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ABSTRAK

Penelitian yang bertujuan untuk mengkarakterisasi keragaman daerah D-loop mtDNA yang berguna
sebagai database dalam pelaksanaan program konservasi sapi Aceh telah dilakukan. Pengumpulan sampel
darah (8 sampel untuk analisis D-loop) dilakukan di empat lokasi yaitu Kota Banda Aceh, Kabupaten Aceh
Besar, Pidie dan Aceh Utara. Sampel pembanding telah diambil 2 sampel masing-masing sapi Bali (Pulau
Bali), Madura (Pulau Madura), Pesisir (Sumatera Barat) dan satu sampel sapi PO (Jawa Barat). Primer
yang digunakan untuk mengamplifikasi sekuen daerah D-loop mtDNA adalah BIDLF dan BIDLR dengan
panjang produk 980 bp dan panjang sekuen yang dapat dianalisis 479 bp. Data sekuen D-loop disejajarkan
berganda dengan sekuen acuan Bos indicus dari GenBank menggunakan program Squint 1.02 dan dianalisis
dengan program MEGA4. Hasil analisis D-loop mtDNA dengan sekuen acuan Bos indicus, ada 27 situs
beragam pada sapi Aceh. Penanda ini dapat digunakan untuk membedakan dan pengelompokan sapi lokal
Indonesia di mana sapi Aceh satu klaster dengan sapi Pesisir dan PO, mempunyai jarak genetik yang lebih
dekat dengan sapi Bos indicus, sedangkan sapi Bali dan Madura membentuk klaster sendiri.

Kata kunci: Sapi Aceh, DNA, Mitokondria, D-Loop

ABSTRACT

The aims of this study were to describe the genetic variation of D-loop of mtDNA which is useful
database for conducting conservation programe. The whole blood samples were collected (8 samples for D-
loop analysis) from four locations which were Aceh Besar, Pidie, North Aceh regencies and Banda Aceh
city. Out group whole blood samples were collected from two samples from Bali cattles (Bali Island),
Madura cattle (Madura Island), and Pesisir cattle (West Sumatera) respectively and one sample from PO
cattle (West Java). Amplification of D-loop sequences of mtDNA with BIDLF and BIDLR primary had
PCR product 980 bp length and sequences length which could be analyzed 479 bp. The Data were analyzed
using Squint 1.02 and MEGAA4.0 programme. The result of D-loop mtDNA analysis as showed that there
were 27 sites of variance in Aceh cattle. This marker can be used to differentiate and subdivide of Indonesia
local cattle, and indicated that Aceh cattle had the same cluster as Pesisir cattle where PO cattle comes into
their group, has closer genetic distance to Bos indicus, while Bali and Madura cattle had the same cluster.

Keywords: Aceh cattle, DNA, Mitochondrial, D-loop

PENDAHULUAN terbukti dapat beradaptasi dengan lingkungan lokal

termasuk makanan, ketersediaan air, iklim dan

Sapi Aceh merupakan satu dari empat bangsa sapi  penyakit. Dengan demikian, ternak-ternak inilah yang

asli Indonesia (Aceh, Pesisir, Madura dan Bali). Sapi paling cocok untuk dipelihara dan dikembangkan di

Sumba-Ongole dan Java-Ongole (PO) juga dianggap Indonesia, walaupun produksinya lebih rendah dari
sebagai bangsa sapi lokal Indonesia (Martojo, 2003; ternak impor (Noor 2004).

Dahlanuddin et al., 2003). Ternak-ternak asli telah Sapi Bali diketahui merupakan hasil domestikasi
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langsung dari banteng liar (MacHugh, 1996; Verkaar
et al., 2002; Martojo, 2003; Kikkawa et al., 2003;
Hardjosubroto, 2004), mempunyai ciri-ciri fisik yang
hanya mengalami perubahan kecil dibandingkan
dengan leluhur liarnya (Handiwirawan dan
Subandriyo, 2004). Sapi asli lain merupakan hibridisasi
banteng termasuk sapi luar yang masuk ke Indonesia
dan telah cukup lama berada di Indonesia sehingga
berkembang biak sesuai dengan lingkungannya. Sapi
Indonesia telah mengalami seleksi alam dengan
berbagai tekanan iklim tropis basah, pengaruh interaksi
genetik dan lingkungan dan telah teradaptasi terhadap
wilayah seperti pakan berkualitas rendah dengan
segala penyakit dan ektoparasit lokal yang ada di
wilayah tersebut, sehingga telah memunculkan
fenotipe-fenotipe baru yaitu yang dimiliki sapi Aceh,
Pesisir, Madura, Bali, SO dan PO.

