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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi profil asam amino dari 13 gen pengode protein pada DNA
mitokondria sapi Donggala. DNA genom diekstraksi dari jaringan hati untuk memperoleh sekuens lengkap DNA
mitokondria (mtDNA) menggunakan teknologi Next-Generation Sequencing (NGS). Sekuens mtDNA yang
diperoleh kemudian disejajarkan (aligned) untuk mengidentifikasi asam amino pada 13 gen pengode protein
mitokondria, yaitu COX1, COX2, COX3, ATP6, ATP8, NDI1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6, dan CYTB.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa profil asam amino 13 gen pengode protein mtDNA sapi Donggala
menunjukkan dominasi leusin (Leu) dan proporsi terendah pada sistein (Cys). Hasil ini memberikan informasi dasar
mengenai karakteristik genetik mitokondria sapi Donggala yang berpotensi mendukung penelitian konservasi dan
pemuliaan ternak lokal.

Kata kunci — sapi Donggala, mtDNA, asam amino, Next-Generation Sequencing (NGS)

ABSTRACT

This study aimed to characterize the amino acid profile of the 13 protein-coding genes in the mitochondrial
DNA (mtDNA) of Donggala cattle. Genomic DNA was extracted from liver tissue to obtain the complete
mitochondrial genome sequence using Next-Generation Sequencing (NGS) technology. The resulting mtDNA
sequences were aligned to identify amino acids encoded by the 13 mitochondrial protein-coding genes,
namely COX1, COX2, COX3, ATP6, ATP8, NDI, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6, and CYTB. The results
showed that the amino acid profile of the 13 mtDNA protein-coding genes in Donggala cattle was dominated
by leucine (Leu), while cysteine (Cys) exhibited the lowest proportion. These findings provide fundamental
information on the mitochondrial genetic characteristics of Donggala cattle and may support future studies
on the conservation and breeding of local cattle genetic resources.
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1. Pendahuluan

Sapi Donggala merupakan salah satu sapi
potong lokal asal Sulawesi Tengah yang telah
ditetapkan sebagai plasma nutfah daerah dan
memiliki nilai strategis sebagai sumber daya
genetik ternak Indonesia. Sapi ini merupakan
hasil persilangan antara sapi Peranakan Ongole
(PO) dan sapi Bali yang telah mengalami proses
adaptasi dalam jangka waktu yang panjang
terhadap  kondisi  agroekosistem  tropis,
ketersediaan  pakan lokal, serta sistem
pemeliharaan tradisional yang diterapkan oleh
peternak secara turun-temurun. Adaptasi tersebut
menjadikan sapi Donggala memiliki
karakteristik genetik yang unik dan berpotensi
dimanfaatkan dalam program pengembangan,
konservasi, dan pemuliaan ternak di Indonesia.

Meskipun demikian, informasi mengenai
karakteristik genetik sapi Donggala pada tingkat
molekuler masih relatif terbatas. Sebagian besar
penelitian yang telah dilakukan berfokus pada
karakterisasi fenotipik, performa produksi, dan
analisis keragaman genetik menggunakan
penanda molekuler tertentu, sedangkan kajian
yang memanfaatkan genom mitokondria secara
utuh masih sangat sedikit. Keterbatasan
informasi tersebut menyebabkan pemahaman
mengenai variasi genetik yang berhubungan
dengan fungsi metabolisme seluler dan adaptasi
fisiologis sapi Donggala belum dapat dijelaskan
secara komprehensif. Menurut [1], kesenjangan
pengetahuan mengenai variasi pada DNA
mitokondria membatasi pemahaman tentang
pengaruh adaptasi lokal dan sejarah pemuliaan
terhadap  fungsi  mitokondria, termasuk
perubahan pada tingkat asam amino yang
berpotensi memengaruhi aktivitas protein.

