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ABSTRACT

Calpastatin (CAST) gene is one of the genes that play a role in the process of tenderization of meat.

CAST gene serves as an inhibitor of meat tenderness. The purpose of this study was to identify Single

Nucleotide Polymorphisms (SNP) in the CAST gene of kampong chickens. A total of 61 kampong chickens

used were used in the study including strain cobb, F1 of strain cobb-kampong, merawang, sentul, nunukan,

and pelung, respectively. The method used is extracted DNA from blood samples, then amplified by

Polymerase Chain Reaction (PCR) and then genotyping by DNA sequencing. The results showed that SNP

was identified at position g.42988G> T in the intron 11 CAST gene of merawang chicken with genotype GG

and GT. SNP was not identified in kampong chicken, strain cobb, F1 of strain cobb-kampong, sentul,

nunukan, and pelung chicken, respectively. In conclusion, the intron 11 CAST gene region with 482 of

product length of merawang chicken is polymorphic, whereas the other chicken species is monomorphic.

Keywords: CAST gene, SNP, kampong chicken.

ABSTRAK

Gen Calpastatin (CAST) merupakan salah satu gen yang berperan dalam proses keempukan pada

daging. Gen CAST berfungsi sebagai inhibitor (penghambat) keempukan daging. Tujuan dari penelitian

ini adalah mengidentifikasi Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) gen CAST pada ayam kampung.

Jumlah ayam yang digunakan 61 ekor ayam kampung, ayam strain cobb, F1 ayam strain cobb-kampung,

ayam merawang, ayam sentul, ayam nunukan, dan ayam pelung. Metode yang dilakukan adalah ekstrasi

DNA dari sampel darah, kemudian dilakukan amplifikasi menggunakan mesin Polymerase Chain Reaction

(PCR) dan selanjutnya dilakukan genotiping melalui DNA sequencing. Hasil penelitian menunjukkan

bahwa gen CAST intron 11 pada ayam pengamatan ditemukan SNP posisi g.42988G>T pada ayam

merawang dengan genotip GG dan GT, sedangkan pada ayam kampung, ayam strain cobb, F1 ayam

kampung dengan strain cobb, ayam sentul, ayam nunukan, ayam merawang dan ayam pelung tidak

ditemukan SNP.  Simpulan dari penelitian ini memperlihatkan gen CAST daerah intron 11 dengan

panjang produk 482 pada ayam merawang bersifat polimorfik, sedangkan jenis ayam yang lain bersifat

monomorfik.

Kata-kata kunci: CAST gene, SNP,  ayam kampung.
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PENDAHULUAN

Ayam kampung merupakan ayam asli

Indonesia yang memiliki peranan penting dalam

memenuhi kebutuhan daging bidang industri

peternakan. Ayam kampung memiliki warna

bulu, bobot badan, pertumbuhan dan produksi

telur yang masih beragam dan penyebarannya

masih tersebar di seluruh Indonesia. Ayam

kampung memiliki keunggulan yaitu tahan

terhadap serangan bakteri dan virus (Ulupi et

al., 2013; Ulupi et al., 2014; Pagala et al., 2013).

Ayam kampung dan ayam lokal di Indonesia

menyumbang sebesar 10% dengan konsumsi

dagingnya sebesar 0,521 kg/tahun (BPS 2015).

Masih adanya minat masyarakat Indonesia

dalam mengkonsumsi daging ayam kampung

dan ayam lokal diperlukan adanya ketersedian

pemenuhan permintaan dari konsumen. Selain

peningkatan ketersediaan daging ayam

kampung, perlu juga diperhatikan kualitas

dagingnya.

