IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGG

HILIK
PERPUSTAKAAN

WHIVERSITAS AIRLANGR
BURABAYA

——e

LAPORAN TAHUN TERAKHIR
PENELITIAN TERAPAN UNGGULAN PERGURUAN TINGGI (PTUPT) TAHUN 2018
UNIVERSITAS AIRLANGGA

Polimorfisme Gen Growth Hormone (GH) dan FSH B-Sub Unit Pada Anak Sapi
Madura Hasil Inseminasi Buatan Dengan Semen Limousin Sebagai Acuan Untuk
Seleksi Genetik Bibit Unggul

Tahun ke 2 dari rencana 2 tahun

Oleh
Dr. Budi Utomo, drh., M.Si. NIDN 0018055904
Dr. Emanual Djoko Putranto, drh., MS. NIDN 0024125403
Fariani Syahrul, SKM., M.Kes. NIDN 0010026902

Dibiayai oleh :
Direktorat Riset dan Pengabdian Masyarakat
Direktorat Jenderal Penguatan Riset dan Pengembangan
Kementerian Riset, Teknologi dan Pendidikan Tinggi
Sesuai dengan Perjanjian Pendanaan Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat
Nomor : 122/SP2H/PTNBH/DRPM/2018

UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA
Nopember 2018

LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

HALAMAN PENGESAHAN

Judul : Polimorfisme Gen Growth Hormone (GH) dan FSH b-Sub
Unit Pada Anak Sapi Madura Hasil Inseminasi Buatan
Dengan Semen Limousin Sebagai Acuan Untuk Seleksi

Genetik Bibit Unggul
Peneliti/Pelaksana :
Nama Lengkap : Dr BUDI UTOMO, M.Si
Perguruan Tinggi : Universitas Airlangga
NIDN : 0018055904
Jabatan Fungsional : Lektor Kepala
Program Studi : Paramedik Veteriner
Nomor HP : 081553160631
Alamat surel (e-mail) : budi-u-2@fkh.unair.ac.id
Anggota (1)
Nama Lengkap : Dr EMMANUEL DJOKO POETRANTO
NIDN : 0024125403
Perguruan Tinggi : Universitas Airlangga
Anggota (2)
Nama Lengkap : FARIANI SYAHRUL S.KM, M Kes
NIDN : 0010026902
Perguruan Tinggi : Universitas Airlangga
Institusi Mitra (jika ada)
Nama Institusi Mitra P -
Alamat -
Penanggung Jawab
Tahun Pelaksanaan : Tahun ke 2 dari rencana 2 tahun
Biaya Tahun Berjalan : Rp 100,000,000
Biaya Keseluruhan : Rp 200,000,000
\engetahui, Kota Surabaya, 28 - 10 - 2018
Kedokteran Hewan Unair Ketua,
*“" dji Srianto, M.Kes., drh.) (Dr BUDI UTOMO, M.Si)
NIP/NIK 19560105198601001 NIP/NIK 195905181987011002
Menyetujui,

ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi Unair

(Prof. H. Hery Purnobasuki, Drs., M.Si., Ph.D.)
NIP/NIK 196705071991021001

HNILIK
PERPUSTAKAA
WEIVERSITAS AlRLAN Sa
SURABAY .

LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO



LAPORAN PENELITIAN

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

POLIMORFISME GEN GROWTH ...

BUDI UTOMO



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLAN?GA - l L I ‘

- FERPUSTAKAAN
| GMIVERSITAS AIRLANGSA

A
RINGKASAN SURABAY S

Kemajuan di bidang biologi molekuler memberikan kesempatan baru dalam usaha
mendeteksi terjadinya variasi genetik (polimorfisme) sebagai dasar peningkatan mutu genetik
dalam peternakan. Teknik molekuler yang potensial digunakan untuk mendeteksi variasi
tersebut antara lain: RestrictionFragment Length Polymorphism (RFLP), RandomAmplified
Polymorphism DNA (RAPD), Double StrandConformation Polymorphism (DSCP),dan
Marker-Assisted Selection (MAS) (Kennedy et al., 1990).Dengan adanya teknologi yang
efektif dan akuratmelalui pemanfaatan diagnosa berdasarkan deoxyribonucleic acid (DNA),
akan sangat membantu program persilangan ternak (Rafalski dan Tingey, 1993). Penyediaan
peta genetik melalui metode DNA rekombinan, dapat membantu program persilangan ternak
melalui data-data molekuler yang didapat, yang mengatur sifat-sifat produksi (Hetzel, 1989).

Produk gen yang berupa hormon (bioregulator) akan mempengaruhi proses pengaturan
metabolisme dan penampakan morfologi ternak. Variasi genetik (polimorfisme) pada lokus-
lokus gen khususnya yang mengkodekan hormon merupakan hal yang sangat penting, karena
variasi tersebut menentukan karakter genetik dari suatu populasi yang dapat membantu dalam
peningkatan mutu genetik dari populasi tersebut (Mitra ef al., 1995).

Hormon pertumbuhan sebagai salah satu produkgen berpengaruh besar dalam
pertumbuhan, laktasi dan perkembangan kelenjar susu pada sapi (Hoj etal., 1993a,b).
Polimorfisme pada gen yang mengkodekan dan mengatur hormon pertumbuhan sangat
potensial sebagai penanda genetik untuk sifat-sifat fenotip dengan produktivitas yang bernilai
ekonomi tinggi.

Selain hormon pertumbuhan perlu dilakukan penelitian juga pada sisi reproduksinya,
untuk memperoleh gambaran polimorfisme hormon reproduksi pada anak sapi hasil silangan
dengan sapi Limousin. Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan hormon glikoprotein
yang dihasilkan oleh kelenjarpituitary, yang berfungsi mengatur reproduksi pada mamalia,
baik jantan maupun betina (Ulloa-Aguirre ef al., 1995). Pada hewan betina berfungsi untuk
proliferasi dan pengembangan folikel sampai ovulasi (McGeedan Hsueh, 2000). Sedangkan
pada laki-laki, kombinasi antara FSH dan testosteron adalah hormon tropik yang mengatur
fungsi sel Sertoli, yang diperlukan untuk inisiasi dan pemeliharaan kualitas dan kuantitas di
spermatogenesis (Ohta et al., 2007). Hormon FSH terdiri dari a dan B-sub unit. -sub unit
berperan dalam menentukan spesifisitas ikatan dengan reseptor (FSHR) (Fan dan
Hendrickson, 2005).Telah dilaporkan bahwa adanya mutasi ekson 3 gen FSH $-subUnit pada
sapi jantan diidentifikasi mempunyai konsentrasi semen segar yang lebih rendah, persentase
yang lebih rendah dari integritas akrosom pada semen segar dan beku, lebih motilitas yang
rendah pada semen beku (Dai ef al., 2009). Huang et al. (2002), Wimmerset al. (2005) dan
Lin et al. (2006)

Hasil menunjukkan bahwa frekuensi gen Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan
Receptor Follicle Stimulating Hormone (rfFSH) pada sapi Madrasin secara berturut-turut alel
A dan B yang terdeteksi memiliki frekuensi 0,50 dan 0,50. Sedangkan pada gen rFSH alel C
adalah 0,50 dan alel G adalah 0,50 dengan frekuensi alel C sama besar dengan alel G.
Sebagai hasil dari penelitian menyimpulkan bahwa gen Follicle Stimulating Hormone (FSH)
dan Reseptor Follicle Stimulating Hormone (rFSH) kemungkinan tidak mengalami
perubahan atau polimorfisme pada sapi Madrasin dan informasi penelitian ini dapat
digunakan sebagai dasar untuk seleksi bibit unggul.

Key Words : Polimorfisme, MAS, Gen FSH 8-sub unit, Gen RFSH, PCR-RFLP

LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO



LAPORAN PENELITIAN

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

POLIMORFISME GEN GROWTH ...

BUDI UTOMO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PRAKATA

Berkat rakhmat Tuhan Yang Maha Esa, maka kegiatan penelitian
PUPT dengan judul : Polimorfisme Gen Growth Hormone (GH) dan FSH
B-Sub Unit Pada Anak Sapi Madura Hasil Inseminasi Buatan Dengan
Semen Limousin Sebagai Acuan Untuk Seleksi Genetik Bibit Unggul
dapat berjalan sesuai dengan rencara dan berlangsung dengan baik.

Kegiatan ini dilaksanakan mulai bulan awal April 2018,
pengambilan sampel darah sapi Madura di lakukan di lima tempat yang
ada di kabupaten Bangkalan. Pengerjaan PCR dan sekuensing DNA
dilakukan di Balai Besar Penelitian Veteriner Denpasar Bali.

Sampel darah diambil dan digunakan untuk analisis DNA yang
meliputi isolasi DNA, DNA amplifikasi dengan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR), dan Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) metode untuk menentukan genotip. Identifikasi polimorfisme gen
Hormon Pertumbuhan dan Receptor Hormon FSH dilakukan dengan
memecah fragmen DNA dari 313 bp untuk gen FSH dan 306 bp untuk
gen rFSH oleh enzim restriksi Alul. Dana dar1 program kegiatan ini
berasal dari DIPA DITLITABMAS. :

Ucapan terima kasih yang sebesar—besamya atas terselenggaranya
kegiatan penelitian ini disampaikan kepada :

1. Kemenristek Dikti

2. Direktur Penelitian dan Pengabdian Masyarakat
Kemenristekdikti
Rektor Universitas Airlangga
Ketua Lembaga Penelitian dan Inovasi Universitas Airlangga
Kepala Balai Besar Penelitian Veteriner Denpasar Bali
Semua fihak yang terlibat dalam kegiatan ini

Sk W

Surabaya, 2 Nopember 2018

Penyusun
Penelitian PUPT Unair 2018
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BAB 1
PENDAHULUAN

Latar Belakang

Sapi madura merupakan salah satu kekayaan plasma nutfah Indonesia. Beberapa
Undang—undang diberlakukan sebagai upaya untuk menjaga kemurniannya. Salah satu
peraturan tentang pelestarian sapi madura yang dikeluarkan sejak zaman kolonial Belanda
adalah staatsblad (lembaran negara) No. 226/1923, No. 57/1934, dan No. 115/1937. Pasca
kemerdekaan, pasal 13a Undang-undang No. 6/1967, telah menetapkan pokok-pokok
peternakan dan kesehatan hewan, sebagai upaya untukmempertahankan populasi, menjaga
bentuk, warna kulit, serta meningkatkan kualitas produksi sapi madura (Utoyo et al., 1996).

Sapi madura merupakan salah satu jenis sapi lokal Indonesia yang berkembang di pulau
Madura serta pulau-pulau sekitarnya. Secara morfologi, sapi madura memiliki karakter
hampir sama dengan 'sapi bali kecuali ukuran tubuh dan tanduknya yang lebih kecil. Warna
kulit pada sapi madura jantan dan betina lebih coklat dari sapi bali, kaki bagian bawah sampai
lutut (Rouse, 1972). Selain itu, sapi madura lebih tahan terhédap cuaca panas, efisien
terhadap makanan, memiliki kualitas daging yang baik, dan lebih resisten terhadap parasit
(Payne & Hodges, 1997).

Sapi Madura menjadi breed(bangsa) sapi potong lokal yang terbentuk sebagaiakibat
isolasi alam dan pengaruh lingkungan, sehingga mempunyai keseragaman karakteristik yang
menonjol diantara breed sapi potong lokal lainnya di Indonesia.Dengan kontribusi sifat-sifat
genetik sapi zebu sepertitoleran terhadap stres akibat iklim dan daya tahanterhadap serangan
caplak serta seleksi alam dan lingkungan yang ketat dalam kurun waktu yang lama, maka
sapi Madura menjadi bangsa sapi yang mempunyai daya adaptasi sangat tinggi
terhadaplingkungan. Disamping itu, sapi Madura mempunyai respon yang baik terhadap
perbaikan pakan serta tahan terhadap pakan dengan kandungan serat kasar tinggi (Soehadiji,
1993).

Eksploitasi sapi Madura melalui persilangan yang semakin luas dengan bangsa sapi
eksotik akan memberikan dampak perubahan sifat-sifat fenotip dan genetik. Persilangan
dilakukan oleh peternak guna memperoleh performen yang unggul terutama pada kecepatan
pertumbuhan berat badan dan daya reproduksinya.

1
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Oleh karenanya, studi genetik sapi madura yang telah disilangkan dengan bangsa
Limousin menjadi menarik untuk dilakukan guna melihat anak sapi yang dihasilkan
mempunyai kualitas yang baik dari segi pertumbuhan badan dan reproduksinya. Selanjutnya
hasil seleksi genetik akan dapat dijadikan acuan untuk memperoleh bibit unggul terutama
untuk sapi hasil silangan sapi madura dengan sapi yang diinseminas dengan semen limousin.

Kemajuan di bidang biologi molekuler memberikan kesempatan baru dalam usaha
mendeteksi terjadinya variasi genetik (polimorfisme) sebagai dasar peningkatan mutu genetik
dalam peternakan. Teknik molekuler yang potensial digunakan untuk mendeteksi variasi
tersebut antara lain: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified
Polymorphism DNA (RAPD), Double Strand Conformation Polymorphism (DSCP),dan
Marker-Assisted Selection (MAS) (Kennedy ef al., 1990). Dengan adanya teknologi yang
efektif dan akuratmelalui pemanfaatan diagnosa berdasarkan deoxyribonucleic acid (DNA),
akan sangat membantu program persilangan ternak (Rafalski dan Tingey, 1993). Penyediaan
peta genetik melalui metode DNA rekombinan, dapat membantu program persilangan ternak
melalui data-data molekuler yang didapat, yang mengatur sifat-sifat produksi (Hetzel, 1989).

Produk gen yang berupa hormon (bioregulator) akan mempengaruhi proses pengaturan
metabolismedan penampakan morfologi ternak. Variasi genetik (polimorfisme) pada lokus-
lokus gen khususnya yang mengkodekan hormon merupakan hal yang sangat penting, karena
variasi tersebut menentukan karakter genetik dari suatu populasi yang dapat membantu dalam
peningkatan mutu genetik dari populasi tersebut (Mitra ef al., 1995).

Hormon pertumbuhan sebagai salah satu produk gen berpengaruh besar dalam
pertumbuhan, laktasi dan perkembangan kelenjar susu pada sapi (Hoj er al., 1993a,b).
Polimorfisme pada gen yang mengkodekan dan mengatur hormon pertumbuhan sangat
potensial sebagai penanda genetik untuk sifat-sifat fenotip dengan produktivims yang bernilai
ekonomi tinggi.