DNA mitokondria (mitochondrial DNA;
mtDNA) merupakan genom ekstrakromosomal
berbentuk sirkular yang diwariskan secara
maternal dan terpisah dari genom inti. Pada
mamalia, mtDNA memiliki ukuran sekitar 16,6
kb dan mengandung 37 gen yang terdiri atas 13
gen penyandi protein, 22 gen transfer RNA
(tRNA), dan 2 gen ribosomal RNA (rRNA) [2].
Ketiga belas gen penyandi protein tersebut
meliputi ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, NDS,
ND6, COX1, COX2, COX3, ATP6, ATPS, dan
CYTB, yang berperan penting dalam sistem
fosforilasi oksidatif sebagai mekanisme utama
produksi energi dalam bentuk adenosin trifosfat
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(ATP). Oleh karena itu, integritas dan variasi
gen-gen tersebut memiliki pengaruh langsung
terhadap fungsi respirasi seluler, efisiensi
metabolisme energi, dan kemampuan adaptasi
organisme terhadap lingkungannya.

Fungsi mitokondria yang vital menjadikan
mtDNA sebagai salah satu target utama dalam
studi genetika molekuler. DNA mitokondria
mamalia diketahui esensial dalam pembentukan
kompleks rantai transpor elektron dan ATP
sintase yang berperan dalam proses fosforilasi
oksidatif [3]. Selain itu, mtDNA memiliki
karakteristik khas berupa laju mutasi yang relatif
lebih tinggi dibandingkan genom inti, tidak
mengalami rekombinasi, serta diwariskan secara
maternal sehingga banyak digunakan dalam studi
evolusi, genetika populasi, filogenetik, dan
adaptasi metabolik [4 , 5]. Variasi nukleotida
pada gen penyandi protein mtDNA dapat
menyebabkan perubahan kodon yang selanjutnya
menghasilkan substitusi asam amino. Perubahan
asam amino tersebut berpotensi memengaruhi
struktur, stabilitas, dan fungsi protein yang
terlibat dalam metabolisme energi seluler.

Analisis profil asam amino yang
diturunkan dari sekuens gen penyandi protein
mtDNA memberikan informasi yang lebih
mendalam dibandingkan analisis pada tingkat
nukleotida saja. Profil asam amino dapat
menggambarkan konsekuensi biologis dari
variasi genetik yang terjadi serta memberikan
indikasi mengenai kemungkinan adaptasi
fungsional yang berkembang pada suatu populasi
ternak. Oleh karena itu, karakterisasi profil asam
amino dari seluruh gen penyandi protein mtDNA
penting dilakukan untuk memahami variasi
genetik fungsional yang terdapat pada sapi
Donggala.

Menurut [6], eksplorasi genom
mitokondria secara menyeluruh diperlukan untuk
mengidentifikasi potensi genetik, mengevaluasi
keragaman genetik, serta mendukung program
konservasi dan pemuliaan ternak berbasis
sumber daya genetik lokal. Namun hingga saat
ini, informasi mengenai profil asam amino yang
dihasilkan oleh 13 gen penyandi protein mtDNA
pada sapi Donggala masih sangat terbatas.
Padahal, informasi tersebut berpotensi menjadi
dasar dalam memahami karakteristik genetik,
kemampuan adaptasi, serta hubungan
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kekerabatan sapi Donggala dengan bangsa sapi
lainnya.

Berdasarkan latar belakang tersebut,
penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi
profil asam amino dari 13 gen penyandi protein
DNA mitokondria pada sapi Donggala
berdasarkan sekuens genom  mitokondria
lengkap. Hasil penelitian diharapkan dapat
memberikan informasi dasar mengenai variasi
genetik fungsional pada tingkat protein serta
memperkaya data ilmiah yang mendukung upaya
konservasi, pemanfaatan, dan pengembangan
program pemuliaan sapi Donggala di masa
mendatang.

2. Metodologi

3.1. Persetujuan Etik

Prosedur penelitian ini telah disetujui oleh
Komite Etik Penelitian Hewan Fakultas
Peternakan dan Ilmu Pertanian, Universitas
Diponegoro (Approval No. 59-01/A-01/KEP-
FPP).