Keempukan merupakan salah satu faktor

yang memengaruhi kualitas daging (Taylor et

al., 1995).  Koohmaraie et al. (2002) menyatakan

sistem proteolitik kalpain merupakan penyebab

utama terjadinya degradasi protein otot yang

memengaruhi keempukan setelah pemotongan.
Peningkatan kualitas karkas dan daging dapat

melalui dengan seleksi pada sifat-sifat karkas

dan sifat kualitas daging. Sartika et al. (2004)

menyatakan Marker Assisted Selection (MAS)

merupakan teknologi bidang molekuler yang

dapat dimanfaatkan sebagai salah satu metode

seleksi. Seleksi berdasarkan MAS dapat diperoleh

melalui identifikasi gen yang mengontrol sifat

kualitas daging pada ayam yaitu salah satunya

gen kalpastatin (CAST). Gen CAST merupakan

gen yang berperan sebagai inhibitor

(penghambat) pada kalpaian (Boehm et al.,

1998). Protein kalpastatin (CAST) merupakan

anggota kelompok sistem kalpain - kalpastatin.

Sistem ini berpengaruh pada banyak proses

fisiologis dan patologis (Goll et al., 2003; Kidd et

al., 2000; Raynaud et al., 2004).

Gen CAST terletak pada kromosom Z yang

terdiri dari 29 intron dan 30 exon dengan

panjang basa 60 809 (Ensembl  dengan kode

akses ENSGALG00000014682). Hu et al. (2011)

dan Liu et al. (2008) melaporkan adanya SNP

gen CAST pada ayam di China dan gen CAST

memiliki asosiasi pada beberapa sifat karkas

yang menggunakan beberapa primer forward

dan primer reverse yang berbeda. Pada ayam

kampung dan ayam lokal di Indonesia, kajian

mengenai SNP pada gen CAST belum banyak

dilaporkan. Berdasarkan hal tersebut perlu

dilakukan pengkajian tentang identifikasi SNP

gen CAST pada ayam kampung dan ayam lokal

Indonesia. Tujuan penelitian adalah untuk

mengidentifikasi Single Nucleotide Poly-

morphism (SNP) gen CAST pada ayam lokal di

Indonesia menggunakan metode DNA

sequencing.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan pada bulan

Agustus 2015 sampai Januari 2016. Penelitian

dilakukan di Laboratorium Genetika Moluker

Ternak dan Laboratorium Lapang,  Bagian

Pemuliaan dan Genetika Ternak, Departemen

Ilmu Produksi dan Teknologi Peternakan,

Fakultas Peternakan, Institut Pertanian Bogor.

Materi yang digunakan sebagai objek

pengamatan adalah sampel darah ayam

kampung sebanyak 61 ekor. Sampel darah

koleksi dari Laboratorium Genetika Molekuler

ternak yaitu ayam strain cobb (6 ekor), ayam

F1 kampung-strain cobb (6 ekor), ayam sentul

(5 ekor), ayam merawang (5 ekor), ayam

nunukan (5 ekor) dan ayam pelung (6 ekor).
Keragaman gen CAST pada ayam broiler strain

cobb, F1 kampung-strain cobb, sentul,

merawang, nunukan dan pelung dijadikan

sebagai pembanding keragaman dengan ayam

kampung Indonesia.

Koleksi sampel darah ayam diekstraksi

untuk memperoleh DNA yang dilakukan

berdasarkan acuan Sambrook et al. (1989) yang

dimodifikasi. Sebanyak 200 µL ditambahkan

dengan 1.000 µL NaCl  0,2%, kemudian divortex

hingga homogen dan didiamkan selama lima

menit. Sampel disentrifugasi pada kecepatan

8.000 rpm selama lima menit hingga terbentuk

endapan, kemudian bagian supernatan dibuang.

Endapan yang didapatkan ditambahkan dengan

10 µL Proteinase-K (5mg/mL), 350 µL 1 x sodium

tris EDTA (STE) dan 40 µL sodium dodesil sulfat

(SDS) 10%, kemudian dilakukan inkubasi dan

titling pada suhu 55 C selama dua jam. Setelah

itu, larutan yang telah diinkubasi ditambahkan

40 µL natrium klorida (NaCL) 5 M, 400 µL

phenol dan 400 µL klorofom iso amil alkohol

(CIAA) kemudian dilakukan titling pada suhu

ruang selama satu jam. Tahapan selanjutnya

adalah larutan disentrifuse dengan kecepatan

12.000 rpm selama lima menit. Fase DNA yang

terbentuk diambil sebanyak 400 µL dan
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(x
ii
) adalah perbandingan jumlah genotipe