Selain hormon pertumbuhan perlu dilakukan penelitian juga pada sisi reproduksinya,
untuk memperoleh gambaran polimorfisme hormon reproduksi pada anak sapi hasil silangan
dengan sapi Limousin. Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan hormon glikoprotein
yang dihasilkan oleh kelenjar pituitary, yang berfungsi mengatur reproduksi pada mamalia,
baik jantan maupun betina (Ulloa-Aguitre et al., 1995). Pada hewan betina berfungsi untuk
proliferasi dan pengembangan folikel sampai ovulasi (McGeedan Hsueh, 2000). Sedangkan
pada laki-laki, kombinasi antara FSH dan testosteron adalah hormon tropik yang mengatur
fungsi sel Sertoli, yang diperiukan untuk inisiasi dan pemeliharaan kualitas dan kuantitas

2
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persentase yang lebih rendah dari integritas akrosom pada semen segar dan beku, lebih
motilitas yang rendah pada semen beku Dai ez al., 2009). Huang ef al. (2002), Wimmerset al.
(2005) dan Lin et al. (2006)

Penelitian mengenai polimorfisme genetik Gen growth hormone (GH) dan FSH $-sub
unit belum banyak dilakukan pada anak sapi hasil silangan dengan sapi Limousin, untuk itu
menarik diteliti lebih dalam agar hasil yang didapatkan dapat dijadikan acuan untuk

memperoleh anakan sapi yang mempunyai kualitas performen dan daya reproduksi yang

baik.
3
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TINJAUAN PUSTAKA Ve —

2.1 Klasifikasi Sapi
Penggolongan sapi ke dalam suatu bangsa (breed) sapi, didasarkan atas sekumpulan

persamaan karakteristik tertentu yang sama. Atas dasar karakteristik tersebut, mereka dapat
dibedakan dari ternak lainnya meskipun masih dalam spesies yang sama. Karakteristik yang
dimiliki tersebut akan diturunkan ke generasi berikutnya. Menurut Blakely dan Bade (1992)
bangsa sapi mempunyai klasifikasi taksonomi sebagai berikut :

Phylum : Chordata

Subphylum : Vertebrata

Class : Mamalia

Sub class : Theria

Infra class : Eutheria

Ordo : Artiodactyla

Sub ordo : Ruminantia

Infra ordo : Pecora

Famili : Bovidae

Genus : Bos (cattle)

Spesies : Bos taurus(sapi Eropa)

Bos indicus (sapi India/sapi zebu)

2.2 Tinjauan Umum Sapi Madura

Pada awal domestikasi, sapi diternakkan manusia untuk dimanfaatkan tenaganya guna
membantu di bidang pertanian dan transportasi. Sapi juga digunakan masyarakat sebagai
perlambang status sosial dan komoditi perdagangan. Sebagai hewan ternak, sapi juga
dimanfaatkan sebagai sumber protein hewani.

Sapi domestik yang berkembang saat ini merupakan hasil domestikasi dari Bos
primigenius. Leluhur sapi tersebut punah + 2000 tahun yang lalu. Terdapat dua tipe utama
sapi domestik yang berasal dari B. Primigenius, yaitu jenis kelompok sapi taurin (B. faurus)
dan zebu (B. indicus). Zebu merupakan sapi berpunuk (humped) yang tersebar di Asia bagian
selatan dan Afrika. Jenis sapi zebu masuk ke wilayah Asia dibawa oleh pengembara Verdic

Aryan dari Irak menuju India. Berbeda dengan sapi zebu, sapi taurin merupakan sapi tanpa

4
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punuk (humpless) yang berkembang di wilayah Eropa, Asia Tengah, Afrika Barat dan
Amerika (Williamson & Payne, 1965; Payne & Wilson, 1999).

Keragaman sapi lokal Indonesia merupakan hasil persilangan dari sapi zebu, taurin dan
banteng (Rouse, 1972). Domestikasi banteng yang merupakan nenek moyang sapi bali telah
dimulai sejak sekitar 3500 SM (Lenstra & Bradley, 1999). Menurut Uggla (2008) sebagian
besar sapi lokal Indonesia berasal dari jenis sapi zebu dan sepertiganya berasal dari sapi bali.

Sapi zebu diperkirakan masuk ke Indonesia sekitar abad ke-2 M, bersamaan dengan
masuknya kebudayaan Hindu ke wilayah ini (Payne & Hodges, 1997). Pada masa penjajahan
Belanda, tahun 1806 — 1897 Kontrolir Rothenbuhler Surabaya melaporkan bahwa pedagang
ternak di Jawa Timur telah mendatangkan sapi pejantan zebu jenis Mysore, Ongol, Hissar,
Gujarat dan Gir dari India untuk dipersilangkan dengan sapi Jawa dan Madura. Tahun 1891 —
1921 di daerah Pasuruan Jawa Timur telah dilakukan usaha persilangan sapi Jawa dengan
sapi madura oleh kontrolir Van Andel. Program persilangan tersebut dihentikan karena
kurang memenuhi harapan para petani terhadap kerja ternak. Pada tahun 1957 dilakukan
perbaikan mutu genetik sapi madura dengan jalan menyilangkannya dengan sapi Red Danis
(Utoyo et al., 1996; Hardjosubroto, 2004).

Sapi madura merupakan salah satu jenis sapi lokal Indonesia yang berkembang di pulau
Madura serta pulau-pulau sekitarnya. Secara morfologi, sapi madura memiliki karakter
hampir sama dengan sapi bali kecuali ukuran tubuh dan tanduknya yang lebih kecil. Warna
kulit pada sapi madura jantan dan betina lebih coklat dari sapi bali, kaki bagian bawah sampai
lutut dan sebagian bokongnya berwarna putih (Rouse, 1972). Selain itu, sapi madura lebih
tahan terhadap cuaca panas, efisien terhadap makanan, memiliki kualitas daging yang baik,
dan lebih resisten terhadap parasit (Payne & Hodges, 1997).

Kepastian asal domestikasi sapi Madura hingga saat ini masih belum diketahui. Masih
terdapat perbedaan pada beberapa hasil penelitian mengenai asal usul sapi madura. Menurut
Rouse (1972) sapi madura merupakan persilangan antara jenis sapi zebu dan banteng atau
sapi bali. Litelatur lain menyatakan bahwa sapi madura merupakan hasil persilangan antara
sapi bali dan sapi jawa, dimana sapi jawa sendiri merupakan hibrid dari zebu, taurin, dan
banteng (Payne & Hodges, 1997). Penelitian Nijman ef al.(2003) dengan menggunakan
penanda mikrosatelit mengungkapkan bahwa sapi madura merupakan hasil persilangan antara
banteng dan zebu atau taurin dan zebu. Penelitian dengan penanda mtDNA yang telah
dilakukan oleh Uggla (2008) dan Firdhausi (2010) menunjukkan bahwa terdapat dua tipe
maternal origin sapi madura yaitu banteng dan zebu. Sedangkan dengan penanda gen SRY
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pada kromosom Y paternal sapi madura diperkirakan adalah banteng (Verkaar et al.,2003)
atau sapi taurin (Kusdiantoro et al., 2009).

Sapi madura merupakan sapi lokal yang dianggap sebagai salah satu kekayaan plasma
nutfah Indonesia. Beberapa Undang — undang diberlakukan sebagai upaya untuk menjaga
kemurniannya. Salah satu peraturan tentang pelestarian sapi madura yang dikeluarkan sejak
zaman kolonial Belanda adalah staatsblad (lembaran negara) No. 226/1923, No. 57/1934, dan
No. 115/1937. Pasca kemerdekaan, pasal’ 13a Undang-undang No. 6/1967, telah menetapkan
pokok-pokok peternakan dan kesehatan hewan, sebagai upaya untukmempertahankan
populasi, menjaga bentuk, warna kulit, serta meningkatkan kualitas produksi sapi madura
(Utoyo et al., 1996).

TR
R

Gambar 2.1 Sapi Madura
Sumber : Direktorat Jenderal Peternakan, (2012)

2.2 Keragaman Genetik

Genotipe hewan merupakan sebuah pendekatan yang berguna untuk menggambarkan
prinsip-prinsip genetika dan penerapan langsung dalam hal pewarisan sifat. Hukum Hardy-
Weinberg menyatakan bahwa frekuensi genotipe suatu populasi yang cukup besar akan selalu
dalam keadaan seimbang bila tidak ditemukan seleksi, migrasi, mutasi, dan generic drift.
Sifat-sifat ditemukan dalam keragaman genetik dalam spesies dan bangsa atau galur dalam
masing-masing spesies. Genetika dipandang dari segi populasi, terutama frekuensi gen

dengan efek yang diinginkan (Yuniarsih, dkk.,2011).
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Frekuensi gen merupakan istilah yang digunakan untuk menunjukkan proporsi dari
semua lokus untuk pasangan gen atau rangkaian alel ganda dalam suatu populasi. Frekuensi
gen dari perbedaan-perbedaan itu sangat beragam dari bangsa-bangsa dan antar galur.
Frekuensi gen yang timbul dipengaruhi oleh seleksi, mutasi gen, pencampuran dua populasi
yang frekuensi gen berbeda, silang dalam (inbreeding), silang luar (outbreeding) dan genetic
drift (Yuniarsih, dkk., 2011).

Eksperesi gen dapat mempengaruhi sifat yang muncul. Fenotipik yang muncul dapat
dipengaruhi oleh variasi gen pada arah dan besar respon terhadap perubahan lingkungan
(Noor, 2008). Fenotipik yang bersifat ekonomis merupakan sifat kuantitatif yang dikontrol
oleh banyak gen dan masing-masing gen memberikan sedikit kontribusi pada sifat tersebut
(Noor, 2008). Gen semacam ini disebut dengan gen mayor yang terletak pada lokus sifat
kuantitatif atau quantitative traits loci (QTL). Gen mayor yang dapat digunakan sebagai
kandidat dalam program Marker Assisted Selection (MAS) jika gen tersebut mempunyai
fungsi dan pengaruh biologis yang nyata terhadap sifat kuantitatif (Diyono, 2009).

2.3 Penanda DNA Terciri (Marker Assisted Selection)

Salah satu tahapan penting dalam pemuliaan ternak adalah seleksi terhadap keturunan
yang membawa sifat-sifat tertentu yang diinginkan. Pemanfaatan penanda molekular DNA
dalam proses seleksi ternak terbukti telah memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan
cara-cara konvensional. Penanda molekular DNA (marker genetik) yang sudah teridentifikasi
berassosiasi dengan QTL (Quantitative Trait Loci) yang bemilai ekonomis dapat digunakan
untuk meningkatkan akurasi, kecepatan dan intensitas seleksi (Van der Warf, 2000).

Pada pemuliaan ternak secara konvensional, seleksi terhadap keturunan yang
membawa gen tertentu dilakukan pada level fenotipik pada tiap-tiap generasi. Dari segi
pengaruh ekonomi dan waktu, seleksi terhadap ternak yang memiliki keunggulan genetik
berdasarkan sifat fisik yang dapat diamati secara langsung adalah sangat tidak efektif dan
efisien. Walaupun demikian, metode ini telah banyak digunakan terutama dalam kasus-kasus
tertentu seperti diagnosa untuk pembawa penyakit-penyakit genetik tertentu. Kebutuhan
untuk pemuliaan ternak telah mendorong perkembangan penanda genetik (Marker Assisted

Selection/MAS) (Nicholas, 1996).
Penggunaan Marker Assisted Selection (MAS) didasarkan pada gagasan bahwa

terdapat gen yang memegang peranan utama dan menjadi sasaran atau target secara spesifik
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dalam seleksi (Van der Warf, 2000). Beberapa sifat yang dikendalikan oleh gen tunggal
seperti warna bulu merupakan pola pewarisan sifat yang sederhana, namun beberapa sifat
utamanya sifat produksi yang kompleks (kuantitatif) dikontrol oleh banyak gen (polygenes)
(Nicholas, 1996; Noor, 2008). Gen-gen sifat kuantitatif yang memiliki pengaruh besar
merupakan gen-gen disebut sebagai gen utama (major gene) yang terletak pada lokus sifat
kuantitatif (QTL). Marker gen telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi ternak sapi
yang memiliki performa lebih bagus pada beberapa sifat komersil seperti kualitas daging
(keempukan) (Barendse, ef al., 2008).

Implementasi MAS yang dikombinasikan dengan teknologi reproduksi dalam industri
peternakan telah menguasai pasaran genetik dalam bisnis global. Hal ini telah memungkinkan
plasma nutfah dari suatu individu menghasilkan keturunan dalam jumlah besar untuk
kemudian dievaluasi secara genetik dalam berbagai manajemen dan lingkungan. Kombinasi
seleksi menggunakan Marker DNA Terciri (Marker Assisted Selection/MAS) dengan
teknologi reproduksi dapat memperpendek interval generasi sekitar 45-69 bulan pada sapi
(Bishop, et al., 1995) dan mempercepat genetik yang diinginkan pada ternak.

2.4 Kandidat Gen untuk Sifat Produksi

Strategi kandidat gen adalah salah satu teknik biologi molekuler untuk
mengidentifikasi variasi sifat genetik pada lokus spesifik dan assosiasi antara variasi pada
lokus sifat kuantitatif (Quatitatif Traits Loci/QTL) dengan sifat produksi pada ternak.
Beberapa kandidat gen telah diketahui berhubungan dengan pertumbuhan pada ternak, yaitu
:myostatin, insulin-like growth factor-1 (IGF-1), Pit-1, growth hormone dan growth hormone
receptor (GHR). Mutasi atau polimorfisme nukleotida tunggal (single nucleotide
polymorphisms/SNP) pada gen-gen tersebut akan mempengaruhi proses metobolisme dalam
tubuh ternak yang kemudian berpengaruh terhadap laju pertumbuhan pada ternak.

Hormon pertumbuhan (GH) berperan sebagai regulator utama metabolisme dan
pertumbuhan setelah kelahiran pada hewan menyusui dan mempengaruhi laju pertumbuhan,
komposisi tubuh, kesehatan, produksi susu, dan lama mengeram melalui modulasi banyak
gen termasuk insulin-like growth factor I (IGF-I) (Sumantran, et al., 1992; Ho dan Hoffman,
1993; Lincoln, et al., 1995). Beberapa peneliti melaporkan pengaruh yang signifikan dari gen
hormon pertumbuhan (GH) terhadap pertambahan bobot badan harian pada sapi. Genotipe
LL pada gen GH-Alul memberikan pertambahan bobot badan harian yang lebih tinggi dari
pada genotipe LV pada sapi persilangan antara Bos taurus dengan Bos indicus (Tambasco, et
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al., 2003) dan pada sapi Zebu (Rogério, et al., 2006). Polimorfisme gen hormon pertumbuhan
berhubungan dengan beberapa sifat produksi pada sapi seperti produksi dan kualitas susu
(Lagziel, et al. 1996), pertumbuhan (Rocha, ef al., 1992; Unanian, ef al., 2000) komposisi
dan kualitas karkas (Schiee, et al., 1994).

Growth hormone receptor (GHR) memediasi aktivitas biologi hormon pertumbuhan
pada sel target melalui transduksi myogenic-stimulating signal melewati membran sel dan
menginduksi beberapa gen termasuk IGF-1 (Rotwein, et al., 1994; Argetsinger dan Carter-
Su, 1996). Mutasi pada GHR gen dapat menyebabkan keterlambatan pertumbuhan pada
manusia dikenal sebagai GH resisten atau GH insensitif (Rosenbloom, et al., 1997). Oleh
karena itu, GH dan GHR gen adalah kandidat gen yang penting untuk mengidentifikasi
penanda genetik pertumbuhan, karkas, dan produksi susu pada ternak.

Growth hormone factor-1/pituitary-specific transcription factor Pit-1 gen juga
merupakan salah satu kandidat gen yang telah teruji sebagai sebagai marker genetik. Pit-1
merupakan suatu faktor transkripsi spesifik-pituitary yang bertanggung jawab terhadap
pengembangan pituitary dan ekspresi hormon pada mammalia (Cohen, ef al., 1997). Hal ini
menunjukkan adanya pengontrolan transkripsi terhadap hormon pertumbuhan, prolactin
(Nelson, et al., 1988; Mangalam, ef al.,1989), thyroid-stimulation hormon, f3- subunit
(Simmons, et al., 1990; Steinfelder, ef al., 1991), GHRH receptor gen (Lin, ef al., 1992), dan
Pit-1 gen itu sendiri (Rhodes, et al., 1993).

Beberapa peneliti telah melaporkan assosiasi antara polimorfisme gen Pit-1 dengan
sifat produksi pada ternak. Zhao, et al., (2004) melaporkan adanya hubungan yang signifikan
antara gen Pit-1E6/Hinf dengan berat lahir dan pertumbuhan pra-sapih pada sapi Angus. Pada
sapi Friesian Holstein, Pit-1 telah ditemukan berhubungan dengan komposisi dan berat badan
serta produksi susu (Renaville, ef al., 1997). Pada babi, Pit-1 telah ditemukan berhubungan
dengan berat lahir (Yu, ef al., 1995), berat sapih dan rata-rata pertambahan berat badan harian
(ADG) (Yu, et al., 1995).