3.2. Pengambilan Jaringan dan Ekstraksi DNA
Penelitian ini menggunakan DNA genomik
(gDNA) yang diekstraksi dari jaringan hati sapi
Donggala. Jaringan hati  dipilth  karena
merupakan organ dengan aktivitas metabolisme
yang tinggi sehingga memiliki kebutuhan energi
yang besar dan umumnya mengandung
kelimpahan DNA mitokondria (mtDNA) yang
lebih tinggi dibandingkan beberapa jaringan
lainnya. Sebanyak 10 g jaringan hati dikoleksi
dan diawetkan dalam tabung Falcon yang berisi
etanol hingga proses ekstraksi DNA dilakukan.
gDNA kemudian diekstraksi dari sampel
jaringan menggunakan Quick-DNA MagBead
Plus Kit (Zymo Research, USA) sesuai dengan
protokol yang direkomendasikan oleh produsen.
Kualitas dan kuantitas gDNA dievaluasi sebelum
dilakukan tahap selanjutnya. mtDNA kemudian
diperkaya menggunakan REPLI-g Mitochondrial
DNA Kit (Qiagen, Germany)  untuk
meningkatkan proporsi mtDNA dalam sampel.
Selanjutnya, mtDNA yang telah diperkaya
digunakan untuk persiapan pustaka (library
preparation) mengikuti protokol mtDNA yang
telah dioptimalkan untuk proses sekuensing.
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3.3. Analisis Sekuensing MtDNA

mtDNA  disekuensing  menggunakan
teknologi long-read sequencing pada platform
Oxford Nanopore Technologies GridlON |7, §].
Proses akuisisi data sekuensing dan pemantauan
kinerja flow cell dilakukan menggunakan
perangkat lunak  MinKNOW  (v21.11.17),
sedangkan proses basecalling dengan mode
akurasi tinggi (high-accuracy mode) dilakukan
menggunakan Guppy (v5.1.13) [9].

Kualitas data hasil sekuensing dievaluasi
dan divisualisasikan menggunakan NanoPlot
(v1.4.0) [10]. Seluruh hasil pembacaan (reads)
kemudian dipetakan terhadap genom referensi
mitokondria yang diperoleh dari GenBank
menggunakan  Minimap2  (v2.24) [11].
Pembacaan yang telah difilter selanjutnya dirakit
(de novo assembly) menggunakan Flye (v2.8.3).
Hasil perakitan kemudian dipoles (polishing)
sebanyak empat siklus menggunakan Racon
(v1.5.0) dan tiga siklus menggunakan Medaka
(v1.5.0) untuk meningkatkan akurasi sekuens
konsensus [12]. Sekuens mtDNA yang diperoleh
selanjutnya dianotasi dan divisualisasikan
menggunakan MitoZ (v2.4) [13], sedangkan
kualitas hasil perakitan dievaluasi menggunakan
QUAST (v5.0.2) [14].

3.4. Analisis Data

Sapi Donggala telah dilakukan analisis
data menggunakan perangkat lunak MEGA12
[15]. Urutan lengkap DNA mitokondria
(mtDNA) sapi Donggala disejajarkan dengan
sekuen dari Bos indicus yang didapat dari
Genbank  sebagai  pembanding.  Untuk
mengidentifikasi variasi nukleotida dan asam
amino, dengan komposisi profil asam amino
pada 13 protein yang dikodekan oleh mtDNA
yang terdiri dari COX2, ATP 8, ATP 6, COX3,
ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6, CYT B, NDI,
ND2 dan COX1.

3. Pembahasan

Distribusi komposisi asam amino yang
dikodekan oleh 13 gen penyandi protein pada
mtDNA sapi Donggala disajikan pada Gambar 1.
Ketiga belas gen tersebut meliputi COXI,
COX2, COX3, ATP6, ATP8, ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, NDS5, ND6, dan CYTB. Analisis
dilakukan berdasarkan hasil translasi sekuens
nukleotida menjadi sekuens asam amino
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Profil asam amino dari 13 gen penyandi protein DNA mitokondria

sapi Donggala.
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vertebrata. Hasil analisis menunjukkan adanya
variasi frekuensi dan proporsi asam amino pada
protein-protein yang dikodekan oleh genom
mitokondria sapi Donggala.

Secara umum, komposisi asam amino pada
protein mitokondria sapi Donggala menunjukkan
pola yang serupa dengan mtDNA mamalia
lainnya. Asam amino leusin (Leu) merupakan
asam amino yang paling dominan dengan
proporsi sekitar 16% dari total asam amino.
Dominasi Leu merupakan karakteristik umum
mtDNA hewan karena asam amino ini dikodekan
oleh sejumlah kodon yang relatif lebih banyak
dibandingkan sebagian besar asam amino lainnya
[16]. Tingginya proporsi Leu mengindikasikan
pentingnya residu hidrofobik dalam
pembentukan dan stabilisasi protein-protein
membran yang berperan dalam sistem fosforilasi
oksidatif.