tertentu dengan jumlah individu dalam populasi

(Nei dan Kumar, 2000) dengan rumus sebagai

berikut:  X
ii
=n

ii
 x N-1

Frekuensi alel (x
i
) adalah rasio relatif suatu

suatu alel terhadap keseluruhan alel pada suatu

lokus dalam populasi (Nei dan Kumar, 2000)

dengan rumus sebagai berikut:  Xi= (2n
ii
 + “n

ij
)

x 2N-1.   Dalam hal ini x
ii
= frekuensi genotipe ii;

x
i
= frekuensi alel i; n

ii
 = jumlah individu yang

mempunyai genotipe ii;  n
ij
= jumlah individu

yang mempunyai genotipe ij;  dan N = jumlah

sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi Gen CAST

Amplifikasi gen CAST telah berhasil pada

suhu annealing 57oC selama 20 detik. Panjang

amplikon gen CAST yang teramplifikasi

adalah 482 pasang basa (pb) pada basa

ke-42574  sampai basa ke-43055.  Gen CAST

yang diamati pada ayam ini meliputi daerah

intron 9, exon 10, intron 10, exon 11, dan intron

11.  Hasil amplifikasi gen CAST disajikan pada

Gambar 1.

Single nucleotide polymorphisms (SNP)
merupakan perubahan komposisi nukleotida

(adenin, timin, guanin, sitosin) di dalam susunan

rangkaian susunan DNA pada satu posisi

tertentu. Hasil dari  penentuan SNP pada ayam

yang menggunakan metode DNA sequencing

melalui program Bioedit disajikan pada

Gambar 2.

Berdasarkan hasil sekuensing bahwa

fragmen gen CAST yang dianalisis menggu-

nakan program MEGA ditemukan adanya satu

SNP yaitu posisi g.42988G>T yang berada di

intron 11 dari semua ayam yang diamati pada

penelitian ini. Perunutan dan pensejajaran hasil

sekuensing dari sekuen gen CAST dengan nomor

akses ENSGALG00000014682. Hasil ini berbeda

dengan SNP yang dilaporkan Hu et al. (2011)

yang menyatakan adanya SNP gen CAST posisi

c.36127T>C daerah exon 11 dan g.37868G>A

daerah intron 11 (Nomor akses NC._006127.2)

pada daerah target yang sama pada ayam yang

teliti. Hasil sekuensing gen CAST pada ayam

disajikan pada Gambar 3.

Hasil genotipe dari gen CAST memperli-

hatkan bahwa SNP pada fragmen basa ke-42574

sampai basa 43055 yaitu posisi g.42988G>T di

daerah intron 11 ditemukan pada ayam

merawang, namun tidak ditemukan pada ayam

dipindahkan ke tabung 1,5 mL dan

ditambahkan dengan 40 µL NaCL 5 M dan 800

µl etanol alkohol (EtOH) 96% kemudian

overnight pada suhu -20oC. Sample DNA

kemudian disentrifugasi pada kecepatan 12.000

rpm selama lima menit sampai terbentuk

endapan putih dan supernatan yang terbentuk

dibuang, kemudian endapan ditiriskan sampai

kering dan ditambahkan 100 µL buffer tris

elusion (TE) 80%, kemudian disimpan pada

suhu -20oC untuk digunakan pada tahap

amplikasi DNA.

Sampel DNA hasil ekstraksi dilakukan

proses analisis pada mesin polymerase chain

reaction (PCR) yang menggunakan primer yang

di desain sendiri menggunakan Designing Tools

Program. Primer yang digunakan dengan

forward 5’ GTC CTG TGG TCT AGC CAA TGC

3’ dan primer reverse  5’ CCC ACA GGT CTC

TCC CAC TT  3’ yaitu pengambilan sebanyak

0.5 – 1 µL ditambah 0.35-0.4 µL  primer, 0.3 µL

dNTPs, 1 µL MgCl
2
, 1.5  µL 10 x buffer, 0.15

Taq Polymerase  dan 36-46 µL destilation water.

