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ABSTRAK

This study aimed to identify the GHSR genes polymorphism in chickens and to analyze the association
of these genes on carcass weight and commercial cuts in chicken. A total of 60 local chickens (33 hen
and 27 roosters) was used in this study. The chickens were bred in the colony cages and given full time
access (ad libitum) to the commercial feed. The PCR-RFLP method was used to analyzed the gene
polymorphism. The Hin6I was used as a restriction enzyme. The genotype frequency, allele frequency
and Hardy Weinberg equilibrium were analyzed in this study. The phenotypic characteristics (body
weight, carcass weight, breast weight, thigh weight, drumstick weight, wing weight and back weight)
were analyzed using T test. The result showed that there were two genotypes (CT and TT) found in
kampung chickens. The frequency of CT and TT genotype were 0.317 and 0.683, respectively. The
value of Ho and He were 0.317 and 0.267 respectively. This population was not equal according to
Hardy Weinberg equilibrium analysis. The GHSR gene polymorphism was significantly associated
(P<0.05) with body weight, carcass weight, breast weight, thigh weight, drumstick weight, wing
weight and back weight. The TT genotype was higher than CT genotype on all traits. The locus of
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GHSR|Hin6I could be used as a marker associated selection (MAS).
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PENDAHULUAN

Indonesia memiliki ayam lokal yang berpotensi
tinggi untuk dikembangkan tingkat produktivitasnya.
Terdapat berbagai jenis ayam lokal, baik yang asli maupun
hasil adaptasi yang dilakukan puluhan bahkan ratusan
tahun yang lalu di Indonesia, dilaporkan terdapat 32 jenis
ayam lokal (ecotype) dan masing-masing jenis memiliki
keunggulan tersendiri, seperti ayam pelung, sentul, kedu,
merawang, gaok, dan nusa penida. Ayam lokal merupakan
aset yang sangat berharga dalam pembentukan bibit
unggul ayam lokal yang terbukti mampu beradaptasi pada
lingkungan setempat (Nataamijaya 2000). Ayam lokal yang
tidak memiliki karakteristik khusus disebut sebagai ayam
kampung (Nataamijaya 2010). Ayam kampung merupakan
plasma nutfah Indonesia yang mempunyai potensi untuk
dikembangkan karena memiliki daya adaptasi tinggi. Ayam
kampung merupakan ayam lokal Indonesia yang banyak
dibudidayakan di masyarakat, namun masih memiliki
produktivitas yang rendah di bawah potensi genetiknya
(Nataamijaya 2010). Muryanto et al. (2002) menyatakan
pengembangan ayam kampung memiliki kendala pada
lambatnya laju reproduksi dan pertumbuhan.

Sumbangan ayam kampung terhadap produksi
daging pada tahun 2015 sebesar 313,9 ribu ton, produksi
tersebut menurun dibanding dengan produksi daging
pada tahun 2013 sebesar 319,5 ribu ton (Direktorat
Jendral Peternakan 2015). Rendahnya produktivitas ayam
kampung berbanding terbalik dengan permintaan konsumsi
daging ayam kampung di masyarakat. Selain itu, kendala
kurang minatnya peternak skala besar untuk beternak
ayam kampung dikarenakan ayam kampung memiliki
pertumbuhan lambat untuk mencapai bobot potong
dibandingkan ayam ras pedaging (Darwati 2001). Oleh
karena itu, perlu dilakukan perbaikan mutu genetik ayam
kampung untuk meningkatkan efesiensi budidaya ayam
kampung. Salah satu metode yang dapat dilakukan adalah
dengan seleksi berbasis gen spesifik yang berpangaruh
pada sifat pertumbuhan.