Sapi Aceh merupakan bangsa sapi tipe kecil yang
ditemukan khusus di daerah Aceh. Sapi ini resisten
terhadap temperatur tinggi sehingga berpotensi untuk
dimanfaatkan (ILRI, 1995). Ketahanan ternak lokal
terhadap lingkungan yang ekstrim telah diuji melalui
hewan percobaan mencit (Mus musculus) oleh
Abdullah et al. (2005) bahwa, mencit liar yang telah
teradaptasi lingkungan dengan segala perubahan yang
ada mempunyai gen pengatur daya produksi dan
reproduksi yang lebih unggul terhadap stres lingkungan
dibanding mencit laboratorium. Pengujian tersebut
mendukung pendapat Noor (2004) bahwa, ternak-
ternak asli telah terbukti dapat beradaptasi dengan
lingkungan dan iklim tropis. Dengan demikian, ternak-
ternak inilah yang paling cocok untuk dipelihara dan
dikembangkan di Indonesia, walaupun produksinya
lebih rendah dari ternak impor.

Eksploitasi sapi Aceh melalui persilangan yang
semakin luas dengan bangsa sapi eksotik yang
dilakukan selama ini tanpa evaluasi, kontrol dan
memperhitungkan arti penting sapi asli, dikhawatirkan
dapat mengakibatkan erosi sumber daya genetiknya,
sehingga mengancam keberadaan sapi ini pada masa
yang akan datang. Kehilangan gen-gen penting pada
ternak asli yang telah teradaptasi dengan kondisi
lingkungan setempat akan sulit bahkan tidak akan
dapat digantikan. Kekhawatiran ini dapat dilihat pada
bukti sapi-sapi asli di negara India yang telah punah
sebelum sapi itu diidentifikasi dan dimanfaatkan akibat
persilangan yang meluas seperti dilaporkan Sodhi et
al. (2006). FAO (2000) sudah memperingatkan

sebelumnya bahwa, ternak yang mempunyai risiko
untuk punah terdapat di negara-negara yang sedang
berkembang akibat permintaan pasar yang baru,
persilangan, pergantian breed dan kegiatan mekanisasi
pertanian.

Sehubungan dengan hal tersebut di negara
berkembang, banyak peneliti yang sedang melakukan
karakterisasi ternak secara fenotipik termasuk pada
tingkat molekuler yang digunakan untuk dokumentasi
produksi ternak, status dan pemanfaatannya (Sodhi
et al., 2006). Berdasarkan laporan terdahulu,
penentuan daerah D-loop mtDNA pada sapi dapat
menunjukkan hibridisasi pada banteng dan sapi Madura
(Nijman et al., 2003). DNA mitokondria adalah
penanda berdasarkan silsilah maternal (haploid) yang
pada sapi dapat menunjukkan sejarah kawanannya
(Ascunce et al., 2007). Penelitian Edwards et al.
(2007) pada daerah D-loop (control region) DNA
mitokondria beberapa bangsa sapi, telah dapat
diungkapkan bahwa nenek moyang sapi-sapi di Eropa
berasal dari Syria, kemudian menyebar ke seluruh
Eropa.

Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian pada
sapi Aceh mencakup inventarisasi sumber daya
genetiknya melalui analisis DNA mitokondria pada
daerah D-loop. Metode ini dapat digunakan karena
tingkat akurasi sangat tinggi dalam menggambarkan
keragaman genetik. Dengan demikian, hasil penelitian
ini diharapkan dapat melengkapi database pada sapi
Aceh untuk digunakan sebagai dasar pengambilan
kebijakan guna menerapkan keputusan yang lebih
tepat dan terarah dalam upaya pelestarian,
pengembangan dan pemanfaatannya secara
berkelanjutan.

MATERI DAN METODE

Materi Penelitian

Penelitian ini meggunakan sapi Aceh di empat
lokasi di Nanggroe Aceh Darussalam yang meliputi
Kota Banda Aceh, Kabupaten Aceh Besar, Pidie dan
Aceh Utara. Sebanyak 2 sampel darah sapi Aceh
diambil dari masing-masing lokasi, sehingga
keseluruhan sampel 8 ekor. Sampel darah sapi out
group diambil dari 2 sampel masing-masing sapi Bali
(P3Bali), Madura (Pulau Madura), Pesisir (Sumatera
Barat) dan satu sampel sapi PO (Laboratorium
Ternak Potong dan Kerja, Fapet, Institut Pertanian
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Bogor). Darah diawetkan dengan alkohol absolut (1:1)
dan diisolasi DNAnya dengan menggunakan metode
Sambrook et al. (1989) yang dikembangkan Duryadi
(1997).

Bahan dan Peralatan yang Digunakan

Bahan-bahan pereaksi yang digunakan untuk
isolasi DNA, yaitu: lysis buffer, digestion buffer, rinse
buffer, larutan phenol, larutan chloroform Iso Amyl
Alcohol (CIAA), etanol absolut, etanol 70%, larutan
TE 1x, larutan TBE 10x. Bahan-bahan yang digunakan
untuk visualisasi DNA hasil isolasi dan produk PCR,
yaitu: agarose standar, larutan TBE 1x, dan pewarna
ethidium bromide. Bahan untuk pereaksi PCR Core
digunakan dari Promega.

