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Abstrak

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui profil gen reseptor Follicle Stimulating Hormone
(rFSH) pada sapi silangan antara bangsa Madura dengan bangsa Limousin (Madrasin). Penelitian ini
menggunakan sampel darah utuh dari satu sapi Madura, satu sapi Limousin, dan satu sapi silangan Madrasin.
Sampel darah sapi Madura dan sapi silangan Madrasin diambil dari Galis, Pamekasan, Jawa Timur dan sampel
sapi Limousin diambil dari Balai Embrio Ternak (BET) Cipelang. Bogor, Jawa Barat. Sampel darah diambil dan
digunakan untuk analisis profil gen yang meliputi amplifikasi DNA dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) dan sekuensing DNA di Institute of Tropical Disease, Universitas Airlangga. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa fragmen DNA rFSH berukuran 21 1bp. Kesimpulannya PCR dapat mendeteksi gen rFSH
sapi silangan Madrasin yang bersifat polimorfik.

Kata kunci: Madrasin, PCR, gen, rFSH, sapi silangan
Abstract

The aim of this study was to know about genetic profile of Folicle Stimulating Hormone Receptor
(rFSH) in Madrasin crossbreed between Madura breed and Limousin breed (Madrasin ). The research are using
whole blood samples from Madura breed, Limousin breed, and Madrasin crossbreed. Madura breed and
Madrasin crossbreed sample were taken from Galis, Pamekasan, East Java and Limousin breed is taken from
Balai Embrio Ternak (BET) Cipelang, Bogor, West Java. Samples were used for genetic profile analysis such as
DNA amplification with Polymerase Chain Reaction (PCR) method and DNA sequencing in Institute of Tropical
Disease, Universitas Airlangga. The result showed that DNA fragment of rFSH is 211bp. In conclusion, this
study can detect rFSH gene Madrasin crossbreed which is polymorpism.
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PENDAHULUAN pulau Madura melalui inseminasi buatan (IB)
(Huitema, 1982).

Indonesia dikenal sebagai negara yang kaya

akan keanekaragaman hayati dan salah satunya
adalah kekayaan berbagai macam ternak,
termasuk sapi (Woolliams et al., 2008). Salah
satu jenis atau bangsa sapi potong lokal yang
mempunyai potensi besar untuk dikembangkan
adalah persilangan Sapi Madura dengan
Limousin (Madrasin). Sapi silangan Madrasin
sendiri baru masuk ke pulau Madura sekitar
tahun 2000. Introduksi sapi Limousin masuk ke

Sapi silangan Madrasin memiliki
penampilan eksterior tubuh dan berat badan
lebih baik dibanding sapi Madura, namun

penampilan reproduksi sapi Madura lebih baik
dari persilangannya (Kutsiyah et al., 2003), sapi
Madura memiliki kinerja reproduksi yang lebih
baik dibandingkan dengan sapi silangan
Madrasin (Hartatik et al., 2009) dan indeks
fertilitas sapi Madura lebih baik dari pada sapi
Madrasin (Omitasari, 2017).
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Upaya vang harus dilakukan untuk
mengantisipasi hal tersebut adalah meningkatan
produktivitas dan kapasitas reproduksi sapi lokal
yang ada di Indonesia melalui perbaikan mutu
genetik (Sudjana, 2009). Meningkatkan fertilitas
dengan cara seleksi genetik cenderung menjadi
penting sekarang  sudah
diketahui bahwa penurunan fertilitas tidak dapat
sepenuhnya oleh manajemen vyang lebih baik
(Omer et al., 2016). Perbaikan mutu genetik

semakin karena

diupayakan melalui seleksi terhadap sifat
reproduksi. Perkembangan terakhir dalam
biologi molekuler dan  statistik  telah