Beberapa peneliti telah melaporkan korelasi antara konsentrasi IGF-I dengan berbagai
sifat kuantitatif, diantaranya adalah berat sapih, berat pasca-sapih (Davis dan Bioshop, 1994;
Davis dan Simmen, 1997), laju pertumbuhan pada babi (Buonomo, et al., 1987),
pertumbuhan janin pada domba (Gluckman, et al., 1983), ukuran tubuh, berat janin, total
berat placental, dan berat kelenjar susu pada tikus (Kroonsberg, ef al., 1989), dan dengan
pertumbuhan pada manusia (Merimee, ef al., 1982). Ge, et al., (2003) melaporkan pengaruh
yang signifikan gen IGF-I/SnaBI terhadap pertambahan bobot badan harian pada sapi Angus,
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dimana genotipe BB memberikan pertambahan bobot badan yang lebih tinggi pada masa
sapih dan lepas sapih dibandingkan genotipe AB maupun AA.

Leptin adalah regulator penting metabolisme energi, konsumsi pakan, pertumbuhan
adiposa dan sifat reproduksi pada sapi. Leptin juga terlibat dalam regulasi berat badan dan
dapat dijadikan sebagai salah satu penanda biologi terbaik untuk sifat kegemukan pada
binatang dan manusia (Oprzadek, et al., 2003; Miinzberg, et al., 2005). Beberapa penelitian
telah melaporkan assosiasi antara konsentrasi serum leptin dengan depot adipose karkas dan
karakteristik karkas pada sapi (Minton, ef al., 1998; Geary, et al., 2003). Polimorfisme gen
leptin dapat mempengaruhi pengaturan gen dan mempengaruhi pertambahan berat badan.
Beberapa mutasi pada sapi FH berassosiasi dengan produksi susu, konsumsi pakan dan

konsentras plasma leptin selama kehamilan (Liefers, ef al., 2005).

2.5 Gen Folicle Stimulating Hormone (FSH)

Strategi kandidat gen adalah teknik biologi molekular untuk mengidentifikasi variasi
sifat genetik pada lokus spesifik dan assosiasi antara variasi pada lokus sifat kuantitatif
(Quantitative Traits Loci/QTL) dengan cara biologi molekular. Salah satu kandidat gen
pertumbuhan yang dimaksud adalah gen GH dan FSH (Growth Hormone) (Rahim,
dkk.,2012).

Selain hormon pertumbuhan perlu dilakukan penelitian juga pada sisi reproduksinya,
untuk memperoleh gambaran polimorfisme hormon reproduksi pada anak sapi hasil silangan
dengan sapi Limousin. Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan hormon glikoprotein
yang dihasilkan oleh kelenjarpituitary, yang berfungsi mengatur reproduksi pada mamalia,
baik jantan maupun betina (Ulloa-Aguirre ef al., 1995). Pada hewan betina berfungsi untuk
proliferasi dan pengembangan folikel sampai ovulasi (McGeedan Hsueh, 2000). Sedangkan
pada laki-laki, kombinasiantara FSH dan testosteron adalah hormon tropik yang mengatur
fungsi sel Sertoli, yang diperlukan untuk inisiasi danpemeliharaan kualitas dan kuantitas
dispermatogenesis (Ohta et al., 2007).Hormon FSH terdiri dari o dan f-sub unit. B-sub unit
berperan dalam menentukan spesifisitas ikatan dengan reseptor (FSHR)(Fan dan
Hendrickson, 2005).Telah dilaporkan bahwa adanya mutasi ekson 3 gen FSH B-subUnit pada
sapi jantan diidentifikasi mempunyai konsentrasi semen segar yang lebih rendah, persentase
yang lebih rendah dari integritas akrosompada semen segar dan beku, lebih motilitas yang
rendah pada semen beku Dai ef al., 2009). Huang ef al. (2002), Wimmerset al. (2005) dan Lin
et al. (2006)
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Gen FSH dijadikan sebagai salah satu kandidat gen yang dapat digunakan sebagai
penanda genetik dalam program seleksi ternak dan juga merupakan kandidat gen dalam
pengaturan produksi susu, karkas, dan respon immun (Ge, ef al., 2003). Sekuens hormon gen
FSH pada kambing memiliki panjang 2544 pasang basa (pb) (Kioka, er al., 1989). Gen FSH
terbagi dalam sekuens nukleotida terdiri dari 5 exon dan 4 infron yang sama pada spesies
mamalia yang berbeda (Barta, et al, 2001). Keragaman FSH pada kambing lokal yang
diidentifikasi dengan metode Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
berhubungan dengan jumlah, jenis, dan frekuensi alel, heterozigositas serta frekuensi

genotipe.

2.6 Analisa Keragaman DNA dengan Teknik PCR-RFLP

Polymerase chain reaction (PCR) adalah suatu reaksi in vitro untuk menggandakan
molekul DNA pada target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang
berkomplemen dengan molekul DNA tersebut dengan enzim polymerase dan oligonukleotida
pendek sebagai primer dalam mesin termocycler. Primer merupakan oligonukleotida spesifik
yang menempel pada bagian sampel DNA yang akan diperbanyak. Enzim polymerase
merupakan enzim yang dapat mencetak urutan DNA baru (Williams, 2005). Beberapa faktor
seperti konsetrasi DNA, ukuran panjang primer, komposisi basa primer, konsentrasi ion Mg,
dan suhu hibridasi primer harus dikontrol dengan hati-hati agar dapat diperoleh pita-pita
DNA yang utuh dan baik (Suryanto, 2003).

Proses yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama, yaitu tahap
pradenaturasi, tahap kedua yang terdiri dari 35 siklus yang masing-masing siklus terdiri dari
denaturasi (pemisahan untai ganda DNA), penempelan (annealing), ekstensi awal molekul
DNA, dan tahap terakhir adalah ekstensi akhir. Produk PCR dapat langsﬁng divisualisasikan
melalui proses elektroforesis dan dapat digunakan untuk analisa lebih lanjut (Muladno,
2002).

Elektroforesis merupakan metode standar untuk memisahkan dan mengidentifikasi
fragmen DNA sesuai dengan ukurannya. Prinsip dasarnya adalah jika molekul DNA yang
bermuatan negatif ditempatkan pada penghantar listrik (buffer), molekul akan bergerak
menuju muatan positif. Molekul DNA yang bermuatan kecil akan bergerak cepat daripada
yang berukuran besar. Ukuran fragmen DNA hasil elektroforesis dapat diketahui dengan
menggunakan penanda ukuran (marker) yang salah satunya didapat dari lambda yang telah
dipotong oleh enzim restriksi (Muladno, 2001).
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Menurut Suryanto (2003), PCR-RFLP digunakan untuk melihat polimorfisme dalam genom
organisme dengan menggunakan suatu enzim pemotong tertentu (enzim restriksi), karena
sifatnya spesifik, maka enzim ini akan memotong situs tertentu yang dikenali oleh enzim ini.
Situs enzim pemotong dari genom suatu kelompok organisme yang kemudian berubah karena
mutasi atau berpindah karena genetic rearrangement dapat menyebabkan situs tersebut tidak
lagi dikenali oleh enzim atau enzim restriksi akan memotong daerah lain yang berbeda.
Proses ini menyebabkan terbentuknya fragmen-fragmen DNA yang ukurannya berbeda dari
satu organisme ke organisme lainnya. Polimorfisme ini selanjutnya digunakan untuk
membuat pohon filogeni kekerabatan kelompok. RFLP ditentukan ketika amplikon dipotong
dengan enzim Alu I, Rsa I, Taq I dan Hinf I (Jain, 2004).

13
LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO

|




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
r BILIK
FERPUSTAKAAN
‘ WHIVERSITAS AIRLANGSG
BAB 3 i SEURABRAYA

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui polimorfisme gen FSH f-sub unit yang
dijadikan acuan untuk memperoleh bibit unggul baik dari segi pertumbuhan badan dan daya
reproduksinya.

3.2. Manfaat Penelitian

1. Dapat memberi informasi polimorfime gen FSH f-sub unitpada anak sapi Madura hasil

inseminasi buatan dengan semen sapi Limousin .

2. Karakteristik sumber daya genetik anak sapi Madura hasil inseminasi buatan dengan
semen sapi Limousin sebagai acuan untuk memperoleh bibit unggul baik dari segi

pertumbuhan badan dan daya reproduksinya.

3.3. Luaran

Penelitian ini diharapkan dapat dipublikasikan pada Jurnal Iimiah Internasional,

14
LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA & T
| MILI?

i FERPUSTAKAAN
UHEIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA

BAB 4 - e
METODE PENELITIAN
4.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada tahun 2018, bertempat di Balai Besar Veteriner
Denpasar Bali.
4.2 Materi Penelitian

Materi utama penelitian ini adalah DNA Genom yang diperoleh dari darah anak sapi
madura hasil inseminasi buatan dengan semen Limousin sebanyak 14 sampel darah. DNA
genom kemudian diekstraksi dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi QIAamp Mini spin
column untuk mendegradasi dinding sel dan mendegradasi protein dan lemak. Sampel DNA

kemudian siap dilanjutkan untuk reaksi PCR.

4.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain : Kit DNA Ekstraksi, venoject, tabung vakuttainer,
centrifuge, alat pendingin, tabung eppendorf besar kecil, gel agarose, mikropipet, tip, rak
tabung, elektroforesis, autoclave, timbangan, sarung tangan.

Bahan utama yaitu sampel DNA yang diambil dari darah utuh (whole blood) anak
sapi madura hasil inseminasi buatan dengan semen Limousin yang berasal dari Kabupaten
Bangkalan madura dengan jumlah 14 sampel. Bahan-bahan pendukung antara lain : Primer
FSH B- sub unit, Enzim restriksi HaellLEnzim restriksiPsfl,Bahan Ekstraksi DNA
(Proteinase K, Ethanol Absolut, Buffer Lysis, Wash buffer A&B), Bahan PCR (dNTP mix,
Enzim Taq DNA polymerase), Bahan Elektroforesis (Triss Base, asam borat, agarose, Na2

EDTA, Ethidium bromide, Marker DNA, DNA Loading dye), tissue dan plastik mika.

4.4 Metode Penelitian
4.4.1 Koleksi Sampel Darah
Sampel darah diperoleh dari Kabupaten Bangkalan. Pengambilan sampel darah

dilakukan dengan mengumpulkan sekitar 5 ml sampel darah dari sapi melalui vena Jjugularis

dengan menggunakan venojet dan tabung vacuttainer dengan EDTA dan kemudian disimpan

pada suhu 4°C.
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4.4.2 Ekstraksi DNA

DNA diisolasi dan dimurnikan dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi QIAamp
Mini spin column dengan mengikuti protokol ekstraksi yang disediakan. Sebanyak 200 pl
sampel darah dilisiskan dengan menambahkan 200 ul larutan lysis buffer dan 20 pl proteinase
K (10 mg/ml), campuran kemudian diinkubasi pada suhu 56°C selama 60 menit didalam
waterbath shaker. Setelah inkubasi larutan kemudian ditambahkan 200 pl ethanol absolute
96% dan disentrifugasi 8.000 x g selama 1 menit.

Pemurnian DNA dilakukan dengan metode spin column dengan penambahan 500 pl
larutan pencuci wash buffer 1 yang kemudian dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 8.000 x g
selama 1 menit. Setelah supernatannya dibuang, DNA kemudian dicuci lagi dengan 500 pl
wash buffer 11 dan disentrifugasi pada 14.000 x g selama 3 menit. Setelah supernatan
dibuang, DNA kemudian dilarutkan dalam 200 pl elution buffer dan disetrifugasi pada 8.000
x g untuk selanjutnya DNA hasil ekstraksi ditampung dan disimpan pada suhu -200C.

4.4.3Teknik PCR-RFLP

Komposisi reaksi PCR dikondisikan pada volume reaksi 25 ul yang terdiri atas 100 ng
DNA, 0.25 mM masing-masing primer, 150 uM dNTP, 2.5 mM Mg2+, 0.5 Taq DNA
polymerase dan 1x buffer. Kondisi mesin PCR dimulai dengan denaturasi awal pada suhu
94°C x 2 menit, diikuti dengan 35 siklus berikutnya masing-masing denaturasi 94°C x 45
detik, dengan suhu annealing: 65 °C x 30 detik (GH), yang dilanjutkan dengan satu siklus
ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit dengan menggunakan GeneAmp PCR System
2400 ThermoCycler (Perkin Elmer),untuk primer FSH B-sub unit anealling 60°C. Produk
PCR kemudian di elektroforesis pada gel agarose 1,5% dengan buffer 1x TBE (89 mM Tris,
89 mM asam borat, 2 mM Na2EDTA) yang mengandung 100 ng/ml ethidium bromide.
Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (gel documentation system). Alel ditentukan
dengan cara menginterpretasi pita (band) yang berbentuk paling jauh migrasinya ke kutub
anoda sebagai alel 1, alel 2, dan seterusnya.

Produk PCR yang diperoleh dari masing-masing gen target kemudian dianalisis
menggunakan RFLP melalui pemotongan menggunakan enzim restriksi yang memiliki situs
pemotongan pada gen FSH f-sub unit|/Pst/. Sebanyak 4 ul DNA produk PCR ditambahkan
0,5 pl, selanjutnya dilakukan inkubasi selama 17 jam pada suhu 37°C.
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Tabel 3.1 Primer yang digunakan untuk mengamplifikasi daerah Gen FSH

Target | Nama Primer Urutan Basa Lokasi | Produk PCR(bp)
FSH B- F 5’-CTTCCAGACTACTGTAACTCATC3’
sub unit R 5’-GTAGGCAGCTCAAAGCATCCG-3* { Exon3 313 bp
R 5’- GTCGTCACTGCGCATGTTTG-3’

4.4.4 Sekuensing

Penentuan runutan nukleotida gen FSH B-sub unitdilakukan dengan cara sekuensing
DNA yaitu tahapan akhir untuk memperoleh data urutan nukleotida dari fragmen hasil
perbanyakan PCR -RFLP. Pita-pita DNA yang sudah terektriksi pada gel agarose sebagai
produk PCR- RFLP dijadikan sebagai cetakan dalam reaksi sekuensing dengan menggunakan

primer forward dan reverse seperti pada saat amplifikasi.

4.4.5Analisa Data

Keragaman genotipe tiap-tiap individu dapat ditentukan dari pita-pita DNA gen yang
ditemukan. Masing-masing sampel dibandingkan berdasarkan ukuran (marker) yang sama
dan dihitung frekuensi alelnya. Frekuensi alel bisa dihitung dengan menggunakan rumus Nei
dan Kumar (2000). Analisis data hasil sekuensing menggunakan software UGENE 1.21.0.
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HASIL PENELITIAN DAN LUARAN YANG DICAPAI

5.1. Hasil PCR Gen FSH
Dari 14 sample darah sapi madrasin dilakukan PCR untuk mendeteksi adanya gen
FSH, hasil dari PCR menunjukan adanya 14 band gen FSH dengan menggunakan primer gen

FSH. Hasil positif ditunjukan dengan gambar 5.1. sebagai berikut.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Gambar 5.1. Hasil elektroforesis PCR dengan primer gen FSH sapi Madrasin. Lajur M : Marker,
Lajur 1-14 merupakan hasil elektroforesis gen FSH sapi madrasin dengan panjang 313bp.

Amplifikasi ruas gen FSH sub-unit beta berhasil sepanjang 313 bp menggunakan
sepasang primer sesuai dengan hasil penelitian Dai er al. (2009). Kondisi PCR yang
digunakan pada mesin thermocycler, menggunakan suhu denaturasi awal 94°C selama 5
menit, denaturasi 94°C, penempelan primer atau annealing 63°C selama 45 detik,
penempelan DNA baru pada suhu 72°C selama 1 menit, dan suhu 72°C pemanjangan akhir
selama 5 menit.