Selain  Leu, isoleusin (Ile) juga
menunjukkan frekuensi yang relatif tinggi
(8,71%). Isoleusin merupakan asam amino

esensial yang berperan dalam metabolisme
energi melalui jalur katabolisme asam amino
rantai bercabang (branched-chain amino acids).
Tingginya proporsi Ile menunjukkan bahwa
protein mitokondria pada sapi Donggala
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untuk mempertahankan struktur dan fungsi
kompleks respirasi mitokondria [1].

Sebaliknya, sistein (Cys) memiliki
proporsi paling rendah, yaitu kurang dari 1% dari
total komposisi asam amino. Rendahnya

frekuensi Cys merupakan karakteristik yang
umum ditemukan pada genom mitokondria
vertebrata [1]. Meskipun jumlahnya terbatas,
residu Cys tetap memiliki peran penting dalam
menjaga stabilitas struktur protein melalui
pembentukan ikatan disulfida dan interaksi
molekuler lainnya [16]. Selain Cys, asam amino
aspartat (Asp) dan arginin (Arg) juga ditemukan
dalam proporsi yang relatif rendah, masing-
masing kurang dari 2%. Rendahnya frekuensi
kedua asam amino tersebut kemungkinan
berkaitan dengan perannya yang lebih spesifik
dalam proses metabolisme dan fungsi enzimatik
dibandingkan  sebagai komponen utama
penyusun struktur protein [1, 17].

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
distribusi asam amino pada protein mitokondria
sapi Donggala didominasi oleh asam amino
nonpolar, khususnya Leu, Ile, Val, dan Ala.
Dominasi residu hidrofobik tersebut sesuai
dengan fungsi sebagian besar protein
mitokondria yang berasosiasi dengan membran
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dalam mitokondria dan terlibat dalam rantai
transpor elektron. Komposisi ini mendukung
stabilitas struktur protein membran serta efisiensi
proses transfer elektron yang berperan dalam
produksi energi seluler.

Variasi komposisi asam amino antar gen
penyandi protein juga menunjukkan adanya
perbedaan karakteristik fungsional masing-
masing protein mitokondria. Gen-gen yang
menyandi subunit kompleks respirasi yang
berbeda dapat memiliki kebutuhan komposisi
asam amino yang berbeda sesuai dengan struktur
dan fungsi biologisnya. Perbedaan tersebut
mencerminkan adanya tekanan seleksi yang
berbeda pada masing-masing gen selama proses
evolusi dan adaptasi [2].

Genom mitokondria sapi Donggala yang
telah berhasil dianotasi memberikan informasi
genetik  yang penting untuk mendukung
penelitian lebih lanjut mengenai keragaman
genetik, evolusi, domestikasi, dan konservasi
sumber daya genetik ternak [18, 19]. Menurut
[20] dan [21], ketersediaan data genom
mitokondria lengkap dapat menjadi sumber
informasi yang berharga untuk mendukung
program pemuliaan berbasis molekuler serta
strategi konservasi plasma nutfah ternak lokal.

Secara keseluruhan, karakterisasi profil
asam amino dari 13 gen penyandi protein
mtDNA pada sapi Donggala memberikan
gambaran  mengenai  komposisi  protein
mitokondria yang berperan dalam metabolisme
energi seluler. Informasi ini memperkaya basis
data genetik sapi Donggala dan dapat
dimanfaatkan sebagai dasar untuk penelitian
lanjutan terkait adaptasi fisiologis, evolusi, serta
pengembangan  program  konservasi  dan
pemuliaan ternak berbasis sumber daya genetik
lokal.

4. Kesimpulan

Karakterisasi profil asam amino dari 13 gen
penyandi protein DNA mitokondria sapi
Donggala menunjukkan bahwa leusin (Leu),
isoleusin (Ile), dan treonin (Thr) merupakan
asam amino yang dominan. Komposisi ini

mencerminkan peran penting protein
mitokondria dalam fosforilasi oksidatif dan
metabolisme  energi.  Tingginya  tingkat
konservasi gen penyandi protein mtDNA
menunjukkan  pentingnya fungsi  biologis
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mitokondria serta menyediakan informasi
genetik yang bermanfaat untuk mendukung
penelitian adaptasi, evolusi, konservasi, dan
pemuliaan sapi Donggala.
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