Journal of Tropical Animal Research (JTAR)
J. Trop. Anim. Res. Vol 1(1):20-28, 2020
ISSN 2774-2091

Analisis Genetik Gen KiSS1 pada Kambing Berdasarkan Sekuen DNA GenBank

Latifah?, Hanum Muarifah®, Yusup Sopian? dan Achmad Guntur?

Prodi Peternakan, Universitas Pendidikan Muhammadiyah Sorong
bFakultas Peternakan, Universitas Brawijaya
4Jl. Kh. Ahmad Dahlan No.01, Mariyat Pantai, Aimas, Kabupaten Sorong, Papua Barat
bJ1. Pringgodani, Mrican, Mojoroto, Mrican, Kec. Mojoroto, Kediri, Jawa Timur 64111
*Corresponding author: latifah@unimudasorong.ac.id

ABSTRAK

Gen KiSS1 merupakan kandidat gen yang berpengaruh pada sifat reproduksi kambing.
Tujuan penelitian ini untuk identifikasi SNP, perubahan asam amino dan phylogenetic tree
kambing berdasarkan data sekuen DNA gen KiSS1 GenBank. Dua puluh sekuen DNA gen
KiSS1 yang terdiri dari 17 kambing dan 3 domba yang diambil dari data GenBank NCBI. Data
sekuen DNA KiSS1 disejajarkan menggunakan BioEdit untuk mengetahui lokasi SNP dan
perubahan asam amino. Phylogenetic tree dibuat menggunakan fitur di NCBI. Berdasarkan
hasil penjajaran sekuen DNA gen KiSS1 pada 2 kelompok daerah sekuen, terdapat 22 SNP
yang terdiri dari 7 SNP di 5’UTR, 13 SNP di Intron 1 dan 2 SNP di ekson 2. Dua SNP yang
ditemukan pada ekson bersifat silent mutation. Phylogenetic tree menunjukkan bahwa gen
KiSS1 kambing berkumpul pada satu branch kemudian diikuti dengan gen KiSS1 domba pada
branch yang berbeda. Hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai informasi dasar untuk
melakukan studi lanjutan yaitu studi asosiasi SNP gen KiSS1 dengan sifat reproduksi pada
kambing.

Kata kunci: Gen KiSS1, kambing, identifikasi SNP, perubahan asam amino, Phylogenetic
tree.
ABSTRACT

The KiSS1 gene is a candidate gene for reproduction traits in goats. This study aimed
to identify SNP, analysis of amino acid change, and phylogenetic tree based on DNA sequences
of the KiSS1 gene GenBank. Twenty KiSS1 gene sequences that include 17 goats and 3 sheep
were used in this study. The KiSS1 sequences were aligned using BioEdit to discover SNP
location and amino change. The phylogenetic tree was constructed using the features in NCBI.
There were 22 SNPs were detected (7 SNPs in 5'UTR, 13 SNPs in Intron 1, and 2 SNPs in exon
2) based on the alignment result of the KiSS1 gene in two groups of sequences region. Two
SNPs in exon was a silent mutation. The phylogenetic tree showed goats KiSS1 gene in the
same branch than follow sheep KiSS1 gene in other branches. This study's results can be used
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for the necessary information for future studies such as the association SNP KiSS1 with
reproduction traits in goats.

Keywords: KiSS1 gene, Goat, SNP identification, amino acid change, Phylogenetic tree.

PENDAHULUAN

Gen KiSS1 diekspresikan dalam jaringan hewan, termasuk sistem reproduksi pusat dan
perifer, sistem kardiovaskular, jaringan adiposa dan jaringan lainnya. Peran KiSS1 pada
reproduksi dikenal sejak 'Kiss' diidentifikasi sebagai inisiator perkembangan pubertas (Li et
al., 2009). Telah banyak penelitian yang menyebutkan bahwa SNP gen KiSS1 pada kambing
dapat dijadikan marker gen untuk sifat reproduksi pada kambing (Cao et al., 2010; Hou et al.,
2011; An et al., 2013b; a; Maitra et al., 2014; El-Tarabany et al., 2017; Mekuriaw et al., 2017,
Sahoo et al., 2019; Sankhyan et al., 2019; Han et al., 2020).