Hasil PCR dari gen FSH sapi madrasin menunjukan band sepanjang 313 bp, hal ini

sesuai dengan band yang ada di pustaka genom (Genbank Nomor Akses J00008 ; BALOGH

et al., 2009).
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FSH sendiri merupakan kandidat hormon yang berperan mengatur reproduksi, dan
menumbuh kembangkan folikel (Ge et al., 2003). Gen FSH menjadi salah satu hal penting
dalam mengatur kesuburan atau fertilitas pada ternak yang bernilai ekonomis tinggi, sehingga

gen FSH menjadi kandidat gen dalam program Marked Asissted Selection (MAS) pada sapi.

5.2 Hasil PCR RFLP Gen FSH dengan Enzim Alul
Setelah terdeteksi adanya gen FSH pada sapi madrasin menggunakan metode PCR,

selanjutnya dilakukan RFLP atau pemotongan DNA gen FSH dengan menggunakan enzim
retriksi Alul (5°-AG | CT — 3’). Hasil dari RFLP adalah 14 sample gen FSH terbagi menjadi
3 band, yaitu 255 bp, 230 bp, dan 150 bp. Hasil RFLP gen FSH sapi madrasin dapat dilihat

pada gambar 5.2. sebagai berikut.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB AB

Gambar 5.2. Hasil elektroforesis dari PCR-RFLP menggunakan enzim retriksi Alul gen FSH sapi
Madrasin. Lajur M : Marker, Lajur 1-14 ( 255 bp, 237 bp, 150bp).

Amplifikasi gen FSH sapi madrasin menggunakan metode PCR diketahui
memiliki panjang 313 bp, yang akan dilanjutkan dengan pemotongan situs gen FSH sapi
madrasin menggunakan enzim retriksi Alul. Berdasarkan hasil RFLP produk PCR
sepanjang 255bp, 237bp, dan 150bp menghasilkan 2 alel yaitu A dan B, sedangkan pada

sapi madura hanya dapat ditemukan 1 alel yaitu alel B.
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Enzim retriksi dapat mengenali gen FSH pada tempat pemotongan, hal ini
disebabkan sekuen DNA pada tempat pemotongan tidak mengalami mutasi. Alel A dan

B sendiri ditunjukan dengan panjang fragmen (150 bp, 237 bp, dan 255 bp).
5.3. Frekuensi Genotip dan Alel Gen FSH

Tabel 5.3. Frekuensi genotip dan alel gen FSH pada sapi Madrasin (genotype and allele frequencies
of Madrasin cattle). Keterangan AA, AB dan BB = genotip homozigot, A dan B = Alel

Bangsa (breed) N | Frekuensi genotip (genotype frequency) Frekuensi alel (allele frequency)
AA AB BB A B

Madrasin 14 { 0,00 1,00 { 0,00 0,50 0,50

Madura 10 { 0,00 0,00 1,00 | 1,00 0,00

Hasil analisis ruas gen rFSH alul menunjukkan bahwa frekuensi alel A sama dengan
frekuensi alel B, Frekuensi alel A dan B pada sapi Madrasin secara berturut - turut sebesar
0,50 dan 0,50 (tabel 5.1) sedangkan Frekuensi genotipe AB dan BB sebesar 1,00 dan 0,00.
Berdasarkan perbedaan tersebut diduga tidak terjadi perubahan frekuensi alel dan genotipe

antara sapi madura dengan sapi madrasin akibat perkawinan silang dengan sapi Limousin.

5.4. Hasil PCR Gen rFSH

Hasil amplifikasi dari darah sapi 14 ekor Sapi Madrasin di Kabupaten Bangkalan
yang dilakukan dengan metode PCR, menghasilkan 14 pita sampel DNA yang positif dengan
menggunakan primer gen rFSH. Hasil positif visualisasi dari elektroforesis dapat dilihat

dalam Gambar 5.4
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

G e WP GNP WED S G GNP GENP GEI WS GNP WP WD — 306bp

Gambar 5.4. Hasil elektroforesis PCR dengan primer gen FSH sapi Madrasin. Lajur M :
Marker, Lajur 1-14 merupakan hasil elektroforesis gen FSH sapi madrasin dengan panjang
306bp.

Hasil PCR RFLP Gen FSH Reseptor pada Sapi Bali Metode PCR-RFLP dengan
enzim PSt1 sebesar 306 bp. Kondisi mesin thermocyler pada amplifikasi gen FSH reseptor
adalah denaturasi awal 94°C selama 5 menit, denaturasi 94°C selama 45 detik, suhu
annealing 60°C selama 45 detik, suhu pemanjangan DNA baru 72°C selama 5 menit.

Berdasarkan hasil amplikasi darah dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
di lanjutkan dengan pembacaan elektroforesis didapatkan hasil sampel positif. Gen rFSH
yang terdapat pada seluruh sampel darah sapi Madrasin dapat terdeteksi oleh PCR dengan

panjang produk hasil amplifikasi ruas gen rFSH adalah 306 bp yang terletak pada ekson 10.

Limousin yang sebelumnya dilakukan oleh (Ishak, 2012).

Tingkat keberhasilan amplifikasi gen rFSH dalam penelitian ini adalah 100%. Hasil
amplifikasi ruas gen rFSH di visualisasikan pada gel agarose 1,5% yang disajikan pada
(Gambar 5.4). Suhu dan lama waktu annealing juga menentukan tingkat spesifitas hasil
amplifikasi dan penyebab faktor lainnya yang berperan dalam menentukan keberhasilan
amplifikasi adalah kualitas atau tingkat kemurnian DNA yang digunakan sebagai DNA

template (Misrianti dkk, 2011).
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Hasil pemeriksaan amplifikasi dengan produk Polymerase Chain Reaction (PCR)
yang diperoleh kemudian didigesti dengan enzim restriksi A/ul, mendapatkan hasil pita
dengan panjang 243 bp dan 193 bp pada sapi Madrasin. Hasil elektroforesis pada proses

PCR-RFLP sampel darah sapi Madrasin dapat di lihat pada Gambar 4.4.

5.5. Hasil PCR-RFLP Gen rFSH

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

—» 243 bp

—» 193 bp

G CG CG € CG CG CG C¢G CG "cG CG CG CG CG

Berdasarkan hasil perlakuan menggunakan PRC-RFLP ruas gen rFSH yang
diamplifikasi terdapat dua situs pemotongan Alul yang dikenal dengan dua genotipe
yaitu GG tervisualisasi pada 1 pita (243bp) dan CC tervisualisasi pada 2 pita (243bp dan
193bp) ditandai dengan terpotongnya fragmen 306 bp menjadi dua bagian sepanjang 243
bp dan 193 bp. Fragmen gen rFSH yang memiliki situs pemotongan enzim Aiu/ akan
mengindikasikan bahwa tidak terjadi mutasi namun jika tidak terdapat situs pemotongan
yang ditunjukkan dengan tidak adanya pemotongan oleh enzim Alul maka dapat
dinyatakan bahwa terjadi mutasi pada situs fragmen tFSH tersebut (Zulkarnaim, 2010).
Keragaman pada ruas gen rFSH Alul diduga karena adanya mutasi atau perubahan basa
tersebut menyebabkan berubahnya asam amino serine menjadi glicine. Perubahan
tersebut menyebabkan situs pemotong tidak dikenali oleh enzim Alul, sehingga

menghasilkan fragmen sepanjang 193 bp yang dikenal dengan alel G (Ge et al., 2000; Di
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dua macam fragmen yang terpotong yaitu genotipe CG yang ditunjukkan fragmen
sepanjang 243 bp dan 193 bp dan fragmen yang terpotong menjadi satu pita disebut

genotip CG.

5.6. Frekuensi Genotip dan Alel Gen rFSH

Tabel 5.6. Frekuensi genotip dan alel gen rFSH pada sapi Madrasin (gerotype and allele frequencies
of Madrasin cattle). Keterangan CC, CG dan GG = genotip homozigot, C dan G = Alel

Bangsa (breed) N | Frekuensi genotip (genotype frequency) Frekuensi alel (allele frequency)
Madrasin 14 | 0,00 1,00 0,00 0,50 0,50
Madura 10 | 0,00 0,00 1,00 1,00 0,00

Hasil analisis ruas gen rFSH alul menunjukkan bahwa frekuensi alel C sama dengan
frekuensi alel G, Frekuensi alel C dan G pada sapi Madrasin secara berturut - turut sebesar
0,50 dan 0,50 (tabel 5.2) sedangkan Frekuensi genotipe CG dan GG sebesar 1,00 dan 0,00.
Berdasarkan perbedaan tersebut diduga tidak terjadi perubahan frekuensi alel dan genotipe

antara sapi madura dengan sapi madrasin akibat perkawinan silang dengan sapi Limousin.

Luaran yang dicapai :
1. Jurnal Iternasional terindeks scopus (sudah terbit) > Bukti Pada Lampiran 1

2. Jurnal Internasional bereputasi (sudah terbit) > Bukti Pada Lampiran 2

|
i
i
\
|
|
|
|
\
CcC CG GG C G
3. Didaftarkan pada HAKI-> Bukti Pada Lampiran 3
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KESIMPULAN

6.1. Kesimpulan

Penelitian mengenai gen Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan Receptor Follicle
Stimulating Hormone (rFSH) pada sapi Madrasin (persilangan madura dan limousin) dapat
diambil kesimpulan sebagai berikut:

1. Amplifikasi dari 14 ekor Sapi Madrasin menunjukkan gen FSH mempunyai panjang
pita 313 bp dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR).

2. Amplifikasi dari 14 ekor Sapi Madrasin menunjukkan gen FSH mendapatkan
panjang fragmen 313 bp dan gen rFSH mendapatkan panjang fragmen 306 bp dengan
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR).

3. Hasil Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(PCR-RFLP) yang memotong fragmen gen FSH hasil PCR sepanjang 313 bp menjadi
255 bp, 237 bp, dan 150 bp.

4. Hasil elektroforesis gen tFSH pada proses Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) sampel darah sapi Madrasin yang
diperoleh dari amplifikasi produk Polymerase Chain Reaction (PCR) mendapatkan

hasil pita dengan panjang 243 bp dan 193 bp pada sapi Madrasin.

6.2. Saran
Penelitian mengenai gen FSH dan Receptor FSH (rFSH) masih memerlukan
pemeriksaan dan penelitian pendukung sehingga informasi yang di dapat akan lebih akurat.
Saran yang diberikan adalah:
1. Setelah didapatkan data mengenai profil FSH dan Receptor FSH sapi madrasin

alangkah lebih baiknya dilakukan penelitian selanjutnya tentang sekuensing gen FSH
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dan gen rFSH sapi madrasin agar dapat megetahui perubahan urutan basa nukleotida
pada DNA sapi Madrasin.

2. Setelah didapatkan data mengenai profil FSH dan Receptor FSH sapi madrasin
alangkah lebih baiknya dilakukan penelitian selanjutnya tentang profil gen LH dan

gen rLH sapi madrasin.
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Abstract

Research on genetic polymorphism of growth hormone (GH) and receptor growth hormone (rGH) has not been done in
crossbred of Limousin cattle, so it is interesting to be examined. Blood samples were taken from 14 Madura calves were
artificially inseminated with Limousin cement. DNA amplification is done by using Polymerase Chain Reaction (PCR)
method, Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) method to determine the genotype. DNA sequencing was done to
determine nucleotide sequences of GH unit genes. The results showed that identification of GH and rGH gene polymorphisms
was done by breaking DNA fragments from 432 and 298 bp in Madura and Limousin cattle (Madrasin) ie, L and V alleles
have a frequency of 0.67 and 0.33 for the GH gene, respectively. This proves that the crossed-breeding of Madrasin have V
allele that is not owned by the Madura cattle. While in the 1GH gene, the A allele is 0.92 and the G allele is 0.08, with the
frequency of the A allele larger than the G allele. This research coricluded: that GH and rGH undergo changes on
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Introduction

Madura cattle is one of Indonesia's germplasm wealth.
Several laws enacted in an effort to maintain its purity and
set out the main points of animal husbandry and animal
health, in an effort to maintain the population, shape, colour
of the skin, and improve the quality of Madura cattle
production.

Madura cattle is one type of local Indonesian cattle that
grow on the island of Madura and surrounding islands.
Morphologically, Madura cattle have almost the same
characteristics as Balinese cattle except for their smaller
body size and horns. The skin colour of male and female
Madura cattle is browner than Bali cattle, lower legs to
knees (1). In addition, Madura cattle are more resistant to
hot weather, efficient to food, have good meat quality, and
more resistant to parasites (2).

Madura cattle become a local breed of beef cattle that is
formed as a result of natural isolation and environmental
influences, so it has a uniformity characteristic that stands
out among other local beef breeds in Indonesia. With the
contribution of genetic characteristics of zebu cattle such as
tolerance to stress due to climate, resistance to tick attack,
strict natural, and environmental selection a long time,
Madura cattle become a cattle breed that has a very high
adaptability to the environment. In addition, Madura cattle
have a good response to the improvement of feed and
resistance to feed with high crude fiber content (3).

The exploitation of Madurese cattle through an
increasingly widespread crossing with exotic cattle will
have the effect of changing phenotypic and genetic traits.
Crosses are done by breeders to obtain superior
performance especially for weight growth and reproductive
power.

Therefore, genetic studies of Madura cattle that have
been crossed with Limousin breed become interesting to do
in order to sce the calves produced have a good quality in
terms of body growth and reproduction. Furthermore, the
results of the genetic selection will be used as a reference
for obtaining superior calves from Madura cattle that are
inseminated with limousin cement. .

Advances in the field of molecular biology provide new
opportunities in an attempt to detect the occurrence of
genetic variation (polymorphism) as a basis for improving
genetic quality in farms. Potential molecular techniques
used to detect variations include Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified
Polymorphism DNA (RAPD), Double Strand Conformation
Polymorphism (DSCP), and Marker-Assisted Selection
(MAS). With effective and accurate technology through the
use of diagnostics based on deoxyribonucleic acid (DNA),
it will greatly assist cattle crossing programs. Provision of
genetic maps through recombinant DNA methods can assist

LAPORAN PENELITIAN

cattle crossing programs through obtained molecular data,
which regulate the properties of production (4).

Gene products in the form of hormones will affect the
regulatory process of metabolism and appearance of
(bioregulators) livestock morphology. Genetic variation
(polymorphism) in gene loci especially that encodes
hormone is very important because it determines the
genetic character of a population that can assist in
improving the genetic quality (5).

Growth hormone is one of the gene products which has
a major effect on the growth, lactation and development of
mammary glands in cattle (6). Polymorphisms in genes-that
encode and regulate growth hormone are very potential as
genetic markers for phenotypic properties with high
economic value productivity.

In addition, the research needs to be done to show the
importance the growth hormone on the reproductive side,
and to obtain a picture of polymorphism of reproductive
hormone in calves from cattle with Limousin cattle.
Research on genetic polymorphism of growth hormone
(GH) gene has not been done in crossbred calves from
Limousin cattle, so it is interesting to be investigated deeper
so that the results obtained can be used as a reference for
obtaining cattle breeds that have a good quality of

~ performance and power reproduction.
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- Follicle Stimulating Hormone (FSH) is a glycoprotein
hormone produced by the pituitary gland, which functions
to regulate reproduction in mammals, both male and female
(7). In females, it functions for the proliferation and
development of follicles until ovulation (8). While in males,
the combination of FSH and testosterone is a tropical
hormone that regulates Sertoli cell function, which is
necessary for initiation and maintenance of spermatozoa
quality and quantity (9). FSH hormones consist of a and [3-
sub units. B-sub units play a role in determining the
specificity of bonding with receptors (FSHR) (10). It has
been reported that the presence of exon 3 mutations of the
FSH p-sub-unit genes in bulls were identified to have lower
fresh cement concentrations, a lower percentage of
acrosome integrity on fresh and frozen cement, more low
motility in frozen semen (11). Research on genetic
polymorphism of growth hormone (GH) and B-sub-unit
genes has not been done in crossbred calves from Limousin
cattle, so it is interesting to obtained can be used as a
reference for obtaining a cattle breeds that have a good
performance and power reproduction.

