hasil
penelitian menunjukkan adanya dua haplotipe mtDNA. Haplotipe pertama memiliki pola penyebaran luas di
seluruh wilayah pengambilan sampel, sedangkan haplotipe kedua hanya ditemukan pada satu sampel dari
wilayah Sumatera Utara. Berdasarkan ada tidaknya situs restriksi dari dua haplotipe, diperoleh nilai
keragaman nukleotida (m) sebesar 0,17%. Perhitungan jarak genetik dalam bentuk dendrogram menunjukkan
bahwa sampel kerbau yang berasal dari Jawa Tengah, Nusa Tenggara Barat dan Banten diduga berasal dari
nenek moyang yang sama (D = 0,0000). Begitu pula dengan sampel kerbau dari Sumatera Utara berkerabat
dekat dengan ketiga wilayah tersebut (D = 0,0061).

Kata Kunci: Gen MtDNA, Kerbau, Bubalus Bubalis, PCR-RFLP
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PENDAHULUAN

Populasi ternak kerbau pada tahun 2005
sebanyak 2.128.000 ekor dan pada tahun 2009
turun menjadi 2.046.000, dengan demikian
selama kurun waktu 2004 — 2008 mengalami
penurunan 3,85 % per tahun (DITIENNAK,
2009). Hasil studi keragaman genetik kerbau
lumpur/swamp buffalo melalui indentifikasi
keragaman gen hormon pertumbuhan diketahui
sangat rendah seperti yang diamati pada gen
GHRH|Haelll (PrIMASARI et al., 2009), gen
Pit-1|Hinflll (MisRIANTI et al., 2010), gen
GHJAIul dan GHRJ|Alul (ANDREAS et al.,
2010). Keragaman gen mitokondria (mtDNA)
digunakan untuk mempelajari keragaman
genetik hewan dan hubungan sistematis pada
berbagai  tingkat hierarki (LAMB dan
OseNTOSKI,  1995). Genom  mitokondria
memiliki ukuran yang relatif kecil yaitu + 16,
kb dan memiliki laju evolusi yang cepat
terutama pada daerah pengendali (d-loop),
sehingga menimbulkan keragaman yang tinggi
pada sekuen mMtDNA intraspesies dan
diwariskan secara maternal (Avisg, 1994).
Untuk mengetahui keragaman genetik daerah
pengendali mtDNA dapat dilakukan dengan
mengggunakan teknik Polymerase Chain
Reaction — Restrictsion Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP). Informasi tentang
keragaman mtDNA pada kerbau khususnya
pada kerbau rawa di Indonesia masih sangat
kurang, oleh karena itu tujuan dari penelitian
ini untuk mengidentifikasi keragaman mtDNA
pada beberapa populasi kerbau rawa di
Indonesia.

MATERI DAN METODE
Ekstraksi DNA

Sampel darah kerbau yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu 44 sampel yang
dikumpulkan dari beberapa tempat di
Indonesia, yaitu 10 sampel dari Jawa Tengah,
12 sampel dari Nusa Tenggara Barat, 10
sampel dari Sumatera Utara dan 12 sampel dari
Banten. Sampel darah disimpan dalam alkohol
70%  vyang mengandung  etilendiamin
tetraasetat (EDTA) 1%. Isolasi DNA
dilakukan menggunakan Genomic DNA mini
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kit (Geneaid). Ekstraksi DNA dilakukan
dengan menggunakan DNA mini kit Geneaid

Amplifikasi mtDNA dengan Teknik
Polymerase Chain Reaction—Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (PCR-
RFLP)

Amplifikasi ruas daerah pengendali pada
DNA mitokondria menggunakan pasangan
primer  sebagai  berikut:  AF22  5’-
GCGTACGCAATCTTACGATCA-3’ dan
AF23 5-GTAGCTGGACTTAACTGCAT-3’
yang meliputi ruas bagian ujung 3’ gen cyt- b
sampai ke bagian daerah pengendali atau d-
loop. Proses amplifikasi DNA dilakukan
dengan total volume sebanyak 25 pl dengan
komposisi sebagai berikut: sampel DNA
template 2 pl ditambah larutan premix 23 pl
yang terdiri dari primer 1 pl, air destilata 16,35
pl, 10 x buffer sebanyak 2,5 pl, MgCl, 2 pl, 2
mM dNTP 1 pl, dan enzim taq polymerase
Promega 0,15 pl. Amplifikasi DNA dilakukan
dengan menggunakan mesin TaKaRa Thermal
Cycler dengan Kkondisi predenaturasi 94°C
selama 5 menit yang kemudian diikuti dengan
denaturasi 94°C selama 1 menit, penempelan
(annealing) 58°C selama 2 menit dan
pemanjangan (elongation) 72°C selama 2 menit
yang diulang 30 kali. Amplicon dipotong
dengan menggunakan enzyme restriksi Alul
(AGICT), Haelll (GG|CC), Hinf I (GJANTC),
dan  Mspl (G|CGG). Kondisi  reaksi
pemotongan dilakukan dengan menambahkan
1 unit enzym restriksi pada 3 pl amplicon dan
diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C
selama semalam.