Gen KiSS1 pada kambing ditemukan pada kromosom ke 16 dengan jumlah ekson 2
(NCBI, 2020a). Berdasarkan GenBank Acc. No. NC_030823.1, jumlah sekuen gen KiSS1
adalah 2999 bp dengan lokasi ekson 1 di 279 sampai 381 dan ekson 2 di 2593 sampai 2897 bp
(NCBI, 2020b). Analisis pada gen KiSS1 di beberapa spesies dapat menggunakan
bioinformatic tools seperti penjajaran, pencarian gen, analisis genom dan pencarian pola gen
(Raza, 2012). BioEdit (offline) dan NCBI (online) sering digunakan dalam analisis sekuen
DNA. BioEdit merupakan salah satu program paling umum digunakan dalam studi biologi
molekuler. Hal ini berawal dari penjajaran/alignment sekuen yang digunakan khusus untuk
Windows. Program ini berisi banyak fitur untuk penjajaran sekuen yang mudah digunakan,
window view terpisah, warna yang ditentukan oleh pengguna, dan integrasi otomatis dengan
program lain seperti ClustalW dan BLAST (Hall et al., 2011). Banyak penelitian tentang
kandidat gen pada kambing menggunakan BioEdit sebagai analisis genetik yang meliputi
penjajaran sekuen DNA, deteksi single nucleotide polymorfism (SNP), analisis enzim restriksi
dan analisis perubahan asam amino (Latifah et al., 2017, 2019; Hartatik et al., 2020).

Penjajaran sekuen DNA dan deteksi SNP juga dapat menggunakan fitur BLAST pada
NCBI. Tidak hanya itu, NCBI memiliki database dan software (analysis tool) yang sering
digunakan untuk analisis genetik seperti DNA-RNA Tool yang meliputi GenBank, BioSyistem,
Database of Expressed Sequence Tags (dbEST), Database of Genome Survey Sequences
(dbGSS), dan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Jenuth, 2000; Maglott et al., 2005;
Pruitt et al., 2007; UGM, 2010; Barrett et al., 2012; Widodo and Miftahhunnafisah, 2012).
Studi analisis genetik pada gen KiSS1 kambing bertujuan untuk identifikasi SNP, perubahan
asam amino dan phylogenetic tree pada kambing. Penelitian ini merupakan penelitian
pendahuluan (preliminary) yang akan digunakan untuk penelitian lanjutan yaitu studi asosiasi
SNP gen KiSS1 dan sifat-sifat reproduksi pada kambing.
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MATERI DAN METODE

Koleksi sampel

Dua puluh sekuen DNA gen KiSS1 yang terdiri dari 17 kambing dan 3 domba yang
diambil dari data GenBank NCBI. Sekuen DNA Capra hircus yang digunakan antara lain
GenBank Acc. No. MF465853.1, MF465854.1, MF465855.1, MF465855.1, NC_030823.1,
KC989928.1, JQ796693.1, KC989927.1, KX586353.1, KX586354.1, JX643984.1,
NM_001285710.2, AB433789.1, MT897470.1, GU142847.1, MT897469.1, JX047312.1 dan
KR065750.1, sedangkan 3 sekuen DNA Ovis aries yang digunakan antara lain GenBank Acc.
No. MN737104.1, KY356393.1 dan MN737103.1.