memfasilitasi penggunaan variasi dan seleksi
genom untuk gen terutama dalam perbaikan
genetik ternak.
Pemanfaatan penerapan teknologi
molekuler dapat digunakan sebagai metode
seleksi pada tingkat DNA, dalam hal ini DNA
yang berperan dalam sifat reproduksi. Gen yang
memiliki peranan penting dalam reproduksi
adalah gen reseptor Follicle Stimulating
Hormone (rFSH) (Fan and Hendrickson, 2005).
Gen rFSH diperlukan untuk memproduksi
reseptor FSH yang membawa FSH ke target
jaringan  sehingga dapat berfungsi untuk
spermatogenesis pada jantan dan oogenesis pada
betina. FSH reseptor terekspreksi pada sel-sel
granulose di ovarium dan sel-sel sertoli di testis.
Gen rFSH sangat penting dalam proses
pembentukan sperma pada sapi jantan dan ovum
pada sapi betina (Aguirre and Timossi. 1998).
Yang et al., (2010) mengusulkan bahwa gen
rFSH sebagai penanda molekuler yang sesuai
pengaruhnya  terhadap
superovulasi. Oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui profil gen rFSH

karena variabel

pada sapi silangan Madrasin.
METODE PENELITIAN

Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan untuk penelitian ini
adalah darah utuh (whole blood) yang berasal
dari sapi Madura, sapi silangan Madrasin, dan
sapi Limousin. Sampel darah sapi Madura dan
sapi
Pamekasan, Jawa Timur sedangkan sampel

silangan Madrasin berasal dari Galis,

darah sapi Limousin berasal dari Balai Embrio
Temak (BET) Cipelang, Bogor, Jawa Barat
dengan rentang umur 2 — 6 tahun, berat badan
200 — 400 kg.

Ekstraksi DNA

DNA dari sample darah sapi Madura, sapi
Limousin, dan sapi hasil persilangan Madura dan
Limousin di ekstraksi dengan cara memasukan
10 ml sampel darah ke dalam tabung ependorf
steril kemudian ditambahkan dengan 180 uL
tissue lysis buffer (ATL) dan 20 ul protease
yang kemudian vortex 5 detik dan inkubasi pada
suhu 56°C selama 1 — 3 jam, selama inkubasi
fube diangkat dan digoyangkan 5 detik. Vortex
kembali selama 15 detik kemudian ditambahkan
200 uL lysis buffer (AL), lalu vortex 5 detik.
Tambahkan ethanol 96 - 100% lalu vortex 5
detik. Semua campuran diatas dimasukan ke
dalam fube DNeasy Mini Spin Column
(QIAGEN™) yang disangga oleh rube 2 ml,
kemudian ditambah 500 uL larutan wash buffer 1
(AW 1) lalu centrifiuge dengan kecepatan 8000
rpm dalam waktu 1 menit. Campuran yang
berada dalam mbe DNeasy Mini Spin Column
(QIAGEN™) dipindahkan ke tube 2 ml yang
baru, kemudian ditambahkan 500 uL. wash buffer
2 (AW 2) dan centrifuge kembali dengan
kecepatan 1400 rpm selama 3 menit, kemudian
fube 2 ml yang digunakan sebagai penyangga
dibuang dan diganti oleh rube 1,5 ml yang baru.
Campuran yang berada di dalam tube
DneasyMini Spin Column ditambahkan 200 uL
buffer AE kemudian diinkubasi selama 1 menit
pada suhu ruangan, untuk langkah terakhir
dilakukan centrifuge dengan kecepatan 8000 rpm
dalam waktu 1 menit.

Pembuatan PCR Mix

Diambil masing-masing 10ul. Primer rFSH
forward dan reverse dan dimasukkan kedalam
tabung ependoif steril, Forward: 5° TCC CTG
CCCTTC AGT GAC GAA 3°, Reverse: 5" AGA
TAC GCC GTC CCT TTA CCT 3’ (Sharifiyazdi
et al., 2018) kemudian sebanyak 100 uLL GoTaq
Green MasterMix (Promega Corp.) dimasukkan
kedalam tabung ependorf steril dan dicampurkan
dengan primer serta ditambahkan H-O sebanyak
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90uL. Sebanyak 20ulL Mix Primer dan GoTaq
Green Mastermix (Promega Corp.) dimasukkan
kedalam tabung PCR lalu ditambahkan DNA 5
uL pada masing-masing tabung PCR.