Materials and metheds

Research materials

The main material of this research is DNA Genome
which obtained from the blood of Madura’s calves from
Limousin cement artificial insemination with 14 blood
samples. Genomic DNA was then extracted using 2 DNA

BUDI UTOMO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Iragi Journal of Veterinary Sciences, Vol. 32, No. 1, 2018 (11 3-118)

Extraction QIAamp Mini spin column Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc. Invitrogen) to degrade the cell walls,
proteins, and fats. The DNA samples were then ready for
PCR reactions. The primer used to amplify GH gene (Table

1).

Materials and equipments

The main ingredient is DNA samples taken from the
whole blood of Madura calves from Limousin cement
artificial insemination from Bangkalan, Madura District
with ten samples. Supporting materials include: Primer (GH
gene Primer), Haelll Restriction enzyme, Pstl restriction

Table 1: The Primer Used to Amplify GH Gene

enzyme, DNA Extraction Materials (K Proteinase, Absolute
Ethanol, Lysis Buffer, A & B Wash buffer), PCR materials
(ANTP mix, Tag DNA polymerase enzyme),
Electrophoresis Materials (Triss Base, boric acid, agarose,
Na2 EDTA, Ethidium bromide, DNA Marker, DNA
Loading dye), tissue and mica plastics.

Collection of blood samples

Madura cattles and Limousine cattle crossbred calves
the sample 5 ml of blood collected from jugular vein by
using venojet and vacutainer tube with EDTA and then kept
at4 C.

Name Base Sequens Primer Location PCR Product (bp)
F 5’-AGAATCAGGCCCAGCAGAAATC-3’ Exon 3 and 4
R 5°- GTCGTCACTGCGCATGTTTG-3’ 329 bp
DNA extraction primer with anealing at 60°C. The PCR product was then

The DNA was isolated and purified using a QIAamp
Mini spin column extraction DNA kit following the
provided extraction protocol. A total of 200 pl blood
samples were lysed by adding 200 pl lysis buffer solution
and 20 ul K proteinase (10 mg/ml), the mixture was then
incubated at 56°C for 60 minutes in the waterbath shaker.
After incubation, the solution was then added 200 ui
absolute ethanol (96%) and centrifuged 8000 x g for 1 min.

DNA purification was done by spin column method
with the addition of 500 pl wash buffer I' then continued
with centrifugation at 8000 x g for 1 minute. After the
supernatant was removed, the DNA was then washed again
with 500 pul wash buffer Il and centrifuged at 14,000 x g for
3-min. After the supernatant was removed, the DNA was
then dissolved in 200 pl elution buffer and sterilized at
8000 x g for further extraction of DNA to be stored and
stored at -20°C.

PCR-RFLP technique

The PCR reaction composition was conditioned on 25
pl reaction volume comprising 100 ng of DNA, 0.25 mM
each primer, 150 pM dNTP, 2.5 mM Mg2 +, 0.5 Taqg DNA
polymerase and 1x buffer. The condition of the PCR
machine begins with the initial denaturation at 94°C x 2
minutes, followed by 35 subsequent cycles with each
denaturation at 94°C x 45 seconds, with annealing
temperature: 65°C x 30sec (GH), followed by one end
extension cycle at temperature 72°C for 5 minutes using
GeneAmp PCR System 2400 Thermocycler (Perkin Elmer,
Madison,Wisconsin, United States), for FSH f-sub unit
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electrophoresed on a 1.5% agarose gel with 1 x TBE buffer
(89 mM Tris, 89 mM boric acid, 2 mM Na2EDTA)
containing 100 ng/ml ethidium bromide. Then visualized on
UV transilluminator {gel documentation system). The allele
is determined by interpreting the bands that are most
migratory to the anode pole as allele 1, allele 2, and so on.

The PCR products obtained from each of the target
genes were then analyzed using RFLP by cutting using
restriction enzymes having cutting sites in the HaHII gene
and the FSH B-Pstl gene. A total of 4 ul DNA PCR product
added 0.5 pl, then incubated for 17 hours at 37°C.

Sequencing

The determination of nucleotide sequences of GH
(Growth Hormone) and rGH (receptor Growth Hormone)
unit genes was done by DNA sequencing that is the final
step to obtain data of nucleotide sequence from fragment
result of PCR-RFLP propagation. The DNA bands that
already restricted on an agarose gel as PCR-RFLP products
serve as a mould in the sequencing reaction by using
forward and reverse primers as in the time of amplification.

Data analysis

The diversity of individual genotypes can be determined
from the DNA bands of the gene found. Each sample was
compared to the same size (marker) and calculated the
frequency of the allele. The frequency of alleles can be
calculated using the Nei and Kumar formulas (12).
Sequencing data analysis using UGENE 1.21.0 software.
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Table 2: Genotype and allele frequencies of Madrasin
cattle. LL, LV, and VV = homozygot genotype, L and V =
Allele

Genotype Frequency  Allele Frequency
Breed N —77TvVww L v
Madrasin 14 0,928 0,017 0,00 0,96 0,075
Madura 10 1,00 000 000 1,00 0,00

Table 3: Genotype and allele frequencies of Madrasin
cattle. AA, AG and GG = homozygot genotype, A aud G =
Allele

Genotype Frequency  Allele Frequency
Breed N —O™AG GG A G
Madrasin 14 0,857 0,142 0,000 0,925 0,075
Limousin 21 0,238 0,095 0,667 0,286 0,714
Resuts
The PCR result of GH gene

PCR of 14 Madrasincattle’s blood samples was
performed to detect the presence of the Growth Hormone
(GH) gene, the result of PCR showing 14 gene band GH
using GH gene primers. Positive results are shown in
Figure 1.

30456 7 8 910112 1B3H

M1 2

Figure 1: The PCR result of GH genes of Madrasin cattle.
Lane M: Marker, Lanes 1-14 is the electrophoresis result of
GH genes of Madrasin cattle with 432 bp.

The PCR result of rGH gene

The result of amplification of 14 Madrasin cattle in
Bangkalan District conducted by PCR method resulted in
14 positive DNA samples using the tGH gene primers. The
positive visualization results of electrophoresis can be seen
in Figure 2.
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2 3 456 7 8 9101112134

M1

Figure 2: The electrophoresis result of PCR of Madrasin
cattle’s blood. M= DNA Marker. 1-14 = DNA Samples,
lanes 1-14: PCR products (298 bp).

The PCR-RFLP result of GH gene.

After detecting the presence of the GH gene in
Madrasin cattle using the PCR method, the RFLP or GH
DNA gene cutting was performed using the Alul retrieval
enzyme (5°-AG | CT-3"). Results of RFLP were 14 GH
gene samples divided into 4 bands, ie (60 bp, 100 bp, 150
bp, and 300 bp). The result of RFLP of Madrasin cattle GH
gene can be seen in Figure 3.

M123 4567 831001 R1BY

L] L] O R e

s e <k B

ILILILIVIDIL IL LI ILILIL L IL

Figure 3: The electrophoresis result of PCR-RFLP using
Alul restriction enzyme of Madrasin cattle’s GH gene. Lane
M: Marker, Lanes 1-3 and 5-14 LL genotype (60 bp, 100
bp, and 300 bp), Lane 4 LV genotype (60 bp, 100 bp, 150
bp, and 300 bp).

The PCR-RFLP result of rGH gene

The result of amplification test with PCR product
obtained was then digested with Alul restriction enzyme,
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obtaining band yield of 167 bp and 81 bp in Madrasin
cattle. The electrophoresis results in the process of PCR-
RFLP of Madrasin cattle’s blood sample can be seen in
Figure 4.

M123 4567899100 121B3Y

AR AAAA AA AK AA AA AAMAAG AAMAAA AG

Figure 4. The electrophoresis result of PCR-RFLP using
Alul restriction enzyme of Madrasin cattle’s rGH gene. M
=DNA Marker, AA and AG = Homozygot Genotype. 1-14
= DNA Samples, lanes 1-9 and 11-13 AA genotype (167 bp
and 81 bp), lane 10 and 14 AG genotype (298 bp, 167 bp,
81 bp). :

Discusion

PCR of GH

The PCR results of the Madrasin cattle’s GH gene
showed a 432 bp band, this corresponds to the bands in the
genome library GH itself is a hormone candidate that plays
a role regulating milk production, carcass and immune
system (13). The GH gene is one of the most important
things in managing the properties of high-value livestock so
that the GH gene who Marked Assisted Selection (MAS)
program in cows. GH gene plays a role in regulating
postpartum growth, tissue, muscle, bone, adipose tissue
development, mammary gland growth, lactation,
reproduction, metabolism of carbohydrate, protein, and
body fat. The GH gene requires a receptor in its expression
mechanism to a network mediated by the rGH gene or
growth hormone receptor (14).

PCR of rGH

Based on the results of blood amplification by PCR
method, continued with electrophoresis readings obtained
positive sample results. The rGH genes found in all of
Madrasin cattle’s blood samples can be detected by PCR
with a length of product amplified by the rGH gene
segment of 298 bp located in exon 10. The results of this
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research are similar to those identified by the genetic
diversity of rGH genes in Limousin cattle previously
performed by Zutkarnaim (15).

The success rate of rGH gene amplification in this
research was 100%. The amplification results of the rGH
gene segment were visualized on a 1.5% agarose gel
presented (Figure 3.2). The temperature and duration of the
annealing also determine the degree of amplification
specificity and the cause of other factors that play a role in
determining the success of amplification is the quality or
purity of DNA used as template DNA.

RFLP of GH

Amplification of Madrasin cattle’s GH gene using PCR
method is known to have 432 bp length, which will be
followed by cutting of Madrasin gene site using Alul
restricition enzyme. Based on RFLP result, PCR product
along 432 bp produce 2 allele that is L and V, whereas in
Madura cattle can only be found 1 allele that is L allele.

Restrictive enzymes can recognize the GH gene at the
cutting site, this is because the DNA sequence at the cutting
site is not mutated. The triplet codon thus formed is CTG
which encodes the Leusin allele (L) (16). L allele itself is
shown with fragment length (60 bp, 100 bp, and 300 bp).

The diversity of the Madrasin cattle’s GH gene is
indicated by the ‘presence of V allele resulting from the
presence of a mutation or change of base causing the
change of serine amino acid (C) to glycine (G) so that the
Madrasin cattle’s GH gene cutting phase changes from
AGTC to AGGT. As a result of this change is formed
codon triplet GTG that encode the valine amino acid (V)
(17). V allele itself is shown with fragment length 60 bp,
100 bp, 150 bp and 300 bp.

Genotype frequency and GH gene allele

According to the Volkandn’s rescarch (18), the
frequency of genotypes and the L allele of Madura cattle
were 1.00 and 1.00 respectively. Whereas in Madrasin
cattle got the frequency of genotype and allele respectively
participate 0,928 and 0,96. Based on these differences
allegedly occurring changes in ailele and genotype
frequencies between Madura cattle with Madrasin cattle
due to cross-breeding with Limousin cattle.

This is in accordance with Rachman’s research (19),
which found the genotype of Limousin cattle’s frozen
cement used in artificial insemination in Larangan sub-
district, Pamekasan District. Successively detected L and V
alleles have frequencies of 0.67 and 0.33 and 0.82 and 0.18
respectively. This proves that Limousin cattle have a V
allele that is not owned by Madura cattle.

RFLP of rGH

Based on the results of aeatment using PRC-RFLP of
the amplified tGH gene segment there are two Alul cutting
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sites known as allele A and allele G, allele A is marked by
truncation of 298 bp fragments into two parts along 167 bp
and 81 bp. The fragment of the rGH gene that has an Alul
enzyme cutting site will indicate that no mutation occurs
but if no cutting site is indicated in the absence of a cutting
by the Alul enzyme, it can be stated that there is 2 mutation
in the rGH fragment site.

The diversity in the Alul rGH gene segment is thought
to be due to the mutation or alteration of the base causing
the change of serine amino acids to glycine. The change
causes the cutting site not to be recognized by the Alul
enzyme, resulting in an 81 bp fragment known as the G
allele (13,20). Results of genotyping on Madrasin cattle’s
segment of the rGH gene resulted in two fragments that
were cut off, ie AAgenotype, which showed fragments
along 81 bp and 167 bp and fragments that were cut into
one band called AG genotype which showed fragment
along 81 bp at (Figure 3.4).

The results of this research differ from the results of
previous research conducted by Zulkarnaim (15), that is
cutting the fragment of tGH gene in Limousin cattle yield
three genotypes namely AA, GG, AG, AA genotype is
shown as fragments along 167 bp, 81 bp and 50 bp, and
genotype AG is shown as fragments along 167 bp, 131 bp,
81 bp and 50 bp.

Frequency of genotype and rGH gene allele

The result of the analysis of the rGH alul gene segment
showed that the frequency of the allele A was 86% higher
than the frequency of the allele G, the A and G allele
frequencies in Madrasin cattle were 0.92 and 0.08,
respectively (Table 3), while the AA and AG genotype
were 0.85 and 0.14. The results of this research differed
greatly from previous results of Limousin cattle which had
A and G frequency in Limousin cattle respectively of 0.286
and 0.174, while AA and AG genotype were 0.238 and
0.095. That Madrasin cattle have different Alel and
Genotype with Limousin cattle.

In conclusion, the GH and rGH undergo changes on
polymorphisms in Madrasin cattle and this research
information can be used in selection.
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Abatract

The aim of this study was estimyte of
polymorphisms located in the FSH § sub unite and
the receptor Follicle Stinmlating Hormooe (FSHR).
Fouteen blood samples were collected from
Madura cattle results of Artificial Insemmation
with Limousin Cattle called “Madrasin” catile
which lived in Bangkalan Madurz Island The
DNA was extracted following standard methods.
The purified DNA was subjected to PCR-RFLP
tecimiques to deutify polymorphisms of the FSH §
sub umite and the receptor Follicle Stimmlsting
Hormooe (FSHR) gepes i “Madrasim” cattle
ecotypes. The Polymerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Lenght Polvmorphism (PCR-~
RFLP) amplified fragments of FSH § sub unite
(313 bp) were disgested with restriction enzymes
Pstl resulting in 255 bp. 237 bp and 150 bp
fragments, that produced 2 allelic is A and B. The
allelic A and B frequencies for FSH P sub unite of
“Madrasin” cattle is 0,50 and 0,50. While, The
Folymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP)
amplified fagments of FSHR (306 bp) were
disgested with restriction enzymes 4l resulting
become two homozizote genotypes, there are GG
in the 243 bp, CC in the 243 bp and 193 bp. So the
conchision of this research was that FSH and FSHR.
genes pot changed.

Key words. Pobymorphisym, A4S, FSH p-sub
umite, FSHR, PCR-RFLP

1. Imtroduction
Madura cattle are one of the local Indonesizp cattie

that develops on the Zland of Madurm and
surounding  islmds.  Momphologially, Madura
cattle have almost the ssme charactaristics a5 Bsli

cattle except therr smaller body size and hom. Skin
color in male and fernale Madwra cows is more
wown than Bali cattle, lower legs to knees (Rouse,
JE, 1972). In addition, Madura cattle are miore
Tesistant to bot weather, food-efficient, have good
mest quality, and more resistant 1o parssites (Peyne
and Hodges, 1997).

Exploitatios of Madura csttle though wider
crossing with exotic cattle will have a chapge in
phenotypic and genetic traits. Crosses are carried
out by fumers to obtain supesior performance,
especially at the speed of growth in body weight
and reproductive power. Madrasin cattle have
exterior charscteristics that resemble Madurs and
Limowsin  cattle or a2 combination of the
characteristics of the two cattles. Growth and
Performance of Madrasin cattle is a combination of
Madura and Limousio cattle (Vokandari, e al.
2013).