Growth Hormone Secretagogue Receptor (GHSR),
terlibat dalam banyak fungsi fisiologis, termasuk sekresi
hormon pertumbuhan hipofisis, asupan makanan dan
pengeluaran energi (Fang ef al. 2010). Gen GHSR adalah
gen yang berperan penting sebagai resptor utama dalam
proses sekresi GH atau yang sering disebut dengan growth
hormone (Masayasu 2005). Gen GHSR terdiri dari 2 exon
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dan 1 intron (Niarami et al. 2014). Pada studi lain Gen
GHSR terbukti mempengaruhi sifat perlemakan daging
pada ayam Xinghua. GHSR juga berkaitan dengan tingkat
obesitas pada manusia dan tikus. GHSR berinteraksi
dengan GHRL dalam proses bioaktivasi melalui jalur
neuroendokrin (Lei ef al. 2007). Menurut Nie et al. (2009)
Gen GHSR juga terlibat dalam sekresi GH, food intake,
dan homeostatis energi. Fang et al. (2010) menemukan
keragaman lokus gen GHSR di intron 1 pada ayam White
Recessive Rock dan Xinghua yang berasosiasi dengan
bobot potong umur 28 dan 90 hari, bobot otot dada dan
paha. Keragaman ini diakibatkan karena adanya mutasi
basa T menjadi C.

Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi
keragaman genotipe gen GHSR pada ayam kampung.
Selain itu penelitian ini bertujuan untuk menganalisa
asosiasi gen tersebut terhadap bobot karkas pada ayam
kampung.

MATERI DAN METODE

Sampel Ternak

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah
ayam kampung berjumlah 33 ckor ayam betina dan 27
ekor ayam jantan yang dipelihara pada kandang koloni.
Populasi ayam tersebut dikoleksi 60 sampel darah ayam
kampung umur 12 minggu. Ayam tersebut berasal dari
koleksi Laboratorium Lapang Terpadu Fakultas Peternakan
IPB. Ayam tersebut mulanya didapat dari sebuah
perusahaan peternakan di Banten. Pakan dan minum
diberikan adlibitum.
Analisis Genotipe

Total genom diperoleh dengan metode phenol
chloroform (Sambrook et al. 2001) Primer yang
digunakan untuk mengamplifikasi gen GHSR berdasarkan
Fang et al (2010) yang dimodifikasi adalah primer
Jorward (5°-CCC ACA AAG TTA GCT GCA GAC-3’) dan
primer reverse (5’-CAC CTC TCC ATC TGG CTC ATT-
3%). Primer tersebut mampu mengamplifikasi gen GHSR
sepanjang 470 pb di intron 1. Amplifikasi DNA dilakukan
pada total volume 15 pL yang terdiri dari 1 pL. DNA, 0,3
pL  primer, 7,5 pL master mix, dan 6,2 pL air destilasi.
PCR dilakukan pada suhu denaturasi awal pada 94 °C
selama 4 menit yang dilakukan 1 siklus. denaturasi pada
suhu 94 °C selama 10 detik, annealing pada suhu 60 °C
selama 20 detik, ekstensi 72 °C selama 30 detik (35 siklus)
dan ekstensi akhir pada suhu 72 °C selama 7 menit.

Penentuan genotipe gen GHSR menggunakan
metode RFLP. Sebanyak 5 pL produk PCR gen GHSR
dipotong menggunakan 2 uL restriction endonuclease mix
yang terdiri dari 1 pL dH2O, 0,7 pL buffer, dan 0,3 pL
enzim pemotong, kemudian diinkubasi selama 16 jam pada
suhu 37 °C. Enzim pemotong yang digunakan untuk gen
GHSR adalah Hin6l yang mengenali situs potong G|CGC.
Elektroforesis dilakukan pada gel agarose 2% dengan
buffer 0.5 TBE (Tris Borat EDTA) yang dialiri arus listrik
dengan tegangan 100 V selama 40 menit. Visualisasi hasil
elektroforesis dilakukan di bawah UV transiluminator.
Analisis Data