Analisis genetik

Sekuen DNA gen KiSS1 dijajarkan menggunakan program BioEdit ver 7.0.0. untuk
menentukan SNP pada gen KiSS1 kambing. Penjajaran sekuen DNA gen KiSS1 dilakukan
pada 2 kelompok lokasi gen KiSS1. Kelompok lokasi sekuen DNA KiSS1 pertama yaitu
sekuen yang berada pada bagian promotor, 5S’UTR dan ekson 1, sedangkan kelompok lokasi
sekuen DNA KiSS1 yang kedua adalah kelompok sekuen DNA yang berlokasi di intron 1 dan
ekson 2. Penamaan SNP pada kelompok pertama berdasarkan GenBank Acc. No. JX047312.1,
sedangkan kelompok kedua berdasarkan GenBank Acc. No. GU142847.1. Analisis perubahan
asam amino juga menggunakan program BioEdit ver. 7.0.0. BLAST dan phylogenetic tree
dianalis berdasarkan gen KiSS1 kambing dan domba. Analisis BLAST dan phylogenetic tree
menggunakan fitur dari NCBI. Konstruksi phylogenetic tree menggunakan sekuen DNA gen
KiSS1 domba sebagai outgroup.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sekuen DNA gen KiSS1 pada kambing dengan bangsa yang berbeda dijajarkan
berdasarkan 2 kelompok lokasi menggunakan program BioEdit ver. 7.0.0 (Gambar 1 dan
Gambar 2). Berdasarkan hasil penjajaran, dua puluh dua SNP ditemukan pada gen KiSS1
kambing. Tujuh SNP ditemukan di daerah 5°UTR, 13 SNP ditemukan di intron 1 dan 2 SNP
terdeteksi di Ekson 2 (Tabel 1.). Deteksi SNP pada kambing Black Bengal ditemukan SNP
pada lokasi g.1122C/T (Ahlawat et al., 2015). Studi gen KiSS1 pada kambing Xinong Saanen,
Guanzhong, dan Boer terdeteksi 2 SNP (9.2124T/A dan g.2270C/T) yang berlokasi di intron
(An et al.,, 2013b). Sebelas SNP (g.384G/A, g.1147T/C, g.1417G/A, 9.1428 1429delG,
9.2124C/T, @.2270C/T, ¢.2489T/C, @.2510G/A, ¢.2540C/T, ¢.3864_3865delCA dan
g.3885_3886insSACCCC) ditemukan juga pada kambing Xinong Saanen and Guanzhong pada
penelitian yang berbeda (An et al., 2013a). Pada studi Sankhyan et al. (2019), polimorfisme
g.125T/A gen KiSS1 ditemukan pada kambing Gaddi. Studi komparasi sekuen pada gen KiSS1
kambing menunjukkan adanya SNP pada posisi g.121T/A yang ditemukan di daerah intron (EI-
Tarabany et al., 2017). Sahoo et al. (2019) melaporkan SNP ¢.231G/C di daerah promotor gen
KiSS1 pada kambing.
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Gambar 2. Penjajaran kelompok sekuen KiSS1 kedua

Tabel 1. Dua puluh dua SNP gen KiSS1 pada kambing berdasarkan GenBank

Kelompok
sekuen DNA

SNP

Referensi sekuen

Lokasi DNA

9.1455T/G
g.1474AIG
g.1506T/G
g.1544C/A
g.1693T/C
g9.1721A/G
9.1895G/C

5’UTR JX047312.1

9.1417G/A
g.1428G/A
g.1609C/A
g.2055A/C
g.2270C/T
9.2311C/T
9.2510G/A
g.2546C/T
9.2891C/T
0.2967C/G
g.2981G/A
9.3039A/C
g.3202G/A