Peralatan utama digunakan mikrosentrifus
(Eppendorf Centrifugse 5415 C); tungku pemanas
(Sybron Thermolyne Nuova Il Hot plate); vortex
(Maxi Mix Thermolyne 37600 Mixer); waterbath
(Grand Incubator); kamera pengamatan Mitsubishi
video Copy Processor model P91E CB dilengkapi
monitor (UVI Tec); vacuum dryer (Centri Vap Con-
centrator, Labconco); magnetic stirrer (Mg 78); elec-
tronic ballace (AD HX 100); perangkat Submarine
Electrophoresis dan voltage/current regulator (Kayaki
PS100).

Primer Daerah D-loop DNA Mitokondria

Daerah D-loop DNA mitokondria diamplifikasi
dengan menggunakan primer BIDL-F 5’-
ACCCCCAAAGCTGAAGTTCT-3’ dan BIDL-R
5-GTGCCTTGCTTTGGGTTAAG-3’, dengan
panjang produk 980 bp (Tabel 1). Primer tersebut
didesain menggunakan software Primer3 (http://
www-genome.wi.mit.edu/cgibin/primer/
primer3_www.cgi) pada sekuen D-loop DNA
mitokondria Bos indicus (sapi Nellore) GenBank yang
diakses bebas di internet (kode akses AY126697)
pada situs NCBI.

Amplifikasi PCR

Setiap pereaksi PCR daerah D-loop dibuat vol-
ume 50 pl dengan komposisi 5 pl 10x buffer PCR; 2,5
ul MgCl, (25 mM); 1 ul ANTP (40 mM); 0,25 pl Taq
Polymerase (5 unit/ul) (Promega PCR Core System
I no.cat. M7660, Madison, WI, USA); 1 pl primer F
(20 picomol/ pl); 1 pl primer R (20 picomol/pl)
(Amersham); 1-3 ul DNA total sebagai DNA cetakan
(17,44-413,51 ng/ul); penambahan dH, O (invitrogen)
sampai volume 50 pl. Pencampuran selalu dilakuan
penambahan akhir Taq DNA Polymerase.

Kondisi PCR daerah D-loop, yaitu pra PCR:
denaturasi 94°C 2 menit; PCR: denaturasi 94°C 30
detik, annealing 59°C 45 detik, dan elongasi 72°C 1
menit 35 siklus; extention 72 °C 5 menit dan 4°C
suhu penyimpanan.

Sekuensing produk PCR dari hasil amplifikasi
daerah D-loop dilakukan di PT. Charoen Pokphand
Indonesia, Tbk. Tabung eppendorf berisi produk PCR
dibawa dengan memasukkannya ke dalam kotak es
Marina Cooler dan pendingin es pack.

Analisis Data

Analisis basa-basa nukleotida daerah D-loop sapi
Aceh terhadap basa-basa nukleotida daerah D-loop
sapi-sapi dari data GenBank sebagai pembanding,
telah diambil dari situs NCBI (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) dengan hanya memasukkan
kode akses hasil pelacakan yang sesuai (Bos indicus
atau Bos taurus).

Pensejajaran runutan basa nukleotida daerah D-
loop digunakan program Squint Alignment Editor versi
1.02 (Goode dan Rodrigo, 2007) dan MEGA versi 4.0
Beta Release (Tamura et al., 2007). Berdasarkan
hitungan jarak genetik (D) 2-parameter Kimura
(metode bootstrapped Neighbor-Joining 1000 kali
ulangan) antar sapi penelitian, dibentuk pohon filogeni
dengan program MEGA.

Tabel 1. Urutan Basa dan Suhu Penempelan Primer untuk Mengamplifikasi Daerah D-loop Sapi Penelitian

Primer Sekuen 5““‘! Panjang Produk
annealing

BIDL-F 5’-ACCCCCAAAGCTGAAGTTCT-3’ 50°C 980 b

BIDL-R 5’-GTGCCTTGCTTTGGGTTAAG-3’ P
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi Daerah D-loop
Amplifikasi daerah D-loop pada sapi Aceh,
Bali, Madura, PO dan Pesisir dilakukan dengan
menggunakan pasangan primer BIDLF dan BIDLR
hasil desain sendiri berdasarkan basa sekuen Bos
indicus. Fragmen DNA sapi hasil amplifikasi
pasangan primer tersebut, terdiri atas 37 bp fragmen
gen tRNAP® pada posisi basa ke-30 sampai dengan
66 (15758-15794), 913 bp fragmen utuh daerah D-
loop pada posisi basa ke-1 sampai dengan 913
(15795-16341,1-366) dan 30 bp fragmen tRNAP"
pada posisi basa ke-1 sampai dengan 30 (367-396).
Sketsa letak penempelan pasangan primer BIDLF dan
BIDLR pada daerah D-loop sapi penelitian terdapat
pada llustrasi 1.
Pasangan primer BIDLF dan BIDLR yang

Elmer 2400 pada kondisi annealing 59°C selama 45
detik, terdapat dalam llustrasi 2.