Data yang dianalisis berupa data bobot hidup,
bobot karkas dan potongan komersial (dada, paha atas,
paha bawah, sayap dan punggung). Data sekuensing dari
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gen GHSR dianalisis menggunakan program Bioedit (Hall
1999). Identifikasi SNP dilakukan dengan menggunakan
program Molecular Evolutionary Genetics Analysis 7
(MEGA 7) dengan nomor referensi AB095994.1 (Tamura
et al. 2011). Nilai frekuensi alel, frekuensi genotype,
nilai keseimbangan Hardy-Weinberg, heterosigositas
pengamatan, heterosigositas harapan dihitung berdasarkan
Allendorf (2013). Asosiasi antara gen GHSR dengan sifat
yang diamati pada ayam kampung dianalisis menggunakan
ujit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi gen GHSR pada ayam kampung
berhasil dilakukan denaturasi awal pada 94 °C selama
4 menit sebanyak 1 siklus. denaturasi pada suhu 94 °C
selama 10 detik, annealing pada suhu 60 °C selama 20
detik, ekstensi 72 °C selama 30 detik (35 siklus) dan
ekstensi akhir pada suhu 72 °C selama 7 menit. Proses
tersebut menghasilkan produk sebesar 470 bp (Gambar
1). Hasil amplifikasi dipotong dengan enzim Hin6Il
menghasilkan 2 genotip, yakni CT dan TT. Hasil RFLP
pada gen GHSR menunjukkan bahwa genotip CT memiliki
3 pita 470 bp, 354 bp, dan 116 bp, sedangkan genotip TT
memiliki 1 pita 470 bp (Gambar 2). Pada penelitian Fang
et al. (2010) ditemukan gen GHSR pada ayam Xinghua
dengan 3 varian genotip, yakni CT, TT dan CC.

Gambar 3 menyajikan hasil sekuensing pada gen
GHSR di ayam kampung ditemukan adanya delesi pada
posisi primer 134 bp yang menyebabkan hilangnya basa
C. Alignment pada gen GHSR pada ayam kampung
menunjukan adanya mutasi, yaitu basa T berubah menjadi
C. Hal ini bisa disebut sebagai mutasi transversi, yaitu
adanya perubahan basa purin menjadi pirimidin. SNP
tranversi berpeluang besar dapat menyebabkan perubahan
asam amino yang mengakibatkan mutasi non-sinonimous
(Allendorf et al. 2013).

Menurut Fang ef al. (2010) mutasi pada gen GHSR
yang diamati terjadi pada intron 1. Intron juga berisi
sekuen DNA yang mengikat enhancer yang mungkin
mempengaruhi proses transkripsi. Intron juga mengandung
sekuen RNA regulator yang dapat mempengaruhi proses
translasi dan stabilitas mRNA. Pada saat sebuah mutasi
terjadi, RNA dapat mengubah produk dari sebuah gen.
Mutasi di wilayah ini dapat mempengaruhi fungsi gen.
Pada proses translasi, intron terlibat dalam proses regulasi
aktivitas produksi protein. Mutasi di wilayah ini memiliki
kemungkinan untuk mempengaruhi jumlah produksi
protein dan fungsi atau ekspresi gen (Perdew et al. 20006)

Menurut  Noor (2010)  frekuensi  genotipe
menandakan rasio dari jumlah suatu genotipe terhadap
suatu populasi dengan menghitung perbandingan antara
jumlah genotipe tertentu pada setiap populasi sedangkan
frekuensi alel adalah rasio suatu alel terhadap jumlah
keseluruhan alel pada suatu SNP dalam sebuah populasi.