Intron 2
GU142847.1

9.3436T/C
g.3436C/A

Ekson 2
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Dua SNP terletak di ekson 2 (9.3436T/C dan g.3592C/A) bersifat silent mutation. Pada
SNP 0.3436T/C mengkode asam amino yang sama Yyaitu prolin (CCT/CCC) dan SNP
g.3592C/A juga hanya mengkode kodon yang berbeda (CGC/CGA) dan asam amino arginin
(Gambar 3). Perubahan asam amino 5 SNP pada ekson yang diamati pada sekuen populasi
kambing yaitu serin ke prolin pada SNP ¢.3436T/C, isoleusin menjadi leusin pada SNP g
.3688A/C, histidin ke prolin di SNP ¢.3878A/ C dan glutamin ke histidin. Namun, tidak ada
asam amino perubahan diamati pada SNP ¢.945C/T, g.3354A/G, ¢.3592C/A, ¢.3696C/T,
g.3783T/A dan ¢.3963T/C (Mekuriaw et al., 2017)
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Gambar 3. Perubahan asam amino SNP g.3436T/C dan g.3592C/A

Pembentukan Phylogenetic tree pada kandidat gen telah banyak dilakukan pada
kambing (Latifah et al., 2017; Hartatik et al., 2020). Pada gen KiSS1 juga telah dilakukan
analisis Phylogenetic tree (Maitra et al., 2014). Penelitian ini telah dilakukan analisis
Phylogenetic tree sekuen DNA gen KiSS1 pada berbagai bangsa kambing yang sudah
teregistrasi di NCBI. Pada pembentukan phylogenetic tree, sekuen DNA gen KiSS1 domba
digunakan sebagai outgroup. Berdasarkan Gambar 4, Capra hircus berada dalam satu branch
dan Ovis aries berada pada branch lainnya.
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Gambar 4. Phylogenetic tree gen KiSS1 pada kambing

Penelitian Phylogenetic tree gen KiSS1 pada hewan domestik dan tikus (NC 000067)
membentuk kelompok yang berbeda dan ruminansia kecil (kambing) lebih dekat dengan
ruminansia besar (sapi) dibandingkan dengan babi (NC 010451), kuda (NC 009148) dan
manusia (NC 00001) (Maitra et al., 2014). Phylogenetic tree berdasarkan gen KiSS1 pada
beberapa breed kambing dengan outgroup sapi dan kerbau di India juga telah dilakukan (Sahoo
et al., 2019). Pada penelitian ini juga dilakukan BLAST pada 17 sekuen DNA gen KiSS1
kambing dan 3 sekuen DNA gen KiSS1 pada domba. Hasil analisis BLAST disajikan pada
Tabel 2.
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Tabel 2. Analisis BLAST GenBank Acc. No. NC_030823.1 dengan 19 GenBank pembanding.

GenBank Spesies Quary Kesamaan
cover (%) (%)

MF465853.1 Capra hircus breed Black Bengal 9 99,65
MF465854.1 Capra hircus breed Ganjam 9 100,00
MF465855.1 Capra hircus breed Raighar 9 100,00
KC989928.1 Capra hircus 12 100,00
JQ796693.1 Capra hircus 29 99,66
KC989927.1 Capra hircus 12 98,70
KX586353.1 Capra hircus breed Jintang black 13 99,35
KX586354.1 Capra hircus breed Tibetan 13 99,35
JX643984.1 Capra hircus 12 99,70
NM_001285710.2 Capra hircus 26 99,76
AB433789.1 Capra hircus 26 99,76
MT897470.1 Capra hircus 10 100,00
GU142847.1 Capra hircus breed Jining Grey 100 99,33
MT897469.1 Capra hircus 10 100,00
JX047312.1 Capra hircus 12 100,00
KR065750.1 Capra hircus 100 98,74
MN737104.1 Ovis aries 13 99,22
KY356393.1 Ovis aries 26 98,77
MN737103.1 Ovis aries 15 98,77
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KESIMPULAN

Terdapat 22 SNP yang ditemukan pada gen KiSS1 kambing berdasarkan data GenBank
NCBI. Polimorfisme gen KiSS1 pada penelitian ini dapat digunakan sebagai referensi untuk
penelitian selanjutnya tentang marker gen KiSS1 yang potensial.
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