Keberhasilan amplifikasi daerah D-loop khususnya
sangat ditentukan oleh kondisi penempelan primer
pada DNA genom selain faktor-faktor bahan pereaksi
PCR dan mesin PCR yang digunakan. Ada variasi
ukuran fragmen yang teramplifikasi, yaitu pada sampel
A3 (sapi Aceh 3), PO (sapi PO), PS1 dan PS2 (sapi
Pesisir 1 dan 2). Variasi ukuran fragmen DNA yang
teramplifikasi tersebut karena ada penyisipan (insersi)
basa nukleotida, sehingga mempunyai ukuran fragmen
yang lebih panjang.

Keragaman Runutan Nukleotida

Setelah dilakukan sekuensing pada produk PCR
dan optimasi pensejajaran dengan runutan genom Bos
indicus dari GenBank (kode akses AY126697; Miretti
et al., 2002) sebagai acuan, diperoleh ukuran parsial

BIDL F BIDL R
20 bp 20 bp
tRNAP® T lfikasi 980 b tRNA™
37p eramplifikasi p 30b
P (37 bp tRNA™, 913 bp D-loop utuh, 30 bp tRNA™™) P

lustrasi 1. Sketsa Letak Penempelan Primer BIDLF dan BIDLR untuk Mengamplifikasi Fragmen Daerah D-
loop Sapi Aceh, Bali, Madura, PO dan Pesisir

mengamplifikasi fragmen berukuran sekitar 980 bp
masing-masing menempel pada basa ke-30 sampai
dengan 49 gen tRNAP° (15758-15777) untuk primer
BIDLF dan basa ke-11 sampai dengan 30 gen
tRNAP (377-396) bagi primer BIDLR. Tampilan
optimal fragmen hasil amplifikasi pasangan primer
tersebut dengan menggunakan mesin PCR Perkin

479 bp daerah D-loop yang dapat dianalisis. Ukuran
sepanjang 434 bp tidak dapat digunakan karena ada
beberapa basa yang tidak diketahui yaitu terletak pada
arah primer ‘5 BIDLF sepanjang 7 bp dan ke arah
primer ‘3 BIDLR sepanjang 427 bp.

Analisis keragaman runutan nukleotida dilakukan
setelah runutan DNA sapi Aceh, Bali, Madura, PO

M Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 Bl B2 M1 M2 PO PS1 PS2

Keterangan: lajur M = DNA ladder 100 bp, lajur A1-A8 = hasil PCR sapi Aceh, lajur B1-B2 = hasil PCR sapi Bali, lajur
M1-M2 = hasil PCR sapi Madura, lajur PO = hasil PCR sapi PO dan lajur PS1-PS2 = hasil PCR sapi Pesisir

llustrasi 2.

Hasil Amplifikasi Daerah D-loop dengan Menggunakan Pasangan Primer BIDLF dan BIDLR

setelah Dimigrasikan dalam Gel Agarose 1,2% pada Tegangan 90 volt selama 45 Menit
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dan Pesisir disejajarkan dengan acuan utama pada
runutan nukleotida sapi Bos indicus (Nellore) dari
GenBank (kode akses AY126697). Jumlah nukleotida
dari semua contoh sapi penelitian adalah tidak sama
setelah dilakukan perbandingan. Hal ini karena ada
beberapa delesi dan insersi nukleotida pada sapi Aceh,
Bali, Madura, PO, dan Pesisir.

Berdasarkan ukuran runutan nukleotida parsial
sepanjang 479 bp yang dapat dianalisis, hasil
pensejajaran runutan nukleotida sapi Aceh, Bali,
Madura, PO dan Pesisir dengan acuan runutan
nukleotida Bos indicus (sapi Nellore) dari GenBank,
maka rataan komposisi nukleotidanya dapat dilihat
pada Tabel 2.

berkerabat dekat.

Perbedaan nukleotida antara sapi Aceh dan sapi
Bos indicus dari GenBank pada situs NCBI (kode
akses AY126697, AY378137, L27732,AY378135 dan
DQ166132) yaitu T =0,02%; C = 0,29%; A= 0,52%;
dan G = 0,81%. Perbedaan rataan komposisi
nukleotida yang lebih besar ditemukan antara sapi
Aceh dan Bos taurus (kode akses AF409058,
Y676858, AY676871, DQ520591, AY521119) yaitu
T=1,16 %; C = 0,57%; A = 0,58%; dan kecuali G =
0,07%. Perbedaan jumlah rataan komposisi
nukleotida A+T dan C+G antara sapi Aceh terhadap
Bos indicus masing-masing yaitu 0,55% dan 0,52%
serta jumlah perbedaan rataan komposisi nukleotida

Tabel 2. Rataan Komposisi Nukleotida Daerah D-loop Parsial Sapi Aceh, Bali, Madura, PO dan Pesisir setelah
Disejajarkan dengan Komposisi Nukleotida Acuan Bos indicus dari GenBank (ukuran 479 bp)