Campuran dari semua tersebut diinkubasi

menggunakan mesin PCR thermocycler. Proses

amflikasi diawali dengan tahap denaturasi pada

suhu 94oC selama lima menit. Tahap kedua

terdiri dari 35 siklus, masing-masing siklus
terdiri dari proses denaturasi 94oC selama 10

detik, annealing primer dengan suhu 57oC

selama 20 detik dan ekstensi DNA pada suhu

72oC selama 30 detik. Tahapan selanjutnya

adalah pemanjangan primer pada suhu 72oC

selama sepuluh menit. Hasil amflikasi DNA

tersebut divisualisasi dengan elektroforesis gel

agarose 1.5%.

Terhadap sampel DNA yang sudah

teramplifikasi, dilakukan sekuensing DNA

dengan menggunakan mesin sekuenser (ABI

Prims 3100-Avant Genetic Analyzer) pada

daerah fragmen primer forward dan reverse

melalui jasa perusahaan sekuensing 1st Base di

Selangor, Malaysia. Hasil sekunsing dianalisis

untuk menentukan SNP atau titik mutasi yang

menggunakan program BioEdit. Kemudian

dirunutkan dan disejajarkan dengan runutan

baku yang diperoleh dari GenBank dengan

menggunakan MEGA6 (Tamura et al., 2013).

Posisi SNP ditentukan berdasarkan posisi titik

mutasi pada sekuen gen CAST ayam (G%allus

gallus) dengan kode akses sekuen CAST

ENSGALG00000014682.

Data yang diperoleh dianalisis berdasarkan

frekuensi genotipe dan alel untuk menentukan

keragaman SNP gen CAST.   Frekuensi genotipe

Jurnal Veteriner Juni 2017 Vol. 18 No. 2 : 192-200
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Gambar 2. Visualisasi penentuan SNP dengan metode DNA Sequencing pada posisi g-42988 G>T

Gambar 1. Elektroforesis produk PCR gen kalpastatin. M= marker 100 bp, 1-12 = sampel ayam.

500 pb

400 pb

300 pb

200 pb

100 pb

482 pb
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Gambar 3. Perunutan sekuen gen CAST pada ayam dengan sekuen dari nomor akses CAST

ENSGALG00000014682
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Gambar 3 (lanjutan). Perunutan sekuen gen CAST pada ayam dengan sekuen dari nomor akses

CAST ENSGALG00000014682

yang lain yaitu ayam kampung, ayam strain

cobb, F1 ayam kampung dengan strain cobb,

ayam sentul, ayam nunukan, dan ayam pelung.

Genotipe gen CAST yang ditemukan pada ayam

merawang berjumlah dua yaitu genotipe GG dan

GT. Sementara genotipe pada ayam kampung,

ayam strain cobb, F1 ayam kampung dengan

strain cobb, ayam sentul, ayam nunukan dan

ayam pelung memiliki geno-tipe GG.

Berdasarkan genotyping ditemukan mutasi

basa guanin (G) menjadi basa timin (T) pada

lokus g.42988G>T. Perubahan basa ini

merupakan jenis mutasi tranversi yaitu peru-

bahan satu basa purin oleh basa pirimidin atau

perubahan satu basa pirimidin oleh basa purin.

Frekuensi Genotipe dan Frekuensi Alel

Nilai frekuensi genotipe dan frekuensi alel

menentukan keragaman gen CAST pada ayam

lokal yang disajikan pada Tabel 1.  Sekuen gen

CAST Hasil analisis frekuensi genotipe lokus

g.42988G>T menunjukkan bahwa genotipe GG

memiliki frekuensi yang lebih tinggi daripada

genotipe GT yaitu antara 0,80-1,00 pada ayam

merawang. Nilai frekuensi genotipe GT posisi

g.42988G>T memiliki nilai frekuensi sebesar

0,20 pada ayam merawang. Sementara pada

ayam kampung, ayam strain cobb, F1 ayam

Ahmad Saleh Harahap, et al  Jurnal Veteriner
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kampung dengan strain cobb, ayam sentul,

ayam nunukan dan ayam pelung memiliki nilai

frekuensi genotipe masing-masing 1,00. Hal ini

menunjukkan bahwa genotipe GG memiliki

peluang muncul tertinggi pada semua jenis

ayam yang diamati.

