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ABSTRACT 

 

The Sumba horse is one of the local horses in Indonesia which is known as 

racing horse Several candidate genes are known to influence the outward charac-

teristics of the Sumba racehorse, which play main role in the development of the 

horse's muscles from embryo to adulthood. This research aims to identify candi-

date genes for the Sumba racehorse in stallion and mares. Blood samples from 5 

stallions and 5 mares were collected and analyzed. The method used in this re-

search was by using polymerase chain reaction (PCR), electrophoresis and DNA 

sequencing. The results of DNA amplification fragments at a temperature of 60
0
c 

showed a fragment size of 463 bp. A total of 10 samples were sequenced on the 

PCR machine. The forward primer was 5'-

TATTCTTCTTGGGAGGGAGGACTACT-3 'and reverse primer was 5'-

GCAAGTAATTAGCACAAAAATTTGAATG-3'. The obtained data was analyzed 

using the Basic Local Alignment Sealing Tool (BLAST). Result of this study could 

be used as an initial identification of candidate genes for racing activity in stal-

lion and mares that can complement the selection of racing horses. 
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PENDAHULUAN 

 

Indonesia memiliki berbagai 

ras kuda lokal, termasuk kuda sum-

ba, kuda gayo, kuda sumbawa, kuda 

flores, kuda timor dan beberapa jenis 

kuda lainnya. Adapun sebagian besar 

kategori kuda-kuda lokal Indonesia 

adalah untuk kuda pacuan (Gaina 

dan Nancy, 2018). Selama ini, pem-

ilihan karakteristik kuda pacu hanya 

berdasarkan tampilan mor-

fometriknya saja, sedangkan aspek 

genotip sangat menentukan kualitas 

kuda pacuan tersebut (Rooney et al 

2018). Jenis-jenis kuda pacu ini san-

gat potensial untuk dikembangkan 

(Gaina dkk, 2020).  Akan tetapi, 

sampai saat ini upaya seleksi dan 

pengembangan yang efisien tersebut 

belum sampai pada pemanfaatan 

teknologi molecular (Aiello et al, 

2018; Cothran et al, 2005).  

Teknologi bertujuan untuk 

melakukan seleksi dini kategori kuda 

pacu sumba berdasarkan marka mo-
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lecular kandidat gen kuda pacu (Kim 

et al, 2013; Kumar, 2015). Seleksi 

yang berdasarkan pada genotip kuda 

bersamaan dengan seleksi fenotipnya 

akan menghasilkan kuda pacu yang 

berkualitas. Pengujian variabilitas 

genetik serta karakteristik kandidat 

gen kuda pacu dapat dilakukan me-

lalui penggunaan marka molecular 

(Castejón, 1994; Hill et al, 2019). 

Teknologi ini membantu mengek-

splorasi informasi yang terdapat da-

lam setiap region dari genom, tanpa 

mempertimbangkan ekspresi gennya 

(McGivney et al, 2012).  

Adanya polimorfisme dalam 

gen merupakan bentuk marka mole-

kular yang bertujuan memperlihatkan 

adanya munculnya kandidat gen 

dengan sifat-sifat tertentu yang di-

harapkan (Viluma, 2012; Petersen, 

2014; Pereira, 2016).  Hasil identifi-

kasi genotip kandidat gen kuda pacu, 

dalam hal ini gen myostatin telah 

dilaporkan pada beberapa jenis he-

wan (Batubara, 2017; Martinez, 

2016; Haruna et al, 2020; Węglarz et 

al, 2020). Akan tetapi, belum ada 

data yang melaporkan tentang kandi-

dat gen kuda pacu sumba. 

Penggunaan marka molekular kandi-

dat gen untuk membantu seleksi ku-

da pacu dilapangan akan membantu 

proses seleksi penampilan fisiknya. 

Berdasarkan latar belakang diatas, 

permasalahan penelitian ini adalah 

tentang profil hasil ampifikasi dna 

untuk mengetahui kandidatgen kuda 

pacu sumba terkait dengan ke-

cepatannya. Hasil amplifikasi DNA 

kandidat gen kuda pacu dapat dijadi-

kan tahapan awal untuk menganalisis 

kandidat gen pada kuda pacu sumba. 