Bangsa sapi n T C A G A+T C+G
Aceh 8 26,84 23,35 36,48 13,31 63,31 36,66
Bali 2 26,20 24,00 37,40 12,40 63,60 36,40
Madura 2 26,30 24,50 36,20 13,00 62,50 37,50
PO 1 25,50 26,30 32,30 16,00 57,80 42,30
Pesisir 2 26,35 23,65 36,85 13,15 63,20 36,80
Bos indicus 5 26,86 23,64 37,00 12,50 63,86 36,14
Bos taurus 5 28,00 22,78 35,90 13,38 63,90 36,16

Keterangan: komposisi dalam persen, n = jumlah sampel, sapi PO hanya satu sampel teramplifikasi

Jumlah rataan komposisi nukleotida A+T pada sapi
Aceh, Bali, Madura dan Pesisir, masing-masing adalah
63,31%; 63,60%; 62,50; dan 63,20%. Sedangkan sapi
PO mempunyai jumlah komposisi nukleotida A+T
paling rendah (57,80%). Jumlah rataan komposisi
nukleotida C+G pada sapi Aceh, Bali, Madura dan
Pesisir masing-masing adalah 36,66%; 36,40%; 37,50;
dan 36,80%, sedangkan sapi PO mempunyai jumlah
rataan komposisi nukleotida C+G yang tertinggi yaitu
sebesar 42,30%. Hal ini menunjukkan bahwa ada
perbedaan komposisi basa-basa nukleotida (materi
genetik) yang miliki sapi Aceh terhadap sapi Bali,
Madura, PO dan Pesisir. Besarnya perbedaan
tersebut ditunjukkan melalui persamaan atau perbedaan
susunan basa-basa nukleotida (termasuk insersi dan
delesi) antara sapi Aceh dan sapi pembanding dengan
acuan Bos indicus. Sapi Aceh dibandingkan dengan
sapi Bali, Madura dan PO memiliki perbedaan susunan
basa nukleotida berkisar 21-23 %, sedangkan
terhadap sapi Pesisir hanya 2,93%. Hal ini
menunjukkan bahwa sapi Aceh dan sapi Pesisir

A+T dan C+G antara sapi Aceh terhadap Bos taurus
masing-masing 0,59% dan 0,50%. Sehingga, apabila
dibandingkan rataan komposisi nukleotida antara sapi
Aceh dan sapi Bos indicus terhadap Bos taurus dari
GenBank, maka rataan komposisi nukleotida antara
sapi Aceh dan Bos indicus lebih rendah perbedaannya.