Deteksi Amplifikasi DNA metode PCR

Tabung PCR yang berisi PCR Mix dan
DNA dimasukkan kedalam mesin Thermal
Cycler Veriti Aplied Biosystem setelah itu mesin
Thermal Cycler dijalankan dengan kondisi PCR :
Predenaturasi 95°C selama 5 menit sebanyak 1
siklus, Denaturasi 95°C selama 45 detik,
Annealing 60C selama 45 detik, Extension 72°C
selama 1 menit, post extensi 72°C selama 5
menit sebanyak 35 siklus.Selanjutnya hasil PCR
gen rFSH dielektroforesis untuk melihat band
hasil amplifikasi.

Pembuatan Agarose 2%

Serbuk agarose ditimbang. sebanyak 2 gr
dan ditambahkan 100 mL Tris-acetate-EDTA
buffer (TAE) 0.5x selanjutnya dipanasi hingga
larutan sempurna, lalu
ditambahkan Ethiduim Bromida 8 uL kemudian
dilakukan pencampuran hingga larutan menjadi
homogen. Selanjutnya larutan tersebut dituang

semua terlarut

kedalam cetakan agarosa, didiamkan sampai
larutan menjadi memadat.

Elektroforesis

Gel Agarosa 2% yang telah dibuat kedalam
dimasukkan ke dalam elenmeyer yang telah
berisi Tris-acetate-EDTA buffer (TAE) 0.5x
sebanyak 100 ml, kemudian dipanaskan ke
dalam microwave selama 2 menit hingga
mendidih, lalu ditambahkan 8yl Ethidium
Bromida. Cairan gel lalu didinginkan pada suhu
kamar dan setelah agak dingin, gel dituang ke
cetakan gel elektorforesis dengan menggunakan
sisir gel dengan jumlah sisir 17 sumur. Diambil 2
uL leading dye dan dicampurkan ke dalam 5 uL.
PCR produk setiap sampel, selanjutnya
dimasukkan kedalam sumur yang ada pada gel
agarose. Diambil 5 ul ladder 100 bp dan
dimasukkan dalam sumur paling ujung dari gel
agarose selanjutnya power supply dinyalakan
dengan pengaturan 100 volt selama 50 menit,
setelah 50 menit elektroforesis dihentikan dan

gel agarose diangkat untuk diamati dibawah
dalam  Gel
band hasil

sinar UV dan dimasukkan

Documentation untuk  melihat

amplifikasi gen rFSH.

Sekuensing DNA

Sekuensing nukleotida ini dilakukan tiga
tahap, tahap pertama adalah melakukan tahap
labelling yaitu DNA yang sudah murni dilabel
dengan Big Dve Terminator kit versi 3.1
Penambahan reagen ini bertujuan untuk
memberikan fluoresensi yang digunakan untuk
membedakan urutan nukleotida. Pada tahap ini
mesin Thermal Cycler diprogram dalam keadaan
suhu denaturasi awal 96°C selama 1 menit,
kemudian sebanyak 5 siklus pada suhu 96°C
selama 10 detik, 50°C selama 5 detik dan 60°C
selama 4 menit. Tahap kedua yaitu melakukan
purifikasi menggunakan Big Dye X Terminator
yang bertujuan untuk memurnikan nukleotida
dan menghilangkan Big Dye Label yang tersisa.
Tahap terakhir yaitu melakukan sekuensing
dengan menggunakan mesin sequenser ABI 310
xL GENETIC ANALYSER (Applied
Biosystems, Inc).