Hasil PCR-RFLP dielektroforesis pada gel
poliakrilamid 6% pada tegangan 180 V selama
60 menit dengan  pewarnaan  perak
(TEGELSTORM, 1992). Penentuan genotipe
dilakukan dengan cara menentukan ukuran
panjang potongan DNA berdasarkan jarak
migrasi pada gel poliakrilamid yang diacukan
pada DNA ladder 100 base pair (Biorad).

Analisis data

Analisa data dilakukan dengan metode
deskriptif berdasarkan parameter keragaman
nukleotida (r), keragaman haplotipe (h), dan
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jarak genetik antar populasi (NI, 1987; NEI
dan Kumar, 2000). Hubungan kekerabatan
dan perbedaan jarak genetik yang nyata
diilustrasikan dalam bentuk dendrogram.
Persamaan matematika keragaman nukleotida,
keragaman haplotipe dan jarak genetik secara
berturut-turut sebagaiu berikut:
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b
ZZnij

1<J

_-_||_=

Zn; + Xn;

n . keragaman nukleotida

S :peluang jika setiap haplotipe
memiliki situs yang sama

B :jumlah nukleotida setiap enzim

ni; :jumlah situs pada kedua haplotipe i
dan j

n; :jumlah situs pada haplotipe i

n; :jumlah situs pada haplotipe j

nfl(l-fo)

. keragaman haplotipe
: jumlah sampel
i : frekuensi haplotipe sampel ke-i

D= -Inl

h =

XZI

El (pix X piy)

V(ZpA(E py)

Pix : frekuensi alel ke-i dari populasi X
Py : frekuensi alel ke-i dari populasi Y
D :jarak genetik

HASIL DAN PEMBAHASAN
Amplifikasi ruas target

Hasil amplifikasi ruas pengendali (d-loop)
mtDNA  kerbau lokal (Bubalus bubalis)
sepanjang 1145 pasang basa (pb) disajikan
pada Gambar 1. Kerbau rawa (Bubalus
bubalis) memiliki ukuran mtDNA sekitar
16359 pb (QIAN et al., 2004). Panjang fragmen
hasil amplifikasi dicocokkan dengan situs
penempelan pasangan primer pada sekuen gen
mtDNA Bubalus bubalis (GenBank No. Acc.
AY702618). Produk amplifikasi dengan
menggunakan  pasangan  primer  yang
digunakan meliputi ujung cyt-b sampai daerah
d-loop. Ruas mtDNA target yang diamplifikasi
adalah ruas pengontrol yang hipervariabel dan
memiliki laju mutasi yang relatif cepat
dibanding bagian lain di genom mitokondria.

Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphment (PCR-
RFLP)

Polymerase chain  reaction-restriction
fragment length polymorphism atau PCR-
RFLP merupakan metode analisis lanjutan dari
produk PCR. Metode PCR memanfaatkan
perbedaan pola pemotongan enzim restriksi
atau enzim pemotong yang berbeda pada tiap-
tiap mikroorganisme. Enzim restriksi dapat
memotong DNA secara spesifik dan terbatas
pada situs yang dikenalinya (LEwIN, 1994).
Analisis RFLP sering digunakan untuk
mendeteksi lokasi genetik dalam kromosom

1145 bp

Gambar 1. Hasil amplifikasi daerah pengendali mtDNA (Kolom M: Marker (Penanda) 100 pb, Kolom
1 - 7: Pasangan primer AF22 dan AF23
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yang menyandikan penyakit yang diturunkan
(ORITA et al., 1989) ataupun untuk mendeteksi
adanya keragaman pada gen yang berhubungan
dengan sifat ekonomis, seperti produksi dan
kualitas susu (SUMANTRI et al., 2004,
SUMANTRI et al., 2005). Hasil pemotongan
menggunakan empat enzim restriksi, yaitu Alul
(AG|CT), Haelll (GG|CC), Hinfl (G|AnTC),
dan Mspl (C|CGG) terhadap DNA hasil
amplifikasi disajikan dalam Tabel 1.