Tabel 1, menunjukkan bahwa frekuensi genotip
TT pada gen GHSR lebih besar dibanding genotip CT
yaitu sebesar 0,683, sedangkan pada frekuensi genotip CT
sebesar 0,317 (Tabel 1). Pada gen GHSR frekuensi alel T
sebesar 0,842 dan frekuensi alel C sebesar 0,518. Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) dikatakan polimorfik jika
memiliki nilai frekuensi alel <0,99 pada sebuah populasi
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470bp

M 1 2 3 B 5 6 7
Gambar 1. Hasil amplifikasi gen GHSR pada Intron 1 (M : Marker ; 1-7 : Sampel ayam kampung)

470
354

M CT TT. IF CTt CT' TT TT TE: CF “TI ‘€T

Gambar 2. Hasil RFLP gen GHSR|Hin6I; M : 100bp; CT : Genotipe CT (470bp, 354bp, 116bp); TT : Genotipe TT (470 bp)

DNASEQUENcES | Translated Proten Sequences

SpECiES/AbeV GJH{H{**W*W**H{**W*W LA BN B 00
1. GENBAN TTTAAGATCATGGAARGTGATCTTATTC
1. Genotipe (T TTTAAGATCATGGAARGCGATCTTATTC
3. Genotipe T TTTAAGATCATGGAARGCGATCTTATTC
4. 1910706 25K GHSR GRSR R TTTARGATCATGGAAAGCGATCTTATIC
5. 1911704 4RBRR GHSR GHSR R TTTAAGATCATGGAAAGCGATCTTATIC
6. 1911700 3KBKB GHSR GHSR R TTTARGATCATGGAARGCGATCTTATICIH

kKK AEE Kk RkhA kR RRK RN *k

GCATTAGCAARGCATCAGCCTTTGCTEG,
GCATTAGCAARGCATCAGCCTTTGCTEG,
GCATTAGGAARGCATCAGCCTTTGCTG,
GCATTAGGAARGCATCAGCCTTTGTTG,
GCATTAGCAARGCATCAGCCTTTGCTEG,
GCATTAGCAARGCATCAGCCTTTGCTEG,

Gambar 3. Delesi basa C pada posisi 134 bp pada ayam kampung berdasarkan referensi dengan nomor akses gen bank
AB095994.1
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Tabel 1. Frekuensi genotip, frekuensi alel, heterosigositas dan keseimbangan Hardy Weinberg pada lokus GHSR|Hin61.

Gen Frekuensi Genotipe Frekuensi Alel Ho He Keseimbangan HW
TT CT T C
GHSR 0,683 0,317 0,842 0,158 0,317 0,267 *k

Keterangan : Ho = Heterozigositas Observasi, He = Heterozigositas harapan, ** = Tidak seimbang dengan Xhitung> Xtabel 0,01 sebesar

6,68.

Tabel 2. Asosiasi genotipe GHSR|Hin6I dengan sifat bobot kar-
kas dan bobot potongan komersial

Parameter Genotipe

CT (n=19) TT (n=41)
Bobot hidup (g) 603,26a 764,51b
Bobot karkas (g) 343,84a 453,15b
Dada (g) 85,737a 114,902b
Paha atas (g) 64,053a 83,415b
Paha bawah (g) 59,632a 80,073b
Sayap (g) 57,842a 73,171b
Punggung (g) 89,053a 114,488b

Keterangan : Huruf yang berbeda pada baris yang sama menun-
jukkan ada perbedaan signifikan (P<0,05)

yang besar dan <0,95 pada sebuah populasi yang lebih
kecil (Alendrof et al. 2013).

Noor (2010) memaparkan bahwa keragaman suatu
gen dapat digunakan sebagai tolak ukur dalam menentukan
program pemuliaan. Hal tersebut untuk menentukan
tindakan seleksi apabila populasi heterogen dan upaya
persilangan dilakukan apabila populasi homogen. Nilai
heterosigositas sebagai indikator keragaman genetik suatu
populasi yang dapat digunakan untuk program seleksi.
Suatu SNP dikatakan memiliki keragaman tinggi apabila
nilai heterosigositas >0,50 (Allendrof et al. 2013). Nilai
heterozigositas observasi (Ho) sebesar 0,317, sedangkan
untuk nilai heterosigositas harapan (He) sebesar 0,267.
Nilai Ho yang lebih rendah dibanding He mengindikasikan
adanya inbreeding (Nassiry et al. 2009) Nilai Ho kurang
dari 0,50, hal ini menunjukkan bahwa keragaman genotip
populasi ayam kampung pada penelitian ini terhitung
rendah.