Nukleotida A daerah D-loop mempunyai frekuensi
tertinggi pada sapi penelitian dengan urutan mulai
tertinggi sampai terendah berturut-turut yaitu sapi Bali
(0,374), Pesisir (0,369), Aceh (0,365), Madura (0,361)
dan PO (0,323) (llustrasi 3). Nukleotida G mempunyai
frekuensi terendah pada sapi penelitian dengan urutan
tertinggi (0,160) ditemukan pada sapi PO, sapi
Madura 0,131, frekuensi yang sama (0,128) pada sapi
Aceh dan Pesisir serta frekuensi terendah ditemukan
pada sapi Bali (0,124). Sapi Aceh mempunyai
frekuensi nukleotida T tertinggi (0,270); sapi Pesisir
0,267; sapi Madura 0,264; sapi Bali 0,262; dan
terendah ditemukan pada sapi PO (0,255). Frekuensi
nukleotida C tertinggi ditemukan pada sapi PO
(0,263), sapi Bali dan Madura masing-masing adalah
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#Bos_indicus_(GB) TT-AA-TATA G---TTCCAT AAATGCAAAG AGCCTTATCA GTATTAAATT TATCAAAAAT [ 60]
#Aceh_1 B [ 60]
#Bali_1 e amm— . O GC.. ... JR O [ 60]
#Madura_1 T O ¢ R GC.. ciiiiaaa ..Cooo... [ 60]
#PO ..C.GC...G .GGG.A..-—- ————- .CC-- ——___..T..CC...... T.. .-..GGGG.. [ 60]
#Pesisir_1 LA L m o e e e e e e e e et e eeeeee edeaaaaaa [ 60]
#Bos_indicus_(GB) CCCAATAACT CAACACAGAA TTTGCACCCT AACCAAATAT TAC---AAAC ACCACTAGCT [120]
HACEh_1 L e e e ee e e e eeea eeeeeaaaan T [120]
#Bali_1 TT...C.Gon i e Comm— o o [120]
#Madura_1 TT...C.Gon oot e C..CAC.... . .oio-o.-. [120]
#PO PR T T e eeeeeeeas [120]
HPesSISHIr_1 L e e e e e e e eeeee eeeieaaaan e e e eeeeaa [120]
#Bos_indicus_(GB) AACATAACAC --GCCC---A -TACA-CA-G -ACC-——-—— ————————— -ACAGA--AT [180]
#Aceh_1 o ___..... e T i e T e - --.. [180]
#Bali_1 o AC....CCC. C....GA.T. C...CTCCAA GTGGGATAAG T...T.AT.. [180]
#Madura_1 o AC....CC-. C....GA_.T. C...CTCCAA GTGGGATAAG T...T.AT.. [180]
#PO L. e T i e T e - --.. [180]
#Pesisir_1  __..__...... e T i e T e - --.. [180]
#Bos_indicus_(GB) GAAT-TACCC AGG--CA--- —---— AGAGGT AAT--GTACA TAACATTAAT GT-AATAAAG [240]
#Aceh_1 e e em— e m—— - T it e e [240]
#Bali_1 T...G..A-T .A_TA..TAA TATT.-.T.. ...AA____. R [ e [240]
#Madura_1 T...G..A-T .A_TA..TAA TATT.-.T.. ...AA____. R [ Tl [240]
#PO e e - Y T e [240]
#Pesisir_1 e m e e ———— .. e e et e ieeeeaaan e aaa [240]
#Bos_indicus_(GB) ACATGATATG TATATAGTAC ATTAAATTAT ATACCCCATG CATATAAGCA AGTACATG-A [300]
22X o = o 1 -. [300]
#Bali_1 B B T..-. [300]
#Madura_1 e AL L A T..-. [300]
22O G. [300]
HPEeSHESHEN_1 L e e e e e e e e e e eeee e e eeeae ameaaaaa -. [300]
#Bos_indicus_(GB) T-CTCTATA- A-TAGTACAT AATACATACA AT----T-AT TAATTGTACA TAG-TACATT [360]
#Aceh_1 e - Al - P IR e [360]
#Bali_1 AM__.C...A .—C....... I C -T. ..CCCC.-.- ——_.C..... e [360]
#Madura_1 A-...C...G .-C....... I CI -T. ..CCCC.-.- ——_.C..... e [360]
#PO e e e e s.———=.T.. ...CC....C ...G...... [360]
#Pesisir_1 R, — e eie e eeaeaaas Bl Gooe coim oo [360]
#Bos_indicus_(GB) -ATA-TCAAA TCCAT--CCT CAACAACATA TCT-ACTA-T ATACCCCTTC CAC---TAGA [420]
#Aceh_1 et o I, e e eeeeaa .C.——-..A_ [420]
#Bali_1 -.C.—..... _.T.C——_.. TG.A..... G -G————— .- = ... .C.——-_.A. [420]
#Madura_1 - Co—...- _.T.C——_.T. -G....... G - ————— - - .C.———_... [420]
#PO T...A_..C.. ...C.TC..C ...A_..... T.ToLLlAL Ll CC. .C.CCT..A. [420]
#Pesisir_1 e m i e e e e e eeeaaa e e em e e eieieaaas -.-——_..A_. [420]
#Bos_indicus_(GB) -TCACGAG-C TT-AATTA-- -CCATG--CC GCGTG-AAAC C--AGCAACC CGC--TAAGC [480]
#Aceh_1 I O Bl € € B [480]
#Bali_1 - Coi——— ——— . AC C..C..-G.. -..G.G.... .——.—_ ... .C.-T...-A [480]
#Madura_1 - Coi——— ——— . AC C..C..——-.. -G.G.G.... _——_...... ..—-T..G-. [480]
#PO A..C....G. ..T..... -- —-..C..GG.. .G.G.G.... .CC....... .C.CC...AA [480]
#Pesisir_1 I O -—— - —..—-G. -..G.G.... ——-.... Co——_ ... [480]
#Bos_indicus_(GB) AGA-G-GAT- -CCCTCTTCT --CGCTCCGG G--CCCATAG ACCGTGGGGG T---—---— CG [540]
#Aceh_1 A - - - T. ——.C...... Ly W ¢ JR G-—————— .C [540]
#Bali_1 AA - —— —-__.C...-. TC.C...... == ...G.- TT.G..... G-—————— .C [540]
#Madura_1 A--Al—- - .. C...-. = C...... =TG- .TT.G..... G-————- G.C [540]
#PO AC-AALLAA AL .C...T. TC.C...... _GG....AA AAG..... GGGGGGC-.C  [540]
#Pesisir_1 A— - - -l T. —— - ... B L S S ¢ B .C [540]
#Bos_indicus_(GB) CTATTT-AA- TGAATTTT-- ACCAGGC--A TCT--GGTTC TTT [583]

#Aceh_1 cemeee—me = G- —= L. -..G==. -.-G....T ... [583]

#Bali_1 P L C P TA _AA ————— - .—.=G....T ... [583]

#Madura_1 cemeee=..= G- ...TC _AA————- - .—.=G....T ... [583]

#PO LTl ToAGaoo. TT ...C..GGG. .-.GG....T ... [583]

#Pesisir_1 = Toi= Goemiii— L= .G—=_ —.-G....T ... [583]

Keterangan: Hanya sebagian data optimasi pensejajaran yang ditampilkan. Titik menunjukkan kesamaan basa, tanda strip menunjukkan
penyisipan atau delesi untuk mengoptimalkan pensejajaran. Daerah D-loop Bos indicus utuh dari GenBank sepanjang 913
bp, yang dapat dianalisis 479 bp. Ruas ini setara dengan posisi 15802 sampai dengan 16280 dari runutan lengkap mtDNA
sapi Bos indicus dari GenBank.

llustrasi 4. Pensejajaran Berganda Nukleotida Dari Daerah D-loop Parsial Sapi Aceh, Bali, Madura, PO,
Pesisir dan Bos indicus (Nellore) dari GenBank (AY126697)
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0,240 dan 0,244; dan frekuensi yang sama (0,236)
ditemukan pada sapi Aceh dan Pesisir.