Analisis frekuensi alel lokus g.42988G>T

memperlihatkan bahwa alel G memiliki fre-

kuensi tertinggi yaitu 1 pada ayam kampung,

ayam broiler (strain cobb), F1 ayam kampung

dengan strain cobb, ayam sentul, nunukan dan

dan ayam pelung. Frekuensi alel G g.42988G>T

pada ayam merawang memiliki nilai 0,90. Nilai

frekuensi alel T menunjukkan bahwa pada ayam

frekuensi tertinggi pada ayam merawang yaitu

0,10.

Berdasarkan frekuensi alel lokus

g.42988G>T, ayam kampung, ayam strain cobb,

F1 ayam kampung dengan strain cobb, ayam

sentul, nunukan dan ayam pelung tidak

terdapat keragaman gen CAST (monoformik).

Hal ini karena tidak terdapatnya SNP pada

daerah fragmen target, sedangkan pada ayam

merawang terdapat keragaman gen CAST

dengan ditemukannya SNP di daerah fragmen

target. Allendorf dan Luikart (2007)

menyatakan suatu alel bersifat monomorfik

apabila memiliki nilai frekuensi salah satu alel

pada posisi titik mutasi yang sama mencapai

1,00.  Nei dan Kumar (2000) juga menyatakan

bahwa suatu alel dinyatakan polimorfik jika

frekuensi salah satu alel suatu gen di bawah

sama dengan 0,95 atau 0,99.  Sifat polimorfik

penting untuk dianalisis karena merupakan

salah satu syarat agar suatu gen dapat dijadikan

sebagai marker genetik (Hartl dan Clark, 1997).

Keragaman genetik atau polimorfisme genetik

adalah terdapatnya lebih dari satu bentuk atau

Tabel 1. Frekuensi genotipe dan alel  SNP pada gen CAST (g-42988 G>T)

Frekuensi Genotipe              Frekuensi Alel
Jenis Ayam N

GG GT TT G T

Kampung 61 1,00 (61) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00
Strain cobb 6 1,00 (6) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00
F1 Kampung – 6 1,00 (6) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00
strain cobb
Sentul 5 1,00 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00
Merawang 5 0,80 (4) 0,20 (1) 0,00 (0) 0,90 0,10
Nunukan 5 1,00 (5) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00
Pelung 6 1,00 (6) 0,00 (0) 0,00 (0) 1,00 0,00

Keterangan : SNP= Single Nucleotide Polymorphism, CAST : kalpastatin

Tabel 2. Keragaman SNP gen CAST posisi c.37752A>T dan g.37868G>A pada ayam hasil penelitian
dengan ayam di China

Jenis Posisi Frekuensi Genotipe        Frekuensi Alel Ketera- Sumber

Ayam SNP ngan

Ayam c.37752 AA AT TT A T Mono Hasil
Indonesia A>T 1.00 0,00 0,00 1,00 0,00 morfik penelitian

Ayam c.37752 AA AT TT A T Poli Hu et al.
 China A>T 0,17 – 0,560,11 – 0,570,08 – 0,50 0,36 – 0,64 0,36 – 0,64 morfik 2011

Ayam g.37868 GG GA AA G A Mono Hasil
Indonesia G>A 1.00 0,00 0,00 1,00 0,00 morfik penelitian

Ayam g.37868 GG GA AA G A Poli Hu et al.
China G>A 0,25-0,43 0,18-0,52 0,15-0,42 0,45 – 0,63 0,37 – 0,55 morfik 2011

Keterangan : SNP= Single Nucleotide Polymorphism, CAST : kalpastatin

Jurnal Veteriner Juni 2017 Vol. 18 No. 2 : 192-200
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macam genotipe di dalam populasi. Sumber

keragaman genetik disebabkan oleh adanya

pengulangan urutan sekuen, insersi, delesi dan

rekombinasi di dalam runutan DNA antar

individu, kelompok atau suatu populasi (Nei dan

Kumar, 2000).