 

 

MATERI DAN METODE 

 

Koleksi sampel  

Sampel darah diambil secara 

acak dari 5 ekor kuda jantan dan 5 

ekor kuda sandelwood yang 

dipelihara secara liar di padang pulau 

Sumba, NTT dan disimpan pada 

suhu -20
0
C untuk dianalisis lebih 

lanjut. DNA genom diisolasi dengan 

kit mini darah DNA (Geneaid). Pen-

gujian kemurnian DNA dilakukan 

melalui penambahan isolate DNA 

dengan TE sampai 20 ml dan di-

masukkan dalam cuvet quart. 

Kualitas dan kuantitas DNA yang 

diisolasi diukur dengan metode 

spektrofotometer dan elektroforesis 

gel agarosa. Adapun penelitian ini 

telah mendapat persetujuan dari 

Panitia Etik Penelitian Hewan 

Fakultas Kedokteran Hewan 

Universitas Nusa Cendana dengan 

nomor urut 

KEH/FKH/NEPH/014/2019. 

 

Amplifikasi DNA 

Pengambilan sampel yan te-

lah dirancang sebelumnya bertujuan 

untuk memilik marka kandidat gen 

kuda pacu sumba diantara kelompok 

kuda. Untuk melacak gen ini 

digunakan polymerase chain reaction 

(PCR). Dengan menggunakan urutan 

primer. Fragmen DNA dari kandidat 

gen kuda pacu diamplifikasi dari 
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DNA genom yang diperoleh dari 10 

ekor kuda jantan dan betina secara 

random dari peternakan kuda di 

sumba, NTT. Primer untuk gen kuda 

pacu, dalam hal ini gen miostation 

yang digunakan berturut-turut 

sebnayak 2 buah primer. Urutan 

primer adalah forward primer, 5’-

TATTCTTCTTGGGAGGGAGGAC

TACT-3 ’dan reverse primer, 5’-

GCAAGTAATTAGCACAAAAAT

TTGAATG-3 '. Dengan 

menggunakan primer ini, ukuran 

produk PCR yang diharapkan adalah 

sekitar 463 pasang basa (bp). PCR 

dilakukan dalam 25μl larutan, yang 

mengandung 10 pmol pada setiap 

primer dengan sampel sebanyak 

10gDNA, dengan campuran master 

12,5 PCR (Geneaid). Kondisi siklus 

PCR adalah langkah denaturasi awal 

95
0
C (3 menit); diikuti oleh 35 siklus 

98
0
C (15 detik), 55

0
C (30 detik) dan 

ekstensi akhir pada 68
0
C (45 detik). 

Elektroforesis produk PCR dilakukan 

dalam gel agarosa 1% TBE dan 

divisualisasikan dengan trans-

iluminator UV. Analisis sekuensing 

digunakan untuk mengidentifikasi 

variasi gen miostation pada semua 

sampel, baik pada kuda jantan 

maupun kuda betina. Hasil 

sekuensing DNA dianalisis 

menggunakan Mega versi 6.0 

(Tamura et al, 2013). Data yang di-

peroleh dianalisis dengan Basic 

Alignment Local Search Tool 

(BLAST).

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Sampel darah sebagai sumber 

DNA dikoleksi dari vena jugularis 

dengan menggunakan tabung veno-

ject yang mengandung bahan antiko-

agulan sebanyak 3 ml dari setiap 

ekor kuda. Untuk mengetahui keber-

hasilan isolasi DNA dilakukan 

pengamatan secara kuantitatif 

dengan menggunakanspektrofotome-

ter dan pengamatan secara kualitatif 

denga menggunakan elektroforesis 

agarose. Kemurnian DNA yang 

diketahui dari rasio A260/A280 di-

peroleh nilai sekitar 1.86-1.93. DNA 

yang diperoleh dikatakan murni jika 

memenuhi rasio lebih dari 1.8, se-

baliknya jika nilainya lebih kecil dari 

1.8 maka diduga terjadi kontaminasi 

protein pada saat isolasi DNA 

(Saunders and Parkes, 1999). 