Hasil perbandingan basa nukleotida berukuran 479
nt pada sapi Aceh dan sapi Bos indicus (Nellore) dari
GenBank, menunjukkan situs beragam sebanyak 27
basa nukleotida. Sebagian data optimasi ditampilkan
dalam llustrasi 4. Keragaman yang terjadi mulai di
daerah pertengahan (sekitar domain ke dua) sekuen
basa nukleotida D-loop, yaitu mulai situs 267 dan tidak
ditemukan situs yang beragam pada permulaan sekuen
(dekat dengan tRNAP™) yaitu menuju ke arah primer
BIDLF. Rata-rata nilai rasio transisi (substitusi purin
dengan purinatau pirimidin dengan pirimidin) terhadap
transversi (perubahan dari purin ke pirimidin atau
sebaliknya) pada sapi Aceh adalah 1,13% (purin) dan
1,86% (pirimidin) dengan nilai bias keseluruhan (R) =
0,533. Sebanyak 126 situs segregasi ditemukan dalam
populasi sapi penelitian dan khusus dalam kelompok
sapi Aceh ditemukan sembilan situs segregasi.

Susunan basa nukleotida yang beragam pada
daerah D-loop DNA mitokondria sapi Aceh
menunjukkan terjadinya mutasi. Menurut Ishida et al.
(1992), dari bagian-bagian fragmen mtDNA, daerah
control region atau dikenal dengan D-loop merupakan
daerah yang paling hipervariabel, mempunyai laju
kecepatan mutasi 10 kali lebih cepat dibandingkan

(YRS
'70@%(:')-% 1
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rkarl
Thari)_\&(\\ XY c\>®
BO°T (O
< F

O
Aceh 84 %
08/7]

dengan daerah mtDNA lainnya.

Hubungan Kekerabatan Sapi Aceh

Hubungan kekerabatan antara sapi Aceh dan sapi
Bali, Madura, PO, Pesisir, dan Bos indicus yang
diambil dari GenBank sebagai pembanding, dilakukan
pada sekuen sepanjang 479 nukleotida yang menyusun
D-loop parsial. Pengelompokan sapi lokal berdasarkan
jarak genetik dengan metode Neighbor-Joining (Saitou
dan Nei, 1987) dalam program Mega 4.0 (Tamura et
al., 2007). Pohon yang optimal mempunyai jumlah
panjang cabang 0,78645673. Persentase pengulangan
pohon di mana kelompok bangsa sapi yang
berhubungan diklasterkan bersama-sama dalam uji
bootstrap (1000 kali pengulangan) (Felsenstein, 1985).
Jarak genetik dihitung dengan metode 2 parameter
Kimura (Kimura, 1980) dan di dalam unit-unit dari
banyaknya substitusi basa per lokasi. Semua posisi
yang mengandung data-data senjang (gab) dan data
hilang dieliminasi dari dataset (opsi penghapusan
lengkap). Hasilnya menunjukkan, populasi sapi lokal
yang diteliti terbagi ke dalam dua posisi yang berbeda
yaitu sapi Aceh, Pesisir dan PO berada dalam satu
posisi yang sama, sedangkan sapi Bali dan Madura
berada pada posisi yang kedua (llustrasi 5).

Sapi Pesisir dan sapi PO dikelompokkan dengan

7z T2
&
eh 5

VoR
8,
L

h
e

108

lHustrasi 5. Dendogram Neighbor-Joining Berdasarkan Metode 2 Parameter Kimura dari Nukleotida Daerah D-Loop
Parsial (Berukuran 479 Bp) Sapi Aceh, Bali, Madura, PO, Pesisir dan Bangsa-Bangsa Sapi dari Genbank
(GB) Dengan Pengolahan Bootstrap 1000 Ulangan
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sapi Aceh karena kedekatan genetik yang dimilikinya.
Pola dendogram sapi Aceh cenderung beragam dan
sapi Pesisir yang masuk ke dalam kelompok sapi Aceh
cenderung memperlihatkan satu kelompok sendiri.
Pengelompokan sapi Aceh, Pesisir dan PO terlihat
berbeda secara riil dengan pengelompokan sapi Bali
dan Madura. Sapi PO walaupun satu kelompok
dengan sapi Aceh dan Pesisir, tetapi mempunyai
susunan basa nukleotida yang sangat berbeda yaitu
sebanyak 102 situs (21,34%) terhadap sapi Aceh dan
46 situs (8,95%) terhadap sapi Pesisir.