Jumlah genotipe SNP c.37752A>T (Nomor

akses NC._006127.2) daerah exon 11 pada ayam

diamati (ayam kampung, broiler strain cobb, F1

kampung dengan broiler strain cobb,

merawang, sentul, nunukan dan pelung) yaitu

1 (genotipe AA). Hal ini mengakibatkan

frekuensi genotipe AA mencapai 100%. Pada

posisi yang sama (c.377527A>T), Hu et al. (2011)

menemukan tiga genotipe pada ayam komersial

dan ayam lokal di China yaitu genotipe AA, AT,

dan TT. Nilai frekuensi masing-masing genotipe

yaitu 0,17–0,56 (genotipe AA), 0,11–0,57

(genotipe AC) dan 0,08–0,50 (genotipe AA).

Hasil pengamatan yang dilakukan pada

ayam kampung, broiler strain cobb, F1

kampung dengan broiler strain cobb,

merawang, sentul, nunukan dan pelung

frekuensi alel A mencapai 1 pada gen CAST

posisi c.37752A>T. Hal ini mengakibatkan

keragaman gen CAST posisi g.37868G>A bersifat

monomorfik. Hal tersebut menunjukkan bahwa

tidak ada keragaman gen CAST di posisi
c.37752A>T pada semua ayam yang diamati.

Berbeda dengan laporan Hu et al. (2011), posisi

SNP c.37752A>T,  frekuensi alel A memiliki nilai

berkisar 0,45–0,63 dan frekuensi alel  memiliki

nilai berkisar 0,45–0,63. Hal ini menunjukkan

bahwa pada SNP c.37752A>T bersifat polimorfik

pada ayam komersial dan ayam lokal di china

(Hu et al., 2011).

Genotipe pada daerah target SNP

g.37868G>A (nomor akses NC._006127.2),

ditemukan hanya 1 genotipe yaitu GG. Hal ini

mengakibatkan frekuensi genotipe mencapai

100% pada notipe  GG pada semua ayam yang

diamati. Hal ini berbeda dengan Hu et al. (2011),

SNP g.37868G>A yang ditemukan ada tiga

genotipe yaitu GG, GA, dan AA. Hu et al. (2001)

melaporkan frekuensi genotipe pada genotipe GG

berkisar 0,25–0,43, frekuensi genotipe pada

genotipe GA berkisar 0,18–0,52 dan  frekuensi

genotipe pada genotipe AA berkisar 0,15–0,42.

Posisi SNP g.37868G>A daerah intron 11,

frekuensi alel G memiliki nilai berkisar 0,45–

0,63 dan frekuensi alel A memiliki nilai berkisar

0,45–0,63. Hal ini menunjukkan bahwa pada

SNP g.37868G>A bersifat polimorfik pada ayam

komersial dan ayam lokal di china (Hu et al.,

2011). Berbeda dengan hasil pengamatan yang

dilakukan pada ayam kampung, broiler strain

cobb, F1 kampung dengan broiler strain cobb,

merawang, sentul, nunukan dan pelung

keragaman gen CAST posisi g.37868G>A bersifat

monomorfik. Hal tersebut menunjukkan bahwa

tidak ada keragaman gen CAST di posisi

g.37868G>A pada semua ayam yang diamati.

Hal ini karena frekuensi alel G yang mencapai

1 pada posisi g.37868G>A.  Keragaman gen

CAST pada beberapa jenis ayam berdasarkan

Hu et al. (2011) dan Liu et al. (2008) disajikan

pada Tabel 2.

SIMPULAN

Gen CAST daerah intron 11 dengan panjang

produk 482 pb ditemukan satu SNP yaitu

g.42988G>T yaitu mutasi antara G menjadi T

dan hanya ditemukan dua genotipe yaitu GG

dan GT. SNP pada posisi g.42988G>T hanya

ditemukan pada ayam merawang sedangkan

pada ayam kampung, ayam strain cobb, F1

ayam kampung dengan strain cobb, ayam

sentul, nunukan dan dan ayam pelung tidak

ditemukan SNP.
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