Progress in the field of moleculzr biology provides
oew opportunities i the effort to detect the
occurrence of gepetic variations (polymorphism) as
ahs&ﬁrmmuggenatmumymhvem

Length Polymorphistn (RFLP). With the existence
of efiective and acaurate technology through the
us? of diagnoses based on deoxyribonucleic acid
(DNA), it will preatly sssist the breeding program
of cattle. Provision of gemetic maps thwough
recombinant DNA methods can help breeding
programs through molecular data obfained,
which regulates the characteristics of production
(Hetzel, D.J.S. 1989).
Gene products in the form of hormones
(bioregulator) will affact the protess of regulsting
metabolism and appearance of  livestock
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Abstract

The aim of this study was estimate of
polymorphisms located in the FSH B sub unite and
the receptor Follicle Stimulating Hormone (FSHR).
Fourteen blood samples were collected from
Madura cattle results of Artificial Insemination
with Limousin Cattle called “Madrasin” cattle
which lived in Bangkalan, Madura Island. The
DNA was extracted following standard methods.
The purified DNA was subjected to PCR-RFLP
techniques to identify polymorphisms of the FSH
sub unite and the receptor Follicle Stimulating
Hormone (FSHR) genes in “Madrasin” cattle
ecotypes. The Polymerase Chain Reaction —
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-
RFLP) amplified fragments of FSH B sub unite
(313 bp) were disgested with restriction enzymes
Pstl resulting in 255 bp, 237 bp and 150 bp
fragments, that produced 2 allelic is A and B. The
allelic A and B frequencies for FSH B sub unite of
“Madrasin” cattle is 0,50 and 0,50. While, The
Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP)
amplified fragments of FSHR (306 bp) were
disgested with restriction enzymes Alul resulting
become two homozigote genotypes, there are GG
in the 243 bp, CC in the 243 bp and 193 bp. So the
conclusion of this research was that FSH and FSHR
genes not changed.

Key words: Polymorphisym, MAS, FSH p-sub
unite, FSHR, PCR-RFLP

1. Introduction

Madura cattle are one of the local Indonesian cattie
that develops on the island of Madura and
surrounding islands. Morphologically, Madura
cattle have almost the same characteristics as Bali
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cattle except their smaller body size and horn. Skin
color in male and female Madura cows is more
brown than Bali cattle, lower legs to knees (Rouse,
J.E, 1972). In addition, Madura cattle are more
resistant to hot weather, food-efficient, have good
meat quality, and more resistant to parasites (Payne
and Hodges, 1997).

Exploitation of Madura cattle through wider
crossing with exotic cattle will have a change in
phenotypic and genetic traits. Crosses are carried
out by farmers to obtain superior performance,
especially at the speed of growth in body weight
and reproductive power. Madrasin cattle have
exterior characteristics that resemble Madura and
Limousin cattle or a combination of the
characteristics of the two cattles. Growth and
Performance of Madrasin cattle is a combination of
Madura and Limousin cattle (Volkandari, et al.
2013).

Progress in the field of molecular biology provides
new opportunities in the effort to detect the
occurrence of genetic variations (polymorphism) as
a basis for improving genetic quality in livestock.
Molecular techniques that are potentially used to
detect these variations are Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP). With the existence
of effective and accurate technology through the
use of diagnoses based on deoxyribonucleic acid
(DNA), it will greatly assist the breeding program
of cattle. Provision of genetic maps through
recombinant DNA methods can help breeding
programs through molecular data obtained,
which regulates the characteristics of production
(Hetzel, D.1.S. 1989).

Gene products in the form of hormones
(bioregulator) will affect the process of regulating
metabolism and appearance of livestock
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morphology. Growth hormone as one of the gene
products has a major effect on growth, lactation
and development of mammary glands in cattle
(Hoj, et al. 1993a, b). In addition to growth
hormones, it is also necessary to do research on the
reproductive side, to obtain a picture of
reproductive hormone polymorphism in cross-bred
calves with Limousin cattle. Follicle Stimulating
Hormone (FSH) is a glycoprotein hormone
produced by the pituitary gland, which functions to
regulate reproduction in mammals, both male and
female (Grigorova, et al. 2007). The FSH gene is
one of the important things in regulating the
properties of cattle that have high economic value,
so the FSH gene can be a candidate gene in the
Marked Asissted Selection (MAS) program in
cattle. )

The FSH hormone consists of a and $-sub units. -
sub units play a role in determining the specificity
of bonds with receptors (FSHR) {(Fan and
Hendrickson, 2005). FSH receptors are needed by
FSH in the ovary to start and maintain follicular
development by binding to specific receptors (FSH
Receptor) on the surface of granulosa cells. The
FSHR gene has an important role in ovarian
stimulation and its physiological knowledge can be
used to predict differences in FSHR function and
ovarian response to FSH.

Therefore, genetic studies of madura cows that
have been crossed with the Limousins are
interesting to do to see the calves produced have
good quality in terms of their body and
reproductive growth, especially to be used as a
reference as superior seeds.

2. Material and Methods

Research Materials

The-main ingredients are DNA samples taken from
whole blood of Madura cattle from artificial
insemination with Limousin cement from
Bangkalan, Madura, Indonesia with a total of 14
samples. Supporting materials include: Primary
FSH {$-subunits, primary receptor FSH, Haelll
Restriction Enzymes, Restriction Enzymes, DNA
Extraction Materials (Proteinase K, Absolute
Ethanol, Buffer Lysis, Wash Buffers A & B), PCR
Materials (ANTP mix, Tagq DNA polymerase
enzymes) , Electrophoresis (Triss Base, boric acid,
agarose, Na2 EDTA, Ethidium bromide, DNA
Markers, DNA Loading dye), tissue and plastic
mica.

Research Equipments

The tools used include: DNA Extraction Kit,
venoject, vakuttainer tube, centrifuge, cooling
device, small large eppendorf tube, agarose gel,
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micropipette, tip, tube rack, electrophoresis,

autoclave, scales, gloves.

Collection of Blood Samples

Blood samples were obtained from Bangkalan,
Madura, Indonesia. Blood sampling was carried out
by collecting about 5 ml of blood samples from
cattle through the jugular vein using venojet and
vacuttainer tubes with EDTA and then stored at
4°C.

Tabel 1. Primers were used to amplify the FSH §-

sub-unit and FSHR Gen
Targe | Na Primer A
t me n
FSH | F 5 C’I'I‘CCAGACTz;\CTGTAA
f-sub : CTCATC:3 6
unit R 5S"GTAGGCAGTCAAAGCAT | 3
CCG*3
FsH | F 5'CTGCCTCCCTCAAGGTG
Rece - : CCCCTC*3 6
ptor R STAGTTCTTGGTCAAATGT | 0
CTTAGGGGG*3
Ket : An = annealing temperature, (Dai, et al.
2009).
DNA Extraction

DNA was isolated and purified using the QlAamp
Mini spin column DNA Extraction Kit by
following the extraction protocol provided. A total
of 200 pl of blood samples were lysed by adding
200 ul of lysis buffer solution and 20 pl of
proteinase K (10 mg / ml), the mixture was then
incubated at 560C for 60 minutes in a waterbath
shaker. After incubation the solution is then added
200 pl of absolute ethanol 96% and centrifuged
8,000 x g for 1 minute.

DNA purification is done by spin column method
with the addition of 500 pl of wash buffer I
washing solution which is then followed by
centrifugation at 8,000 x g for 1 minute. After the
supernatant is removed, DNA is then washed again
with 500 ul of wash buffer II and centrifuged at
14,000 x g for 3 minutes. After the supernatant is
removed, the DNA is then dissolved in 200 ul of
elution buffer and centrifuged at 8,000 x g for the
extracted DNA to be stored and stored at -20 ° C.

PCR-RFLP Technique

The composition of the PCR reaction was
conditioned on a reaction volume of 25 ul
consisting of 100 ng of DNA, 0.25 mM of each
primer, 150 uM dNTP, 2.5 mM Mg2", 0.5 Taq
DNA polymerase and 1x buffer. The PCR engine
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conditions began with initial denaturation at 94°C x
2 minutes, followed by 35 subsequent cycles of
94°C x 45 seconds denaturation, with annealing
temperature: 63°C x 45 seconds (FSH) and 60°C x
45 seconds (FSHR), followed by one final
extension cycle at 72°C for 5 minutes using
GeneAmp PCR System 2400 ThermoCycler
(Perkin Elmer). PCR products were then
electrophoresed on 1.5% agarose gel with 1x TBE
buffer (89 mM Tris, 89 mM boric acid, 2 mM
Na2EDTA) containing 100 ng / ml ethidium
bromide. Then visualized in the UV transiluminator
(gel documentation system). Alleles are determined
by interpreting bands in the most remote form of
migration to the anode pole as 1 allele, 2 alleles,
etc.

The PCR products obtained from each target gene
were then analyzed using RFLP through cuiting
using restriction enzymes which had cutting sites
on the FSH f-subunit gene | PstI and Alul for the
FSHR gene. Total of 4 ul of PCR product DNA
was added 0.5 pl, then incubated for 17 hours at
37°C. ’

Sequencing

Determination of nucleotide sequences of the FSH-
sub-unit and FSHR genes was carried out by DNA
sequencing, which was the final step to obtain the
nucleotide sequence data from fragments resuling
from the PCR -RFLP multiplication. DNA bands
that have been extracted on agarose gel as PCR-
RFLP product are used as molds in sequencing
reactions using forward and reverse primers such as
during amplification.

Data Analysis

The diversity of genotypes of each individual can
be determined from the DNA bands of genes
found. Each sample is compared based on the same
marker and the allele frequency is calculated. The
frequency of alleles can be calculated using the
formula Nei and Kumar (2000). Analysis of
sequencing data using UGENE 1.21.0 software.

3. Results and Discussion

The PCR Result of FSH Gene

From 14 Madrasin cattle blood samples PCR was
carried out to detect the presence of FSH gene, the
results of PCR showed that there were 14 bands of
FSH gene using the FSH gene primer. Positive
results are shown in Figure 1. as follows.
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Figure 1. Results of PCR electrophoresis with the
primary Madrasin cattle FSH gene. Lane
M: Marker, Lane 1-14 is the result of
electrophoresis of Madrasin cattle FSH
gene with a length of 313bp.

The amplification of the FSH beta sub-unit gene
segment was successful for 313 bp using a pair of
primers according to the results of (Dai, et al.
2009). The condition of PCR used in thermocycler
machines, uses an initial denaturation temperature
of 94°C for 5 minutes, denaturation of 94°C,
primary or annealing attachment of 63°C for 45
seconds, attachment of new DNA at 72°C for 1
minute, and a temperature of 72°C final elongation
for 5 minutes. PCR results from Madrasin cattle
FSH gene showed a band of 313 bp, this is in
accordance with the band in the genome library
(Genbank Access Number J00008; Balogh, et al.
2008).

Folicel Stimulating Hormone (FSH) is a hormone
derived from basophil cells in anterior pituitary
which is very instrumental in the process of
reproduction. FSH itself is a hormone candidate
that plays a role in regulating reproduction, and
growing follicles (Ge, et al. 2003). FSH gene
becomes one of the important things in regulating
fertility or fertility in livestock with high economic
value, so that the FSH gene becomes a candidate
gene in the Marked Asissted Selection (MAS)
program in cattle.

The PCR-RFLP Results of FSH Gene
The results of the RFLP were 14 FSH gene samples
divided into 3 bands, namely 255 bp, 237 bp, and
150 bp. The RFLP resukts of Madrasin cattle FSH
gene can be seen in Figure 2. as follows.

[E R R LY

Lt o IS S B N T 6 N
T .

P g

Ad Ad XH A Ad AR AR AR AR Aad Al Ak AH 4B

Figure 2. Electrophoresis resuits of PCR-RFLP
FSH gene Madrasin cattle using Pst/
enzyme restriction. Lane M: Marker,
Lane 1-14 (255 bp, 237 bp, 150bp).
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Amplification of Madrasin cattle FSH gene using
PCR method is known to have a length of 313 bp,
which will be continued by cutting the site of
Madrasin cattle FSH gene using Alul retention
enizyme. Based on the RFLP results, 255bp, 237bp,
and 150bp PCR products produced 2 alleles,
namely A and B, whereas in Madura cattle, only 1
allele, allele B. The restriction enzyme can
recognize the FSH gene at the site of cutting, this is
because the DNA sequence at the cutting site does
not undergo mutation. The A and B alleles
themselves are indicated by the length of the
fragment (150 bp, 237 bp, and 255 bp).

Frekuensi Genotipe and Alel of FSH
Gene
Table 2. Genotype frequency and alleles FSH gene

in Madrasin cattle (genotype and aliele frequencies
of Madrasin cattle). Description AA, AB and BB =

heterozyggfligenotypes, A and B = alieles

Frekuensi genotip Frekuensi

Bangsa N |  (genotype alel (allele

(breed) Srequency) [requency)
AB A

AA BB B

Madrasin | 14 | 0,00 [ 1,00 [ 0,00 | 0,50 | 0,50

Madura | 10 | 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00

Analysis results showed that allele A frequency
was the same as B allele frequency, the frequency
of A and B alleles in Madrasin cattles were 0.50
and 0.50 respectively (table 2) while the frequency
of genotypes AB and BB were 1, 00 and 0.00.
Based on these differences, it was suspected that
there was no change in allele frequency and
genotype between Madura cattles and Madrasin
catties due to crossbreeding with Limousin cattle.

The PCR Results of FSHR Gene

The results of amplification of 14 Madrasin Cattle
blood in Bangkalan, Madura, Indonesia were
carried out by PCR method, resulting in 14 positive
DNA samples using the FSHR gene primer. The
positive results of visualization of electrophoresis
can be seen in Figure 3.

[

ALy

L)

Figure 3. PCR electrophoresis results with the
primary Madrasin cattle FSHR gene.
Lane M: Marker, Lane 1-14 is the result
of electrophoresis of Madrasin cattle
FSHR gene with a length of 306bp.
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The PCR resulits of FSH receptor gene in Madrasin
cattle with Alul enzyme is 306 bp. The condition of
the thermocyler machine on the FSH receptor gene
amplification is 94°C initial denaturation for 5
minutes, 94°C denaturation for 45 seconds,
annealing temperature of 60°C for 45 seconds, a
new DNA elongation temperature of 72°C for 5
minutes.

Based on the results of blood amplication using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) method, it was
continued by electrophoresis reading with positive
samples. The FSHR gene found in all Madrasin
cattle blood samples can be detected by PCR with
the product length of the FSHR gene amplification
is 306 bp which is located on exon 10 (Ishak,
2013). The temperature and duration of the
annealing also determine the level of specificity of
the amplification results and other factors that play
a role in determining the success of amplification
are the quality or level of DNA purity used as DNA
templates.

The FSHR gene has an important role in ovarian
stimulation and its physiological knowledge can be
used to predict differences in FSHR function and
ovarian response to FSH. Simoni, et al. 1999
reported that changes in DNA sequences could
influence FSHR gene activation and they also
showed that genotypes play an important role in
ovarian physiology. The follicle that stimulates the
hormone begins and maintains follicular
development by binding to its specific receptors on
the surface of granulosa cells in the ovary (Simoni,
et al. 1999; Dierich, et al.1998). This binding
allows activation of the follicular stimulation
hormone coding gene (Simoni, ef al. 1999). The
importance of identifying DNA polymorphisms lies
in their relationship to productive and reproductive
genotypes (Allan, et al. 2007; Tambasco, et al
2000).

The PCR-RFLP of FSHR Gene

. A A M W W S G e v v owe SO

Figure 4. Electrophoresis results of PCR-RFLP
FSHR gene Madrasin cattle using Alul/
enzyme restriction. Lane M: Marker,
Lane 1-14 (243 bp and 193 bp).

