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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui polimorfisme gen GDF-9 dan BMP-15 pada kambing
Kacang. Kambing Kacang merupakan ternak tropis unggul yang sangat adaptif dan memiliki
kemampuan reproduksi tinggi. Gen GDF-9 dan BMP- 15 merupakan gen yang terkait dengan kemapuan
reproduksi, dan kemampuan reproduksi tersebut berbeda pada setiap individu. Sampel darah sebagai
sumber DNA dikoleksi dari vena jugularis dengan menggunakan tabung venoject yang mengandung
bahan antikoagulan, EDTA sebanyak 5 — 6 ml setiap ekor kambing. DNA diisolasi dari darah 5 ekor
kambing Kacang betina yang diperoleh dari RPH Sukun, Malang. Untuk mengetahui keberhasilan isolasi
DNA dilakukan pengamatan secara kuantitatif dengan menggunakan spektrofotometer dan pengamatan
secara kualitatif dengan menggunakan elektroforesis agarosa 1 %. Amplifikasi DNA gen GDF-9
dilakukan dengan menggunakan primer forward 5’-CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3’, primer reverse
5-ACCAGAGGCTCAAGAGGAGC-3’. Sedangkan amplifikasi DNA untuk gen BMP-15 menggunakan
primer Forward 5°- AGTTTGTACTGAGCAGGTCT -3°, Reverse 5>-ACTCCGCTTCGTATGTCAG-3".
Hasil PCR yang diperoleh adalah pita DNA spesifik dengan ukuran 1400 bp untuk gen GDF-9 dan 400 bp
untuk gen BMP-15. Hasil PCR-RFLP menggunakan enzim Haelll pada fragmen DNA gen GDF-9
didapatkan 1macam haplotip yang terdiri dari 3 fragmen DNA dengan ukuran 1000 bp, 300 bp dan 100
bp. Sedangkan PCR-RFLP untuk gen BMP-15 dengan menggunakan enzim restriksi Alul didapatkan 1
macam haplotip yang terdiri dari 2 fragmen dengan ukuran * 180 bp dan £120 bp. Dari hasil penelitian
dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat polimorfisme pada gen BMP-15 dan GDF-9 pada kambing
kacang.

Kata kunci: Gen BMP-15, PCR-RFLP, sapi Bali.

ABSTRACT

The aim of this research was to determine the polymorphisms of BMP-15 and GDF-9 gene of
Kacang goat. DNA was isolated from blood samples of five female goats with salting out method.
Quantitative and qualitative analysis of DNA was measured using spectrophotometer and agarose gel
electrophoresis. To get DNA fragment GDF-9 gene was amplified using Forward 5'-
AGTTTGTACTGAGCAGGTCT -3 ', Reverse 5'-“ACTCCGCTTCGTATGTCAG-3', while to get DNA
fragmen BMP-15 gene was amplified using Forward primer 5°-CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3’,
reverse primer 5’- ACCAGAGGCTCAAGAGGAGC-3 for GDF-9. The results of amplification was a
specific DNA band with the length of 1400 bp for GDF-9 gene and 400 bp for BMP-15 gene. Restriction
with Haelll enzyme of GDF-9 PCR product was resulted a haplotype with fragment size 1100 bp, 300 bp,
and 100 bp. While, restriction with Alul enzymes of BMP-15 PCR product was resulted a haplotype which
consist of two fragments with sizes 180 bp and 120 bp. It was concluded that there are no polymorphism
of GDF-9 and BMP-15 gene of Kacang goat.
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PENDAHULUAN

Konsumsi daging sapi sebagai protein
hewani di Indonesia terus mengalami
peningkatan sebanding dengan penambahan
jumlah  penduduk. Namun penambahan
produksi belum mengimbangi peningkatan
jumlah penduduk, sehingga impor daging
dilakukan  sebagai  upaya  mencukupi
kekurangan tersebut. Diperkirakan impor
daging sapi akan naik hingga 37% dari 28%
pada tahun 2010 [1]. Mengingat pentingnya
pemenuhan protein hewani nasional yang
bersumber dari sapi lokal, Dirjen Peternakan
dari Departemen Pertanian menggalakkan
sosialisai program percepatan pencapaian
swasembada daging sapi untuk menekan laju
impor daging sapi hingga 10% dan selebihnya
diupayakan terpenuhi dari sapi lokal [2].