Dari empat enzim vyang digunakan
menghasilkan ~ tipe  pemotongan  yang
monomorfik pada tiga situs pemotongan enzim
(lokus) vaitu lokus Alul, lokus Haelll dan
lokus Mspl, dan polimorfik pada lokus Hinfl.
Setiap pola situs pemotongan pada masing-
masing lokus disebut haplotipe. Terdapat dua
haplotipe kerbau yang ditemukan dari empat
lokus yang diamati. Haplotipe pertama
mewakili hampir semua wilayah, yaitu 43
sampel dari 44 sampel yang dianalisis,
diantaranya 10 sampel dari Jawa Tengah, 12
sampel dari Nusa Tenggara Barat, 9 sampel

Tabel 1. Pola pemotongan enzim restriksi

dari Sumatera Utara dan 10 sampel dari
Banten. Haplotipe kedua hanya terdapat pada
satu wilayah yaitu Sumatera Utara sebanyak
satu sampel. Dengan kata lain, sebagian besar
(97,73% dari sampel yang digunakan) ternak
kerbau rawa pengamatan bersifat monomorfik
berdasarkan lokus pengamatan yang digunakan
dalam penelitian ini.

Enzim Alul menghasilkan pola pemotongan
yang seragam, sehingga semua sampel
pengamatan bergenotipe AA dengan 1 alel,
yaitu alel A. Gambar 2 menunjukkan pola
pemotongan mMtDNA menggunakan enzim
Alul. Pemotongan ini menghasilkan fragmen
(potongan) berukuran 423, 356, 182, 84, 57
dan 43 pb.

Enzim  Haelll menghasilkan  pola
pemotongan yang seragam, sehingga semua
sampel pengamatan bergenotipe AA dengan 1
alel, yaitu alel A. Pola pemotongan mtDNA
menggunakan enzim Haelll ditunjukkan oleh
Gambar 3. Enzim ini menghasilkan fragmen
berukuran 609, 151, 145, 126, 63, 41 dan 10 pb.

Enzim pemotong

- Haplotipe Jumlah
Alul Haelll Hinfl Mspl
A A A A AAAA 43
A A B A AABA 1

Alul Tipe A : 423, 356, 182, 84, 57, 43 pb; Haelll Tipe A : 609, 151, 145, 126, 63, 41, 10 pb; Hinfl Tipe A:
700, 382, 63 pb dan Tipe B: 700, 233,149, 63 pb; dan Mspl Tipe A: 499, 260, 230, 123, 33 pb

84 bp

57bp

A

fn

M A
500 bp [ ——
ool — — |4t
— Y
300bp | ——e——
200bp | — 182 bp
100bp | =—
= (84 bp
— | 57bp
- |43bp

Gambar 2. Pola migrasi PCR-RFLP menggunakan enzim Alul. A: 423, 356, 182, 84, 57 dan 43 pb
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609 bp

151 bp

145bp W W -
126bp e :
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41bp

M A
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500bp | =—
400bp | m—
300bp | m=—
200bp | =—
— [ 151b
- 145b%
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wer 100bp | —
— |63bp
— |41bp
— | 10bp

Gambar 3. Pola migrasi PCR-RFLP menggunakan enzim Haelll. A: 609, 151, 145, 126, 63, 41 dan 10 pb

Enzim Hinfl menghasilkan dua pola
fragmen, fragmen pertama berukuran 700, 382
dan 63 pb yang dikenal sebagai alel A.
Sedangkan fragmen kedua dikenal sebagai alel
B berukuran 700, 233, 149 dan 63 bp (Gambar
4). Telah terjadi mutasi (delesi) pada fragmen
kedua (Alel B) yaitu kehilangan basa pirimidin
(T) pada posisi basa ke-152.

Enzim Mspl menghasilkan fragmen yang
seragaman, berukuran 490, 260, 230 dan 33 pb,
yang dikenal sebagai alel A (Gambar 5). Mutasi
(transversi) terjadi pada basa ke 625 dari
daerah control region (CR), yaitu perubahan
basa purin dari A menjadi G.

Keragaman Haplotipe (h) dan Nukleotida (r)

Tinggi rendahnya keragaman genetik, dapat
diindikasikan dari jumlah maupun keragaman
haplotipe (h) dan nukleotida (m). Hasil yang
diperoleh dalam penelitian ini teridentifikasi
dua tipe komposit haplotipe.