Persamaan susunan basa nukleotida sapi Aceh dan
Bos indicus adalah sebesar 94,36% dan terhadap Bos
taurus sebesar 88,52%, sehingga sapi Aceh dekat
dengan sapi Bos indicus. Hal ini membuktikan bahwa
sapi Aceh adalah dari maternal zebu. Hubungan
kekerabatan sapi Aceh dengan sapi Bos indicus
berdasarkan analisis daerah D-loop mtDNA
menunjukkan hibridisasi yang dominan telah terjadi
antara sapi zebu betina dengan banteng jantan.
Menurut Nozawa (1979), pusat gen sapi zebu (Bos
indicus) ada di India.

Berdasarkan hasil analisis menunjukkan bahwa,
pengklasteran sapi Aceh, Pesisir dan PO yang berada
satu kelompok dengan sapi-sapi Bos indicus dari India
dengan nilai bootstrap 83%, terpisah terhadap sapi-
sapi Bos taurus dari Eropa dengan nilai bootstrap 84%.
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Ini berarti bahwa, sapi Aceh, Pesisir dan PO
dikelompokkan dengan sapi Bos indicus (zebu) dalam
uji bootstrap 1000 kali ulangan dengan peluang 83%
akan memperlihatkan hasil (posisi) yang sama.
Pemisahan pengelompokan sapi golongan zebu ini
terhadap sapi Bos taurus akan memperlihatkan hasil
yang sama pada 1000 kali ulangan dengan peluang
yang tinggi (84%).

Berdasarkan dendogram, terlihat bahwa sapi PO
masuk ke dalam kelompok sapi Aceh, jauh terpisah
dengan sapi Bali dan Madura yang mempunyai asal
geografis yang lebih dekat. Sapi PO mempunyai
runutan nukleotida delesi dan insersi pada sekuen D-
loop mtDNA parsial yang dianalisis. Disamping itu,
Sapi PO mempunyai frekuensi komposisi
nukleotidanya yang unik (perbedaan yang lebih besar
terhadap frekuensi nukleotida sapi lain) seperti dalam
lHustrasi 3. Perbedaan posisi sapi PO dalam klaster
sapi Aceh yang mempunyai cabang lebih panjang
(menjorok keluar) kemungkinan karena pengaruh
maternal sapi PO yang berasal dari sapi Jawa.
Menurut Merkens (1926), sapi Jawa terdapat di Jawa
dengan karakteristik tertentu yang merupakan
campuran berbagai bangsa sapi.

Kelompok sapi Aceh yang mempunyai jarak genetik
yang lebih jauh dengan sapi Madura dibandingkan
terhadap sapi Bali karena kelompok sapi Aceh
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lustrasi 3. Frekuensi Nukleotida Daerah D-Loop Parsial Berukuran 479 bp Pada Sapi Aceh, Bali,
Madura, PO, Pesisir dan Bos Indicus (Nellore) dari Genbank
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mempunyai perbedaan susunan basa nukleotida D-
loop sebesar 22,38% (107 situs) terhadap sapi Bali
dan 23,01% (110 situs) terhadap sapi Madura.
Perbedaan sapi Aceh terhadap sapi Bali karena sapi
Bali merupakan turunan langsung dari Bos banteng
seperti yang telah dibuktikan Kikkawa et al. (2003)
pada gen cytochrome-b parsial (420 bp) sapi Bali dan
Verkaar et al. (2003) yang melakukan analisis paternal
(kromosom Y) sapi Bali menggunakan teknik PCR-
RFLP dengan enzim Bfal. Sedangkan perbedaan sapi
Aceh terhadap sapi Madura terjadi karena maternal
sapi Madura bukan dari sapi zebu tetapi berasal dari
sapi Bali (Bos banteng), hal ini terbukti dari hasil
analisis persamaan susunan basa nukleotida antara
sapi Madura dan sapi Bali yaitu sebesar 97,07%. Hasil
ini juga sejalan dengan Nijman et al. (2003) yang
menyatakan bahwa, sapi Madura mengandung materi
genetik sapi Bali yang telah mengalami hibridisasi
dengan sapi zebu.

KESIMPULAN

Berdasarkan runutan daerah D-loop DNA
mitokondria, sapi Aceh berada satu kelompok dengan
sapi Pesisir dan PO serta berkerabat dekat dengan
bangsa-bangsa sapi Bos indicus, sedangkan sapi Bali
dan Madura membentuk kelompok sendiri yang
terpisah dari Bos indicus dan Bos taurus. Susunan
basa nukleotida daerah D-loop mtDNA sapi Aceh
berbeda terhadap susunan basa nukleotida daerah D-
loop mtDNA sapi lokal lain dengan urutan perbedaan
mulai terkecil sampai terbesar yaitu terhadap sapi
Pesisir, PO, Bali, Madura, dan runutan DNA daerah
D-loop dapat digunakan sebagai penanda untuk
membedakan dan pengelompokan sapi lokal Indonesia.
Sapi Aceh mempunyai persamaan susunan basa
nukleotida sebesar 94,36% terhadap susunan basa
nukleotida Bos indicus, sehingga garis maternal sapi
Aceh berasal dari zebu (Bos indicus).
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