Saat ini produktivitas sapi di Indonesia
berada pada tingkatan yang cukup rendah bila
dibandingkan dengan negara lain. Dalam
menanggapi masalah  tersebut maka
pengembangbiakan ternak memerlukan
perhatian yang sangat serius, khususnya pada
bidang reproduksi. Untuk meningkatkan
produktivitas ternak, salah satu hal yang perlu
diperhatikan adalah tingkat ovulasi dari ternak
tersebut. Keberhasilan kebuntingan pada
ternak sangat dipengaruhi oleh keberhasilan sel
telur diovulasikan.

Tingkat ovulasi pada suatu individu
dipengaruhi secara genetik. Sampai saat ini
diketahui bahwa Growth Differentiation
Factor (GDF) dan Bone Morphogenetic
Protein (BMP) mempunyai peranan penting di
dalam pertumbuhan folikel [3],[4]. Faktor-
faktor pertumbuhan oosit ini merupakan faktor
yang mempengaruhi fase awal dan fase akhir
folikulogenesis [3],[5]-

Bone morphogenetic protein 15 (BMP-15)
adalah sebuah faktor pertumbuhan dan anggota
dari TGFB superfamili yang mempunyai
ekspresi yang spesifik terhadap oosit. BMP-15
domba berada pada kromosom X [3]. BMP-15
mengatur  prolifirasi sel granulosa dan
diferensiasi oleh mitosis sel granulosa,
menahan ekspresi folikel stimulating hormon,
dan menstimulasi ekpresi kit ligand, semua

pengaturan yang penting dari fertilitas betina
mamalia [6].

BMP-15 protein disandikan oleh 2 exons,
exon yang pertama menyandi 17-asam amino
sinyal peptida dan bagian yang pertama daerah
propeptide, dan exon yang kedua menyandi
sisa daerah propeptide dan keseluruhan 125-
asam amino diramalkan pada domain mature
[7].

Bone Morphogenetic Protein-15 berperan
dalam pematangan oosit dan perkembangan
folikular sebagai homodimer dan akan
membentuk heterodimer dengan GDF-9. BMP-
15 tidak terekspresi pada folikel primer yang
kecil tepi lebih terekspresi pada folikel primer
akhir, sehingga diketahui bahwa :1) BMP-15
terekspresi berlimpah pada folikel primer oosit
dalam ovarium, yang menunjukkan bahwa
trankripsi BMP-15 telah ditranslasikan pada
tahap awal follikulogenesis; 2) BMP-15
manusia terekspresi pada gonad dalam
konsentrasi yang rendah; 3) ekspresi mRNA
GDF-9 terjadi lebih awal daripada BMP-15 di
dalam oosit manusia selama perkembangan
folikel dan 4) GDF-9 dan BMP-15 mengatur
follikulogenesis pada manusia [7].

Oosit dan sel granulosea bersinergis pada
perkembangan folikel. KL (Kit Ligand) dan c-
Kit berpengaruh pada BMP-15, ekspresi
tersebut terlihat pada sel granulosa murine
(tikus). KL mengatur ekspresi BMP-15,
menyebabkan feedback negative antara oosit
dan sel granulosa [8]. BMP-15 diproduksi
dengan ditandai adanya penurunan FSH yang
menginduksi produksi Progesteron tetapi tidak
menstimulasi produksi estradiol, di mana
BMP-15 adalah suatu modulator selektif
untukfungsi FSH [6].

Berdasarkan hal tersebut di atas maka
perlu dilakukan analisa polimorfisme gen
BMP- 15 dan GDF-9 pada kambing kacang
sehingga dapat memberikan informasi tentang
data genetis kambing kacang terutama yang
terkait dengan reproduksi.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Lokasi Penelitian. Penelitian
dilaksanakan pada bulan Oktober 2010 sampai
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Juli 2011. Sampel darah 5 ekor kambing Kacang
betina diperoleh dari RPH Sukun, Malang. Analisa
molekuler dilakukan di Laboratorium Biologi
Molekuler dan Seluler, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan
Alam, Universitas Brawijaya, Malang.