Jumlah haplotipe mMtDNA dan
keragamannya pada masing-masing populasi
disajikan pada Tabel 2 dan Tabel 3.

B AAAAAM
700 b —
P - ==
—
—
382 bp - -
-

233bp
-

149 bp
-

M A B
—_— —— |700bp

500bp | ——
400bp | =— — 382bp

300bp | m—
— [2331p

200bp | —
— |149bp

100bp | m—
— = | 63bp

Gambar 4. Pola migrasi PCR-RFLP menggunakan enzim Hinfl. A: 700, 382 dan 63 pb, B: 700, 233,149 dan

63 pb
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499 bp

260 bp

230 bp

123 bp

A AAAAAM

M A
500bp | =—— —— |499bp
400bp | =
ol — 260 b
—_— p
200bp | — — | 2300
— | 1230
100bp | = P
— |330bp

Gambar 5. Pola migrasi PCR-RFLP menggunakan enzim Mspl. A: 499, 260, 230, 123 dan 33 pb

Tabel 2. Haplotipe mtDNA masing-masing populasi

Iﬁ?(l)(\?iﬂéi 5 Sampel Haplotipe (%)
AAAA  AABA
Jateng 10 100 0
NTB 12 100 0
Sumut 10 90 10
Banten 12 10 0

Haplotipe AAAA untuk enzim restriksi Alul, Haelll,
Hinfl dan Mspl adalah Tipe A. Haplotipe AABA
untuk enzim restriksi Alul, Haelll dan Mspl adalah
Tipe A, sedangkan Hinfl adalah Tipe B

Tabel 3. Keragaman haplotipe mtDNA Bubalus
bubalis dari Jawa Tengah, Nusa Tenggara
Barat, Sumatera Utara dan Banten

Asal . .
Sampel Nilaih > Sampel ) Haplotipe
Jawa 0,0 10 1
Tengah

Nusa 0,0 12 1
Tenggara

Barat

Sumatera 0,2 10 2
Utara

Banten 0,0 12 1

Jumlah komposit haplotipe ternak kerbau
yang dimiliki oleh masing-masing populasi
hanya satu kecuali pada daerah Sumatera Utara
memiliki dua komposit haplotipe. Distribusi
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komposit haplotipe menunjukkan ciri khas
kerbau rawa pada masing-masing lokasi.
Secara keseluruhan, keragaman haplotipe (h)
wilayah Jawa Tengah, Nusa Tenggara Barat
dan Banten adalah 0,0 (seragam), sedangkan
untuk wilayah Sumatera Utara memiliki nilai
keragaman haplotipe (h) 0,2. Nilai keragaman
haplotipe yang terdapat pada sampel kerbau
dari Sumatera Utara tergolong rendah,
sehingga dapat pula dikatakan keragaman
genetik berdasarkan keragaman haplotipe
sampel kerbau rawa lokal (Bubalus bubalis)
pengamatan relatif rendah.

Berdasarkan ada tidaknya situs restriksi
dari dua haplotipe, diperoleh nilai keragaman
nukleotida (w) kerbau rawa pengamatan adalah
0,17%. Nilai ini relatif rendah jika
dibandingkan dengan hasil penelitian yang
dilaporkan TanAka et al. (1995) vyang
melakukan studi pola pemotongan DNA
mitokondria pada kerbau rawa dan kerbau
sungai menggunakan 15 enzim restriksi
endonuklease. Lima tipe DNA mitokondria
teridentifikasi yaitu tiga tipe pada kerbau
lumpur dan dua tipe pada kerbau sungai.
Keragaman nukleotida bervariasi dari 0,2 —
0,6% di dalam kelompok kerbau lumpur dan
kerbau sungai dan bervariasi antara 1,9 — 2,4%
antara kerbau lumpur dan kerbau sungai.

Jarak genetik

Keragaman genetik antar populasi dapat
dicirikan dari jarak genetik. Jarak genetik
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dalam Klasifikasi atau pengelompokan ternak
menggambarkan perbedaan nilai suatu ciri
antara kelompok ternak yang dibandingkan.
Semakin Kkecil nilai jarak genetik, semakin
kecil pula keragaman antar populasi tersebut,
demikian pula sebaliknya. Nilai jarak genetik
disajikan dalam bentuk matriks seperti tertera
pada Tabel 4, sedangkan ilustrasi dendrogram
ditampilkan pada Gambar 6.