Analisis Data

Nukleotida hasil sekuensing yang diperoleh
dilakukan alignment menggunakan software
Clustal W vang ada dalam software BioEdit ver.
8.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil PCR rFSH

Hasil
Madrasin dan sapi

darah
Kabupaten

elektroforesis  dari sapi
Madura di
Pamekasan, dan sapi Limousin di Balai Embrio
Transfer Cipelang Bogor yang dilakukan dengan
metode PCR dengan menggunakan primer gen
pengkode hormon rFSH menunjukan hasil yang
baik dibuktikan dengan terdeteksinya fragmen

berupa DNA pada ketiga sampel dengan panjang

211  bp. Hasil positif visualisasi  dari
elektroforesis dapat dilihat dalam Gambar 1.
Pada penelitian ini, kondisi PCR yang

digunakan adalah denaturasi awal 95°C selama 5
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Gambar 1. Hasil elektroforesis PCR pada darah (1) Sapi Madura, (2) Sapi silangan Madrasin, dan
(3) sapi Limousin. Keterangan M=Marker DNA: produk PCR (21 1bp).

RFSH 1
RESH 2
RFSH 3

RFSH 1
RFSH 2 ......G...
RFSH 3

P W

RESH 1 TCG...AG.. T.CC.
RFSH 2 C..... iG. G .C.C.
RFSH 3

RFSH 1
RFSH 2 CTGGTT G e
RFSH 3 C....GTTCC e

REFSEQ TCCCTGCCCT TCBGTGACGA AI'ICCCBACC ICCCATA'ICT GTIA.CIAICC AACBCAGGIA

an |
REFSEQ TTARGCACTT \:CCAGCTGTG CCTTCACAAG ATICAGTCTC TCCAARAGGT TITACTRGAT
......................... TITCA G.CTCAG..A CT..TC.A.G ACCGGA.ACA
.I.C..TICA ICCIC.C.A. C..GCCCAT. ....G.GAGA
....... G.. TG.CAICICT 6.C..C.TCA GCC.CC..CR ...

REFSEQ ATTmGATA Jﬂh”CGmC ATCCACACAG TTGARARGARR TTCTTICATG GGECTACCGT
+G GGG T.CoCA Govvvnun Co CuuCuaTCC W WTAC. 41 us

GIG}AG ..... A TC.. ... A5.CCC.. A, TR..ATG.

CCR..G. AT\:CGACG .ATG..C.G.

-1 |
REFSEQ TTTGmGIR J\.:G—mGGG ACGGCGIAIC '.I.'

30 40 50 €0

.GCIA.G .R.CAG.RGG

GTGC .TG GC.CCCR.A. TCA’IGC

Gambar 2. Urutan nukleotida gen rFSH. Refseq = Genbank, rFSH 1 = sapi Madura, rESH 2 = sapi
silangan Madrasin, rFSH 3 = sapi Limousin.

95°C 45 detik,
penempelan primer (annealing) 60°C selama 45

menit, denaturasi selama
detik, suhu pemanjangan DNA baru 72°C selama
| menit dan suhu pemanjangan akhir 72°C
selama 5 menit, namun pada penelitian ini
menggunakan suhu annealing 60°C selama 45
detik.

Suhu annealing merupakan suhu yang
memungkinkan terjadinya penempelan primer
pada DNA yang merupakan proses paling
penting dalam amplifikasi. Viljoen et al., (2005)
menyatakan jika keberhasilan amplifikasi gen

ditentukan oleh keberhasilan penempelan primer
pada gen target. Loss er al., (2008); Marson er
al., (2008); dan Hernandez er al., (2009)
menggunakan suhu annealing 58°C selama 30
detik dalam mengamplifikasi ruas gen rFSH dan
menghasilkan produk PCR yang baik. Muladno
(2002) menambahkan bahwa suhu penempelan
primer (annealing) berkisar antara 36°C sampai
dengan 72°C, namun suhu yang biasa digunakan
50-60°C. Perbedaan suhu annealing dengan hasil
penelitian  ini dapat disebabkan adanya
perbedaan komposisi mix sebagai komponen
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PCR. Faktor-faktor yang
keberhasilan penempelan primer pada gen target
yakni kondisi suhu PCR (denaturasi, annealing,
dan ekstensi) serta interaksi antar komponen
pereaksi PCR. Purnami, (2009) menambahkan
jika keberhasilan amplifikasi DNA dengan PCR
ditentukan oleh beberapa faktor yaitu, kemurnian

menentukan

dan konsentrasi komponen dalam larutan premix
PCR, primer oligonukleotida gen, jumlah dan
kemurnian DNA sampel, faktor teknis dan non-
teknis misalnya kontaminasi.