Based on the results of the treatment using the
PRC-RFLP the amplified FSHR gene segment
contained Aful enzyme are two cutting sites known
as two genotypes, namely GG visualized on 1 band
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(243bp) and visualized CC on 2 bands (243bp and
193bp) marked with a 306 bp fragment cut into two
parts along 243 bp and 193 bp. The fragment of the
FSHR gene which has an 4/ul enzyme cutting site
will indicate that there is no mutation but if there is
no cutting site which is indicated by the absence of
cutting by the Alul enzyme it can be stated that
there is a mutation in the FSHR fragment site
(Nawal, et al. 2016).

Diversity in the Alul FSHR gene segment is
thought to be due to mutations or changes in bases
causing changes in serine amino acids to glicine.
These changes cause the cutting site not to be
recognized by the Alul enzyme, resulting in a 193
bp fragment known as the G allele (Ge, et al.
2003). Genotyping results in Madrasin cattle FSHR
gene segment produced two types of truncated
fragments namely CG genotype which was shown
as 243 bp and 193 bp fragments and fragments cut
into one band were called CG genotypes.

The characterization of the allelic variability of the
FSHR gene in different cattle breeds allows taking
advantage of heterozygosis and selecting
individuals that are carriers of specific alleles in
loci of reproductive importance. The FSHR gene
has an important role in ovarian stimulation and the
knowledge of its physiology can be used to predict
differences in the function of the FSHR and the
ovarian response to FSH (Nawal, et al. 2016).

Frekuensi Genotipe and Alel of FSHR

Gene

Table 3. Genotype and allele frequencies of the
FSHR gene in Madrasin cattle (genotype
and allele frequencies of Madrasin
cattle). Description of CC, CG and GG =
heterozygous genotypes, C and G =

alleles
Frekuensi genotip | Frekuensi
Bangsa N (genotype alel (allele
brecd) frequency) | frequency)
CG C
CcC GG G
Madrasin | 14 { 0,00 | 1,00 | 0,00 | 0,50 | 0,50
Madura | 10| 0,00 | 0,00 | 1,00 | 1,00 | 0,00

The results of A/u/ FSHR gene analysis showed
that the C allele frequency was the same as the G
allele frequency, the frequency of C and G alleles
in Madrasin cattles were 0.50 and 0.50 respectively
(table 3) while the CG and GG genotypes were 1,
00 and 0.00. Based on these differences, it was
suspected that there was no change in allele
frequency and genotype between Madura cattles
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and Madrasin cattles due to crossbreeding with
Limousin cattle.

4. Conclusion
Therefore, it can be concluded that the isolates in
this research that that FSH and FSHR genes not

changed.
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Polimorfisme Gen Growth Hormone (GH) dan FSH g-Sub Unit Pada Anak Sapi
Madura Hasil Inseminasi Buatan Dengan Semen Limousin Sebagai Acuan Untuk
. Seleksi Genetik Bibit Unggul

Bidang Teknik Invensi
Invensi ini bertujuan untuk mengetahui polimorfisme gen FSH B-sub unit yang
dijadikan acuan untuk memperoleh bibit unggul baik dari segi pertumbuhan badan dan daya
reproduksinya.

Latar Belakang Invensi

Sapi madura merupakan salah satu kekayaan plasma nutfah Indonesia. Beberapa
Undang-undang diberlakukan sebagai upaya untuk menjaga kemurniannya. Salah satu
peraturan tentang pelestarian sapi madura yang dikeluarkan sejak zaman kolonial Belanda
adalah staatsblad (lembaran negara) No. 226/1923, No. 57/1934, dan No. 115/1937. Pasca
kemerdekaan, pasal 13a Undang-undang No. 6/1967, telah menetapkan pokok-pokok
peternakan dan kesehatan hewan, sebagai upaya untukmempertahankan populasi, menjaga
bentuk, warna kulit, serta meningkatkan kualitas produksi sapi madura (Utoyo ef al., 1996).

Sapi madura merupakan salah satu jenis sapi lokal Indonesia yang berkembang di pulau

Madura serta pulau-pulau sekitarnya. Secara morfologi, sapi madura memiliki karakter
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hampir sama dengan sapi bali kecuali ukuran tubuh dan tanduknya yang lebih kecil. Warna
kulit pada sapi madura jantan dan betina lebih coklat dari sapi bali, kaki bagian bawah sampai
lutut (Rouse, 1972). Selain itu, sapi madura lebih tahan terhadap cuaca panas, efisien
terhadap makanan, memiliki kualitas daging yang baik, dan lebih resisten terhadap parasit
(Payne & Hodges, 1997).

Sapi Madura menjadi breed(bangsa) sapi potong lokal yang terbentuk sebagaiakibat
isolasi alam dan pengaruh lingkungan, sehingga mempunyai keseragaman karakteristik yang
menonjol diantara breed sapi potong lokal lainnya di Indonesia.Dengan kontribusi sifat-sifat
genetik sapi zebu sepertitoleran terhadap stres akibat iklim dan daya tahanterhadap serangan
caplak serta seleksi alam dan lingkungan yang ketat dalam kurun waktu yang lama, maka
sapi Madura menjadi bangsa sapi yang mempunyai daya adaptasi sangat tinggi
terhadaplingkungan. Disamping itu, sapi Madura mempunyai respon yang baik terhadap
perbaikan pakan serta tahan terhadap pakan dengan kandungan serat kasar tinggi (Soehadji,
1993).

Eksploitasi sapi Madura melalui persilangan yang semakin luas dengan bangsa sapi
eksotik akan memberikan dampak perubahan sifat-sifat fenotip dan genetik. Persilangan
dilakukan oleh peternak guna memperoleh performen yang unggul terutama pada kecepatan
pertumbuhan berat badan dan daya reproduksinya.

Oleh karenanya, studi genetik sapi madura yang telah disilangkan dengan bangsa
Limousin menjadi menarik untuk dilakukan guna melihat anak sapi yang dihasilkan
mempunyai kualitas yang baik dari segi pertumbuhan badan dan reproduksinya. Selanjutnya
hasil seleksi genetik akan dapat dijadikan acuan untuk memperoleh bibit unggul terutama
untuk sapi hasil silangan sapi madura dengan sapi yang diinseminas dengan semen limousin.

Kemajuan di bidang biologi molekuler memberikan kesempatan baru dalam usaha
mendeteksi terjadinya variasi genetik (polimorfisme) sebagai dasar peningkatan mutu genetik
dalam peternakan. Teknik molekuler yang potensial digunakan untuk mendeteksi variasi
tersebut antara lain: Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Random Amplified
Polymorphism DNA (RAPD), Double Strand Conformation Polymorphism (DSCP),dan
Marker-Assisted Selection (MAS) (Kennedy er al., 1990). Dengan adanya teknologi yang
efektif dan akuratmelalui pemanfaatan diagnosa berdasarkan deoxyribonucleic acid (DNA),
akan sangat membantu program persilangan ternak (Rafalski dan Tingey, 1993). Penyediaan
peta genetik melalui metode DNA rekombinan, dapat membantu program persilangan ternak

melalui data-data molekuler yang didapat, yang mengatur sifat-sifat produksi (Hetzel, 1989).
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Produk gen yang berupa hormon (bioregulator) akan mempengaruhi proses pengaturan
metabolismedan penampakan morfologi ternak. Variasi genetik (polimorfisme) pada lokus-
lokus gen khususnya yang mengkodekan hormon merupakan hal yang sangat penting, karena
variasi tersebut menentukan karakter genetik dari suatu populasi yang dapat membantu dalam
peningkatan mutu genetik dari populasi tersebut (Mitra ef al., 1995).

Hormon pertumbuhan sebagai salah satu produk gen berpengaruh besar dalam
pertumbuhan, laktasi dan perkembangan kelenjar susu pada sapi (Hoj et al., 1993a,b).
Polimorfisme pada gen yang mengkodekan dan mengatur hormon pertumbuhan sangat
potensial sebagai penanda genetik untuk sifat-sifat fenotip dengan produktivitas yang bernilai
ekonomi tinggi.

Selain hormon pertumbuhan perlu dilakukan penelitian juga pada sisi reproduksinya,
untuk memperoleh gambaran polimorfisme hormon reproduksi pada anak sapi hasil silangan
dengan sapi Limousin. Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan hormon glikoprotein
yang dihasilkan oleh kelenjar pituitary, yang berfungsi mengatur reproduksi pada mamalia,
baik jantan maupun betina (Ulloa-Aguirre et al., 1995). Pada hewan betina berfungsi untuk
proliferasi dan pengembangan folikel sampai ovulasi (McGeedan Hsueh, 2000). Sedangkan
pada laki-laki, kombinasi antara FSH dan testosteron adalah hormon tropik yang mengatur
fungsi sel Sertoli, yang diperlukan untuk inisiasi dan pemeliharaan kualitas dan kuantitas
dispermatogenesis (Ohta et al., 2007). Hormon FSH terdiri dari o dan B-sub unit. -sub unit
berperan dalam menentukan spesifisitas ikatan dengan reseptor (FSHR) (Fan dan
Hendrickson, 2005). Telah dilaporkan bahwa adanya mutasi ekson 3 gen FSH f-sub Unit
pada sapi jantan diidentifikasi mempunyai konsentrasi semen segar yang lebih rendah,
persentase yang lebih rendah dari integritas akrosom pada semen segar dan beku, lebih
motilitas yang rendah pada semen beku Dai et al., 2009). Huang et al. (2002), Wimmerset al.
(2005) dan Lin et al. (2006)

Penelitian mengenai polimorfisme genetik Gen growth hormone (GH) dan FSH B-sub
unit belum banyak dilakukan pada anak sapi hasil silangan dengan sapi Limousin, untuk itu
menarik diteliti lebih dalam agar hasil yang didapatkan dapat dijadikan acuan untuk
memperoleh anakan sapi yang mempunyai kualitas performen dan daya reproduksi yang
baik.
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Uraian Singkat Invensi

Genotipe hewan merupakan sebuah pendekatan yang berguna untuk menggambarkan
prinsip-prinsip genetika dan penerapan langsung dalam hal pewarisan sifat. Hukum Hardy-
Weinberg menyatakan bahwa frekuensi genotipe suatu populasi yang cukup besar akan selalu
dalam keadaan seimbang bila tidak ditemukan seleksi, migrasi, mutasi, dan genetic drift.
Sifat-sifat ditemukan dalam keragaman genetik dalam spesies dan bangsa atau galur dalam
masing-masing spesies. Genetika dipandang dari segi populasi, terutama frekuensi gen
dengan efek yang diinginkan (Yuniarsih, dkk.,2011).

Frekuensi gen merupakan istilah yang digunakan untuk menunjukkan proporsi dari
semua lokus untuk pasangan gen atau rangkaian alel ganda dalam suatu populasi. Frekuensi
gen dari perbedaan-perbedaan itu sangat beragam dari bangsa-bangsa dan antar galur.
Frekuensi gen yang timbul dipengaruhi oleh seleksi, mutasi gen, pencampuran dua populasi
yang frekuensi gen berbeda, silang dalam (inbreeding), silang luar (outbreeding) dan genetic
drift (Yuniarsih, dkk., 2011).

Eksperesi gen dapat mempengaruhi sifat yang muncul. Fenotipik yang muncul dapat
dipengaruhi oleh variasi gen pada arah dan besar respon terhadap perubahan lingkungan
(Noor, 2008). Fenotipik yang bersifat ekonomis merupakan sifat kuantitatif yang dikontrol
oleh banyak gen dan masing-masing gen memberikan sedikit kontribusi pada sifat tersebut
(Noor, 2008). Gen semacam ini disebut dengan gen mayor yang terletak pada lokus sifat
kuantitatif atau quantitative traits loci (QTL). Gen mayor yang dapat digunakan sebagai
kandidat dalam program Marker Assisted Selection (MAS) jika gen tersebut mempunyai
fungsi dan pengaruh biologis yang nyata terhadap sifat kuantitatif (Diyono, 2009).

Uraian Lengkap Invensi

Salah satu tahapan penting dalam pemuliaan ternak adalah seleksi terhadap keturunan
yang .membawa sifat-sifat tertentu yang diinginkan. Pemanfaatan penanda molekular DNA
dalam préses seleksi ternak terbukti telah memberikan hasil yang lebih baik dibandingkan
cara-cara konvensional. Penanda molekular DNA (marker genetik) yang sudah teridentifikasi
berassosiasi dengan QTL (Quantitative Trait Loci) yang bernilai ekonomis dapat digunakan
untuk meningkatkan akurasi, kecepatan dan intensitas seleksi (Van der Warf, 2000).

Pada pemuliaan ternak secara konvensional, seleksi terhadap keturunan yang

membawa gen tertentu dilakukan pada level fenotipik pada tiap-tiap generasi. Dari segi
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pengaruh ekonomi dan waktu, seleksi terhadap ternak yang memiliki keunggulan genetik
berdasarkan sifat fisik yang dapat diamati secara langsung adalah sangat tidak efektif dan
efisien. Walaupun demikian, metode ini telah banyak digunakan terutama dalam kasus-kasus
tertentu seperti diagnosa untuk pembawa penyakit-penyakit genetik tertentu. Kebutuhan
untuk pemuliaan ternak telah mendorong perkembangan penanda genetik (Marker Assisted
Selection/MAS) (Nicholas, 1996).

Penggunaan Marker Assisted Selection (MAS) didasarkan pada gagasan bahwa
terdapat gen yang memegang peranan utama dan menjadi sasaran atau target secara spesifik
dalam seleksi (Van der Warf, 2000). Beberapa sifat yang dikendalikan oleh gen tunggal
seperti warna bulu merupakan pola pewarisan sifat yang sederhana, namun beberapa sifat
utamanya sifat produksi yang kompleks (kuantitatif) dikontrol oleh banyak gen (polygenes)
(Nicholas, 1996; Noor, 2008). Gen-gen sifat kuantitatif yang memiliki pengaruh besar
merupakan gen-gen disebut sebagai gen utama (major gene) yang terletak pada lokus sifat
kuantitatif (QTL). Marker gen telah banyak digunakan untuk mengidentifikasi ternak sapi
yang memiliki performa lebih bagus pada beberapa sifat komersil seperti kualitas daging
(keempukan) (Barendse, ef al., 2008).

Implementasi MAS yang dikombinasikan dengan teknologi reproduksi dalam industri
peternakan telah menguasai pasaran genetik dalam bisnis global. Hal ini telah memungkinkan
plasma nutfah dari suatu individu menghasilkan keturunan dalam jumlah besar untuk
kemudian dievaluasi secara genetik dalam berbagai manajemen dan lingkungan. Kombinasi
seleksi menggunakan Marker DNA Terciri (Marker Assisted Selection/MAS) dengan
teknologi reproduksi dapat memperpendek interval generasi sekitar 45-69 bulan pada sapi
(Bishop, et al., 1995) dan mempercepat genetik yang diinginkan pada ternak.

Polymerase chain reaction (PCR) adalah suatu reaksi in vifro untuk menggandakan
molekul DNA pada target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang
berkomplemen dengan molekul DNA tersebut dengan enzim polymerase dan oligonukleotida
pendek sebagai primer dalam mesin termocycler. Primer merupakan oligonukleotida spesifik
yang menempel pada bagian sampel DNA yang akan diperbanyak. Enzim polymerase
merupakan enzim yang dapat mencetak urutan DNA baru (Williams, 2005). Beberapa faktor
seperti konsetrasi DNA, ukuran panjang primer, komposisi basa primer, konsentrasi ion Mg,
dan suhu hibridasi primer harus dikontrol dengan hati-hati agar dapat diperoleh pita-pita
DNA yang utuh dan baik (Suryanto, 2003).