Keragaman gen GHSR|Hin6I berasosiasi signifikan
dengan sifat bobot hidup, bobot karkas, bobot dada, bobot
paha atas, bobot paha bawah, bobot sayap dan bobot
punggung. Pada gen GHSR genotip TT memiliki bobot
yang lebih besar untuk semua parameter yang diamati
dibandingkan dengan genotip CT pada taraf P<0,05
(Tabel 2). Data umsex menunjukkan adanya perbedaan
signifikan antara genotip CT dan TT, maka dilanjutkan
dengan analisis data terpisah antara jantan dan betina. pada
ayam jantan genotip TT memiliki nilai yang lebih besar
dibanding genotip CT untuk semua parameter. Pada ayam
betina, genotip TT lebih dominan untuk semua parameter
yang diamati dibanding genotip CT. Genotip TT pada
ayam jantan maupun betina memiliki nilai yang lebih besar
dibanding genotip CT. Pada penelitian Fang et al. (2010)
genotip CT dan TT memiliki nilai pertumbuhan dan bobot
karkas yang lebih tinggi dibanding CC. Pada sifat berat
otot dada genotip CT memiliki bobot yang lebih besar
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dibanding bobot pada genotip CC dan TT. Gen GHSR
pada lokasi rs16675844 mempunyai efek yang signifikan
pada sifat konsumsi pakan dan konversi pakan, sedangkan
gen GHSR pada lokasi rs14678932 menunjukkan adanya
asosiasi yang signifikan pada sifat berat dada dan konsumsi
pakan (Jin et al. 2014).

Gen GHSR pada ayam adalah reseptor ghrelin
(GHRL), adapun gen GHSR adalah hormon peptida yang
diproduksi oleh proventriculus ayam, yang merangsang
pelepasan hormon pertumbuhan (GH) dan asupan makanan
(El-Magd et al. 2016). Gen GHSR dapat mempengaruhi
pertumbuhan dan bobot karkas ayam karena gen tersebut
mempunyai peranan penting dalam proses respon biologis,
seperti perkembangan sel, proliferasi, diferensiasi,
konsumsi pakan, dan keseimbangan energi (Tschop et
al. 2000). GHSR juga banyak dipelajari pada beberapa
hewan domestik dan SNPs terkait dengan sifat ekonomis.
Mutasi gen GHSR secara signifikan (P <0,05) berasoiasi
dengan beberapa sifat perlemakan seperti kandungan
protein kasar, bobot otot paha dan ketebalan lemak
subkutan pada ayam dan bebek (Nie et al 2009). Pada
penelitian yang dilakukan oleh EI-Magd et al. (2016)
ditemukan mutasi lain gen GHSR pada exon 2 (G244A)
yang berupa mutasi non-synonymous, adanya perubahan
produk asam amino dari lisin menjadi arginin. Keragaman
pada gen GHSR juga ditemukan pada penelitian
yang dilakukan oleh Kaczor et al. (2016), gen GHSR
mempengaruhi bobot potong dan pertambahan bobot
harian pada ayam broiler. Hasil penelitian ini menunjukkan
gen GHSR memiliki potensi untuk dijadikan penanda awal
seleksi bobot karkas pada ayam kampong.

KESIMPULAN

Pada penilitian ini dapat disimpulkan bahwa gen
GHSR|[Hin6I pada ayam kampung memiliki 2 genotip
yaitu TT dan CT yang berasosiasi dengan bobot karkas dan
bobot potongan komersial (P<0,05). Genotip TT memiliki
nilai bobot yang lebih tinggi dibanding genotip CT pada
semua sifat yang diamati. Gen GHSR berpotensi untuk
dijadikan marka genetik untuk proses seleksi pada sifat
bobot karkas dan bobot potongan komersial.
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