Tabel 4. Jarak genetik berdasarkan haplotipe

Jateng NTB Sumut  Banten
Jateng  *F** 0,0000 0,0061 0,0000
NTB falakaied 0,0061 0,0000
Sumut falakaied 0,0061
Banten Fkkk
Hasil analisis memperlihatkan adanya
penstrukturan  genetik  sebagai gambaran

pemisahan populasi menjadi dua unit populasi,
yaitu unit populasi Jawa Tengah-Nusa
Tenggara Barat-Banten, dan unit populasi
Sumatera Utara (Gambar 6). Secara berturut-
turut nilai jarak genetik kedua unit populasi
tersebut adalah 0,0000 dan 0,0061 (Tabel 4).
Berdasarkan hasil yang diperoleh dari
penelitian ini ternyata sampel kerbau dari Jawa
Tengah, Nusa Tenggara Barat dan Banten
diduga memiliki genetik yang sama.

lustrasi dendogram memberikan informasi
kekerabatan  keempat populasi  daerah
pengambilan sampel. Pola kekerabatan suatu

ternak diduga terjadi karena adanya
penyebaran dan proses migrasi (gene flow).
Hasil yang diperoleh berdasarkan penelitian
mengenai karakteristik fenotipik kerbau Banten
dan Sumatera Utara yang telah dilakukan oleh
HIDAYAT (2007) menunjukkan bahwa jarak
genetik dan pohon fenogram antara populasi
kerbau Banten dan Sumatera Utara adalah
terpisah, dengan jarak genetik dekat yaitu
0,172743. Begitu pula dengan populasi kerbau
Jateng, secara genetik hubungan populasi
Jateng dengan populasi Banten dan Sumatera
Utara adalah dekat. Hal yang sama dinyatakan
oleh MUKHERJEE et al. (1991) bahwa ternak
kerbau di Asia Tenggara mempunyai fenotipe
luar yang serupa dan hubungan jarak genetik
kerbau rawa di Asia Tenggara tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata. Begitu
pula AMANO et al. (1981) mengemukakan
bahwa kerbau rawa di Jawa Barat, Sumatera
Barat, Toraja dan Ujung Pandang mempunyai
jarak genetik yang dekat, sementara itu kerbau
rawa dan kerbau murrah mempunyai jarak
genetik yang jauh. Hasil analisis jarak genetik
diperoleh hasil bahwa populasi kerbau rawa
dan kerbau sungai di Indonesia mempunyai
jarak genetik yang jauh, sehingga diasumsikan
bahwa kerbau rawa dan kerbau sungai
didomestikasi dari nenek moyang yang
berbeda (AMANO et al. 1981). Begitu pula
dengan penelitian yang dilakukan oleh
TANAKA et al. (1995), berdasarkan pola
pemotongan DNA  mitokondria  dengan
dendogram, memperlihatkan bahwa kelompok
kerbau lumpur merupakan kelompok yang
berbeda dengan kerbau sungai.

2
0,0000 | 4
0,0061 1
3
Gambar 6. Dendogram  populasi ~ Bubalus  bubalis  wilayah  Jawa  Tengah (1), Nusa

Tenggara Barat (2), Sumatera Utara (3) dan Banten (4)
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KESIMPULAN

Keragaman genetik kerbau rawa lokal
berdasarkan haplotipe dna mitokondria masih
sangat rendah. Hasil pemotongan dengan
empat enzim restriksi (Alul, Haelll, Hinfl dan
Mspl) ditemukan dua haplotipe mMtDNA.
Haplotipe pertama memiliki pola penyebaran
luas di seluruh wilayah pengambilan sampel
(Jawa Tengah, Nusa Tenggara Barat, Sumatera
Utara dan Banten), sedangkan haplotipe kedua
hanya ditemukan pada satu sampel dari
wilayah Sumatera Utara. Berdasarkan ada
tidaknya situs restriksi dari dua haplotipe,
diperoleh nilai keragaman nukleotida () untuk
kerbau pengamatan adalah 0,17%. Perhitungan
jarak genetik dalam bentuk dendrogram
menunjukkan bahwa sampel kerbau yang
berasal dari Jawa Tengah, Nusa Tenggara
Barat dan Banten diduga berasal dari nenek
moyang yang sama (D = 0,0000). Begitu pula
dengan  Kkerbau lokal Sumatera Utara
berkerabat dekat dengan ketiga wilayah
tersebut (D = 0,0061).
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