Gen rFSH merupakan gen yang berperan
dalam proses reproduksi. Produk dari gen rFSH
yaitu rFSH berperan untuk membawa hormon
FSH menuju sel target sehingga dapat
melakukan fungsi pembentukan ovum pada
betina dan sperma pada jantan. Gen rFSH pada
sapi terletak di kromosom 11 dan terdiri atas 10
ekson dan 9 intron (Aguirre dan Timossi, 1998).
Gen rFSH berperan dalam fungsi reproduksi
sangat menentukan kualitas sperma sapi pada
sapi jantan. Huhtaniemi dan Kristiina (1998)
menyatakan jika rFSH yang merupakan produk
dari gen rFSH sangat menentukan ukuran testis,
jumlah sperma, dan motilitas sperma bagi
pejantan, serta keberhasilan fungsi ovarium pada
betina.

Gambar 1 menunjukkan hasil pita DNA
dengan panjang 211bp yang merupakan pita
spesifik gen rFSH. Dapat dilihat dari hasil
elektroforesis bahwa pada sampel
penelitian memiliki gen rFSH dalam selnya.
Namun untuk melihat adanya perubahan atau

semua

mutasi urutan nukleotida sampel maka dilakukan
Sekuensing DNA.

Hasil Sekuensing DNA rFSH

Produk PCR yang didapatkan dari sampel
satu sapi Madrasin, satu sapi Madura, dan satu
sapi Limousin dipurifikasi dengan menggunakan
QlAquick gel extraction kit untuk selanjutnya
dilakukan sekuensing.

Hasil PCR selanjutnya disekuensing dengan
menggunakan ABI 310xL Genetic Analyzer
sehingga dapat diketahui susunan nukleotida dari

rFSH yang diuji. Nukleotida hasil sekuensing
selanjutnya dianalisis menggunakan software
BioEdit

ver 8.0 untuk melakukan multiple

alignment menggunakan software ClustalW
vang ada dalam software BioEdit Ver 8.0
selengkapnya dapat dilihat pada Gambar 2.
Adanya varian alel dalam gen rFSH yang
dilaporkan pada sampel sapi silangan Madrasin
diatas menunjukkan bahwa gen rFSH bersifat
polimorfik. Perubahan dalam struktur molekul
gen rFSH ini menyebabkan desensitisasi rFSH
dalam membran sel, yang menyebabkan
transmisi sinyal hormon yang kurang efisien
(Gromoll, et al., 1996). Gen rFSH memiliki
peran penting dalam stimulasi ovarium dan
pengetahuan fisiologinya dapat digunakan untuk
memprediksi perbedaan fungsi rFSH dan respon
ovarium terhadap FSH. Latronico dan Arnhold
(2006) melaporkan bahwa perubahan urutan
DNA dapat mempengaruhi aktivasi gen rFSH
dan mereka juga menunjukkan bahwa genotipe

tersesbut memainkan peran penting dalam
fisiologi ovarium.
KESIMPULAN

Hasil PCR dari gen rFSH sapi Madura, sapi
silangan
mendapatkan

Madrasin, dan sapi Limousin

panjang fragmen 211 bp,
sedangkan hasil sekuensing DNA menunjukkan
gen rFSH sapi silangan Madrasin  bersifat
polimorfik. Penelitian ini memberikan informasi
tentang struktur genetik dari gen rFSH yang
dapat digunakan untuk penanda seleksi dan
program breeding di masa depan.
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