Proses yang terjadi dalam mesin PCR meliputi tiga tahap utama, yaitu tahap
pradenaturasi, tahap kedua yang terdiri dari 35 siklus yang masing-masing siklus terdiri dari
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denaturasi (pemisahan untai ganda DNA), penempelan (annealing), ekstensi awal molekul
DNA, dan tahap terakhir adalah ekstensi akhir. Produk PCR dapat langsung divisualisasikan
melalui proses elektroforesis dan dapat digunakan untuk analisa lebih lanjut (Muladno,
2002).

Elektroforesis merupakan metode standar untuk memisahkan dan mengidentifikasi
fragmen DNA sesuai dengan ukurannya. Prinsip dasarnya adalah jika molekul DNA yang
bermuatan negatif ditempatkan pada penghantar listrik (buffer), molekul akan bergerak
menuju muatan positif. Molekul DNA yang bermuatan kecil akan bergerak cepat daripada
yang berukuran besar. Ukuran fragmen DNA hasil elektroforesis dapat diketahui dengan
menggunakan penanda ukuran (marker) yang salah satunya didapat dari lambda yang telah
dipotong oleh enzim restriksi (Muladno, 2001).

Karakteristik-karakteristik dari PCR adalah efisiensi, spesifitas dan nilai
eror/kesalahan. Efisiensi dari amplifikasi PCR tergantung pada banyaknya variabel, beberapa
diantaranya jumlah siklus, jumlah target asli, panjang sekuens target yang diamplifikasi dan
temperatur primer untuk annealing dan ekstensi. Spesifitas PCR terutama tergantung pada
sekuens target, temperatur annealing, jumlah DNA polymerase yang digunakan dan
polimerisasi setiap siklus. Sedangkan nilai eror/kesalahan merupakan hal yang penting
dimana hasil amplifikasi menggambarkan kopian DNA sekuens target yang tepat dan juga
mempunyai beberapa kesalahan, khususnya ketika hasil dianalisa oleh hibridasi asam nukleat
atau sekuens nukleotida (Guatelli, ez al, 1989).

Keunggulan metode PCR adalah kemampuannya dalam melipatgandakan suatu
fragmen DNA schingga dapat mencapai 109 kali lipat. Dengan demikian kontaminasi
fragmen DNA dalam jumlah sangat sedikit sekalipun dapat menyebabkan terjadinya
kesalahan yaitu dengan didapatkannya produk amplifikasi yang tidak diinginkan (Yuwono,
2006).

Perbedaan pola pemotongan DNA dari jenis gen yang sama antar beberapa ternak
disebut Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP). RFLP merupakan perbedaan
pada homolog urutan DNA yang dapat dideteksi dengan menggunakan adanya perbedaan
fragmen DNA yang telah dipotong dengan menggunakan enzim endonuklease tertentu. RFLP
digunakan sebagai marker molekular karena spesifik untuk setiap tunggal atau kombinasi dari
enzim restriksi. Tahapan RFLP meliputi 4 tahap yaitu isolasi DNA, pemotongan DNA
dengan enzim restriksi endonuklease, elektroforesis hasil pemotongan DNA dan southern

blot (Fanani, 2011).
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Pada prinsipnya RFLP merupakan semua mutasi yang menghilangkan atau
menciptakan sekuen rekognisi baru bagi enzim restriksi. Penyisipan (insersi), penghilangan
(delesi), maupun subtitusi nukleotida yang terjadi pada daerah rekognisi suatu enzim restriksi
menyebabkan tidak lagi dikenalinya situs pemotongan enzim restriksi dan terjadinya
perbedaan pola pemotongan DNA (Lewin, 1994). Metode RFLP telah diterapkan untuk
mendeteksi Quantitative Traits Loci (QTL) pada ternak. Pendeteksian RFLP telah
dikembangkan dan digunakan untuk studi /inkage pada ternak seperti sapi, ayam dan babi.

Pendeteksian RFLP dilakukan pada sekuen DNA yang telah diketahui fungsinya,

misalnya gen (penyandi protein), dan juga pada sekuen DNA yang belum jelas fungsinya
(Montgomery dan Kinghorn, 1997).
Menurut Suryanto (2003), PCR-RFLP digunakan untuk melihat polimorfisme dalam genom
organisme dengan menggunakan suatu enzim pemotong tertentu (enzim restriksi), karena
sifatnya spesifik, maka enzim ini akan memotong situs tertentu yang dikenali oleh enzim ini.
Situs enzim pemotong dari genom suatu kelompok organisme yang kemudian berubah karena
mutasi atau berpindah karena genetic rearrangement dapat menyebabkan situs tersebut tidak
lagi dikenali oleh enzim atau enzim restriksi akan memotong daerah lain yang berbeda.
Proses ini menyebabkan terbentuknya fragmen-fragmen DNA yang ukurannya berbeda dari
satu organisme ke organisme lainnya. Polimorfisme ini selanjutnya digunakan untuk
membuat pohon filogeni kekerabatan kelompok. RFLP ditentukan ketika amplikon dipotong
dengan enzim Alu I, Rsa I, Taq I dan Hinf I (Jain, 2004).
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Klaim
4.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada tahun 2017, bertempat di Institute of Tropical Disease
(ITD) Universitas Airlangga dan Lab. Biomolekuler Fak. Kedokteran Hewan Unair,

Surabaya.

4.2 Materi Penelitian

Materi utama penelitian ini adalah DNA Genom yang diperoleh dari darah anak sapi
madura hasil inseminasi buatan dengan semen Limousin sebanyak 14 sampel darah. DNA
genom kemudian diekstraksi dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi QlAamp Mini spin
column untuk mendegradasi dinding sel dan mendegradasi protein dan lemak. Sampel DNA
kemudian siap dilanjutkan untuk reaksi PCR.

4.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan antara lain : Kit DNA Ekstraksi, venoject, tabung vakuttainer,
centrifuge, alat pendingin, tabung eppendorf besar kecil, gel agarose, mikropipet, tip, rak
tabung, elektroforesis, autoclave, timbangan, sarung tangan.

Bahan utama yaitu sampel DNA yang diambil dari darah utuh (whole blood) anak
sapi madura hasil inseminasi buatan dengan semen Limousin yang berasal dari Kabupaten
Bangkalan madura dengan jumlah 14 sampel. Bahan-bahan pendukung antara lain : Primer
FSH pB- sub unit, Enzim restriksi Haelll,LEnzim restriksiPsfI,Bahan Ekstraksi DNA
(Proteinase K, Ethanol Absolut, Buffer Lysis, Wash buffer A&B), Bahan PCR (ANTP mix,
Enzim Taq DNA polymerase), Bahan Elektroforesis (Triss Base, asam borat, agarose, Na2

EDTA, Ethidium bromide, Marker DNA, DNA Loading dye), tissue dan plastik mika.

4.4 Metode Penelitian
4.4.1 Koleksi Sampel Darah

Sampel darah diperoleh dari Kabupaten Bangkalan. Pengambilan sampel darah
dilakukan dengan mengumpulkan sekitar 5 ml sampel darah dari sapi melalui vena jugularis
dengan menggunakan venojet dan tabung vacuttainer dengan EDTA dan kemudian disimpan

pada suhu 4°C.

4.4.2 Ekstraksi DNA

42
LAPORAN PENELITIAN POLIMORFISME GEN GROWTH ... BUDI UTOMO




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DNA diisolasi dan dimurnikan dengan menggunakan Kit DNA ekstraksi QlAamp
Mini spin column dengan mengikuti protokol ekstraksi yang disediakan. Sebanyak 200 |
sampel darah dilisiskan dengan menambahkan 200 pl larutan lysis buffer dan 20 ul proteinase
K (10 mg/ml), campuran kemudian diinkubasi pada suhu 56°C selama 60 menit didalam
waterbath shaker. Setelah inkubasi larutan kemudian ditambahkan 200 pl ethanol absolute
96% dan disentrifugasi 8.000 x g selama 1 menit.

Pemurnian DNA dilakukan dengan metode spin column dengan penambahan 500 pl
larutan pencuci wash buffer 1 yang kemudian dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 8.000 x g
selama 1 menit. Setelah supernatannya dibuang, DNA kemudian dicuci lagi dengan 500 ul
wash buffer I dan disentrifugasi pada 14.000 x g selama 3 menit. Setelah supernatan
dibuang, DNA kemudian dilarutkan dalam 200 pl elution buffer dan disetrifugasi pada 8.000
x g untuk selanjutnya DNA hasil ekstraksi ditampung dan disimpan pada suhu -200C.

4.4.3Teknik PCR-RFLP

Komposisi reaksi PCR dikondisikan pada volume reaksi 25 ul yang terdiri atas 100 ng
DNA, 0.25 mM masing-masing primer, 150 uM dNTP, 2.5 mM Mg2+, 0.5 Taqg DNA
polymerase dan 1x buffer. Kondisi mesin PCR dimulai dengan denaturasi awal pada suhu
94°C x 2 menit, diikuti dengan 35 siklus berikutnya masing-masing denaturasi 94°C x 45
detik, dengan suhu annealing: 65 °C x 30 detik (GH), yang dilanjutkan dengan satu siklus
ekstensi akhir pada suhu 72°C selama 5 menit dengan menggunakan Genedmp PCR System
2400 ThermoCycler (Perkin Elmer),untuk primer FSH B-sub unit anealling 60°C. Produk
PCR kemudian di elektroforesis pada gel agarose 1,5% dengan buffer 1x TBE (89 mM Tris,
89 mM asam borat, 2 mM Na2EDTA) yang mengandung 100 ng/ml ethidium bromide..
Kemudian divisualisasi pada UV transiluminator (ge! documentation system). Alel ditentukan
dengan cara menginterpretasi pita (band) yang berbentuk paling jauh migrasinya ke kutub
anoda sebagai alel /, alel 2, dan seterusnya. |

Produk PCR yang diperoleh dari masing-masing gen target kemudian dianalisis
menggunakan RFLP melalui pemotongan menggunakan enzim restriksi yang memiliki situs
pemotongan pada gen FSH B-sub unit|Pst. Sebanyak 4 pl DNA produk PCR ditambahkan
0,5 pl, selanjutnya dilakukan inkubasi selama 17 jam pada suhu 37°C.
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Tabel 3.1 Primer yang digunakan untuk mengamplifikasi daerah Gen FSH

Target | Nama Primer Urutan Basa Lokasi | Produk PCR(bp)
FSH 8- F 5’-CTTCCAGACTACTGTAACTCATC3’
sub unit

R 5’-GTAGGCAGCTCAAAGCATCCG-3" | Exon3 313 bp

R 5’- GTCGTCACTGCGCATGTTTG-3’

4.4.4 Sekuensing

Penentuan runutan nukleotida gen FSH B-sub unitdilakukan dengan cara sekuensing
DNA yaituv tahapan akhir untuk memperoleh data urutan nukleotida dari fragmen hasil
perbanyakan PCR -RFLP. Pita-pita DNA yang sudah terektriksi pada gel agarose sebagai
produk PCR- RFLP dijadikan sebagai cetakan dalam reaksi sekuensing dengan menggunakan

primer forward dan reverse seperti pada saat amplifikasi.

4.4.5Analisa Data

Keragaman genotipe tiap-tiap individu dapat ditentukan dari pita-pita DNA gen yang
ditemukan. Masing-masing sampel dibandingkan berdasarkan ukuran (marker) yang sama
dan dihitung frekuensi alelnya. Frekuensi alel bisa dihitung dengan menggunakan rumus Nei
dan Kumar (2000). Analisis data hasil sekuensing menggunakan software UGENE 1.21.0.

ABSTRAK

Polimorfisme Gen Growth Hormone (GH) dan FSH B-Sub Unit Pada Anak Sapi Madura
Hasil Inseminasi Buatan Dengan Semen Limousin Sebagai Acuan Untuk Seleksi Genetik
Bibit Unggul

: Kemajuan di bidang biologi molekuler memberikan kesempatan baru dalam usaha
mendeteksi terjadinya variasi genetik (polimorfisme) sebagai dasar peningkatan mutu genetik
dalam peternakan. Teknik molekuler yang potensial digunakan untuk mendeteksi variasi
tersebut antara lain: RestrictionFragment Length Polymorphism (RFLP), RandomAmplified
Polymorphism DNA (RAPD), Double StrandConformation Polymorphism (DSCP),dan
Marker-Assisted Selection (MAS) (Kennedy et al., 1990).Dengan adanya teknologi yang
efektif dan akuratmelalui pemanfaatan diagnosa berdasarkan deoxyribonucleic acid (DNA),
akan sangat membantu program persilangan ternak (Rafalski dan Tingey, 1993). Penyediaan
peta genetik melalui metode DNA rekombinan, dapat membantu program persilangan ternak
melalui data-data molekuler yang didapat, yang mengatur sifat-sifat produksi (Hetzel, 1989).
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Produk gen yang berupa hormon (bioregulator) akan mempengaruhi proses pengaturan
metabolisme dan penampakan morfologi ternak. Variasi genetik (polimorfisme) pada lokus-
lokus gen khususnya yang mengkodekan hormon merupakan hal yang sangat penting, karena
variasi tersebut menentukan karakter genetik dari suatu populasi yang dapat membantu dalam
peningkatan mutu genetik dari populasi tersebut (Mitra ef al., 1995).

Hormon pertumbuhan sebagai salah satu produkgen berpengaruh besar dalam
pertumbuhan, laktasi dan perkembangan kelenjar susu pada sapi (Hoj etal., 1993a,b).
Polimorfisme pada gen yang mengkodekan dan mengatur hormon pertumbuban sangat
potensial sebagai penanda genetik untuk sifat-sifat fenotip dengan produktivitas yang bernilai
ekonomi tinggi.

Selain hormon pertumbuhan perlu dilakukan penelitian juga pada sisi reproduksinya,
untuk memperoleh gambaran polimorfisme hormon reproduksi pada anak sapi hasil silangan
dengan sapi Limousin. Follicle Stimulating Hormone (FSH) merupakan hormon glikoprotein
yang dihasilkan oleh kelenjarpituitary, yang berfungsi mengatur reproduksi pada mamalia,
baik jantan maupun betina (Ulloa-Aguirre ef al., 1995). Pada hewan betina berfungsi untuk
proliferasi dan pengembangan folikel sampai ovulasi (McGeedan Hsueh, 2000). Sedangkan
pada laki-laki, kombinasi antara FSH dan testosteron adalah hormon tropik yang mengatur
fungsi sel Sertoli, yang diperlukan untuk inisiasi dan pemeliharaan kualitas dan kuantitas di
spermatogenesis (Ohta et al., 2007). Hormon FSH terdiri dari a dan B-sub unit. -sub unit
berperan dalam menentukan spesifisitas ikatan dengan reseptor (FSHR) (Fan dan
Hendrickson, 2005).Telah dilaporkan bahwa adanya mutasi ekson 3 gen FSH $-subUnit pada
sapi jantan diidentifikasi mempunyai konsentrasi semen segar yang lebih rendah, persentase
yang lebih rendah dari integritas akrosom pada semen segar dan beku, lebih motilitas yang
rendah pada semen beku (Dai et al., 2009). Huang et al. (2002), Wimmerset al. (2005) dan
Lin et al. (2006)

Hasil menunjukkan bahwa frekuensi gen Follicle Stimulating Hormone (FSH) dan
Receptor Follicle Stimulating Hormone (tFSH) pada sapi Madrasin secara berturut-turut alel
A dan B yang terdeteksi memiliki frekuensi 0,50 dan 0,50. Sedangkan pada gen rFSH alel C
adalah 0,50 dan alel G adalah 0,50 dengan frekuensi alel C sama besar dengan alel G.
Sebagai hasil dari penelitian menyimpulkan bahwa gen Follicle Stimulating Hormone (FSH)
dan Reseptor Follicle Stimulating Hormone (tFSH) kemungkinan tidak mengalami
perubahan atau polimorfisme pada sapi Madrasin dan informasi penelitian ini dapat
digunakan sebagai dasar untuk seleksi bibit unggul.

Key Words : Polimorfisme, MAS, Gen FSH 6-sub unit, Gen RFSH, PCR-RFLP
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