Pada penelitian ini, semua 

hasil isolasi DNA yang diperoleh 

dielektroforesis pada gen agarose 1% 

(Gambar 1). DNA total kuda pacu 

sumba yang dielektroforesis mem-

perlihatkan band terang didekat 

lubang sumuran. Band terang terse-

but menunjukkan DNA hasil isolasi 

(Lee, 2017). Semakin tebal dan ter-

ang maka menunjukkan semakin 

banyak DNA yang diperoleh. 
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Gambar 1. DNA total sapi yang dielektrofores pada gel agarose 1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 2. Gambaran elektroforesis amplifikasi DNA hasil PCR 1% dalam gel 

agarose. (M:1kb DNA ladder; 1-10: fragmen dengan Panjang 463 bp). 

 

Upaya melacak kandidat gen 

kuda pacu pada DNA yang telah di-

peroleh digunakan 2 macam primer 

yaitu: primer gen myostatin (forward 

primer :5’-

TATTCTTCTTGGGAGGGAGGAC

TACT-3’ dan reverse primer: 5’-

GCAAGTAATTAGCACAAAAAT

TTGAATG-3') yang terlihat pada 

gambar 2.  Panjang fragmen DNA 

hasil amplifikasi terlihat pada Tabel 

1. 

  

 Tabel 1. Hasil amplifikasi panjang fragmen DNA 

 

 

 

 

 

No 
Nama 

Primer 
Sekuen Primer DNA 

Panjang 

Fragmen 

1. Myostatin 

forward primer 

:5’-TATTCTTCTTGGGAGGGAGGACTACT-

3’dan 

Reverse primer: 

5’GCAAGTAATTAGCACAAAAATTTGAATG-

3' 

463 bp 
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Hasil amplifikasi pada gen 

kuda pacu, dalam hal ini gen myo-

statin menghasilkan satu pita yang 

berukuran 463 bp. Munculnya satu 

pita ini menunjukkan bahwa primer 

DNA yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah spesifik untuk 

kuda pacu dalam mendeteksi potensi 

kekuatan otot pada saat pacuan. Hasil 

PCR yang baik dipengaruhi oleh 

faktor-faktor sebagai berikut kemur-

nian DNA hasil isolasi dan ekstraksi, 

ketepatan pemilihan primer dan 

ketepatan kondisi siklus PCR. Primer 

merupakan bagian penting dalam 

PCR karena primer berguna dalam 

menginisiasi pembentukan target 

DNA (Ye et al, 2012), dimana untuk 

Menyusun suatu primer harus terdiri 

dari 18-20 basa dengan perbandigan 

G/C adalah 50% (Apte and Daniel, 

2009). Selain itu, ketepatan kondisi 

PCR juga mempengaruhi hasil reaksi 

PCR yang didasarkan pada ketepatan 

pencampuran reaksi dan ketepatan 

kondisi suhu pada masing-masing 

siklus (Beuzen et al, 2000). Produk 

PCR spesifik yang terbentuk dengan 

adanya satu pita DNA yang tampak 

menunjukkan adanya ketepatan 

reaksi PCR beriringan dengan 

ketepatan primer yang dgunakan 

sesuai dengan prediksi optimum ke-

cepatan kuda pacu (Hill et al, 2010). 

Hasil penelitian ini menunjukkan 

bahwa primer yang digunakan meru-

pakan primer yang sesuai untuk 

mengamplifikasi gen kuda pacu 

sumba dalam hal ini gen myostatin 

karena hasil amplifikasi menunjuk-

kan satu pita. 

 

KESIMPULAN 

 

Berdasarkan hasil penelitian, 

data disimpulkan hasil amplifikasi 

DNA dengan ukuran 463 bp dapat 

dijadikan penanda genetika untuk 

melengkapi proses seleksi kuda pac-

uan yang selama ini hanya berdasar-

kan morfometrik tubuh. 
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