PCR-RFLP. DNA diisolasi dari sel
limfosit darah. Amplifikasi gen GDF-9 dan
BMP-15 kambing Kacang dilakukan melalui
metode PCR. Primer DNA yang digunakan
untuk amplifikasi gen GDF-9 adalah forward
5’-CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3’,
reverse 5’-ACCAGAGGCTCAAGAGGAGC-
3’. Sedangkan primer DNA yang digunakan
untuk amplifikasi gen BMP-15 adalah
forward 5-AGTTTGTACTGAGCCGGTCT-
3'dan reverse 55CTGACACACGAAGCGGA
GT-3'. Pemotongan hasil amplifikasi gen
GDF-9 menggunakan enzim restriksi Haelll,
sedangkan pemotongan hasil amplifikasi gen
BMP-15 dilakukan dengan menggunakan
enzim restriksi Alul. Data yang diperoleh
dianalisis secara deskriptif, yaitu dengan
melakukan pengamatan profil pita DNA hasil
PCR-RFLP masing-masing sampel pada gel
elektroforesis. Selanjutnya dari profil pita
DNA hasil PCR-RFLP dianalisis apakah
terdapat variasi gen GDF-9 dan BMP-15 pada
Kambing kacang.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil amplifikasi DNA menunjukkan
hasil pita DNA yang spesifik yaitu terdapat
satu pita DNA untuk gen GDF-9 dengan
ukuran 1400 bp (Gambar 1) dan BMP-15
dengan ukuran 400 bp (Gambar 2).

Gambar 1 dan 2 menunjukkan bahwa
semua  sampel  berhasil  teramplifikasi.
Berdasarkan informasi yang diperoleh dari
GenBank (NCBI, 2011) sekuens gen GDF-9
pada Capra hircus (complete cds) memiliki
panjang sebesar 5508 bp. Primer forward yang
digunakan dalam proses amplifikasi gen GDF-
9 berada pada urutan basa ke 2067-2086 bp,
sedangkan untuk primer reverse berada pada
urutan basa ke-3548-3567 bp. Beradsarkan
letak primer forward dan reverse tersebut dapat
diperkirakan ukuran fragmen hasil amplifikasi
sebesar 1462 bp. Besarnya amplikon tersebut

tidak jauh berbeda dengan besarnya amplikon
gen GDF-9 pada kambing Kacang yakni
sebesar 1400 bp. Hal ini menunjukkan bahwa
hasil PCR tersebut sesuai dengan yang
diharapkan. Sedangkan untuk gen BMP-15
pada Capra hircus (complete cds),
berdasarkan informasi yang diperoleh dari
Genebank (2011), memiliki ukuran sebesar
6648 bp.
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Gambar 1. Hasil Amplifikasi Gen GDF-9 M: DNA
ladder 10 kb; lane 1-5: Fragmen gen GDF-9

Primer forward yang digunakan dalam proses
amplifikasi gen BMP-15 terletak pada urutan
basa ke 5694-5713 bp, sedangkan untuk primer
reverse pada urutan basa ke- 6064-6082 bp.
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Gambar 2. Hasil Amplifikasi Gen BMP-15. M: DNA
ladder 10 kb; lane 1-5: Fragmen gen BMP-15

Berdasarkan letak primer forward dan reverse
tersebut dapat diperkirakan ukuran fragmen
hasil amplifikasi sebesar 389 bp. Besarnya
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amplikon tersebut memiliki kesamaan dengan
besarnya amplikon gen BMP-15 pada kambing
Kacang yakni sekitar 380-400 bp. Hal ini
menunjukkan bahwa hasil PCR sesuai dengan
database yang telah diperoleh Genebank, yaitu
data sekuen gen BMP-15 pada spesies Capra
hircus.
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Gambar 3. Genotip Gen GDF-9 pada Kambing Kacang
setelah dipotong menggunakan enzim Haelll; M: DNA
ladder 10kb; lane 1-5:DNA hasil PCR-RFLP; U:Uncut
(DNA PCR yang tidak dipotong Haelll).

Gambar 4. Genotip Gen BMP15 pada Kambing Kacang
setelah dipotong dengan menggunakan enzim Alul; M:
DNA ladder mix 10.000 bp; line 1-5: DNA hasil PCR-
RFLP; U: Uncut (DNA PCR yang tidak dipotong Alul).

Hasil PCR-RFLP menggunakan enzim
Haelll pada fragmen DNA gen GDF-9
didapatkan satu macam haplotip yang terdiri
dari 3 fragmen DNA dengan ukuran 1100 bp,
300 bp dan 100 bp (Gambar 3). Sedangkan
PCR-RFLP untuk gen BMP-15 dengan
menggunakan enzim restriksi Alul didapatkan

satu macam haplotip yang terdiri dari 2
fragmen dengan ukuran 180 bp dan 120 bp
(Gambar 4)

Secara alami adanya heterosigositas pada
gen BMP-15 meningkatkan kecepatan ovulasi
pada domba, lebih jauh didaptkan bahwa
homosigositas akan menyebabkan terjadinya
infertil pada domba [3,4]. Domba China yang
tidak mengalami mutasi pada gen FecB
memiliki tingkat fertilitas yang tinggi [10,11].

Adanya mutasi pada gen BMP-15
dihubungkan dengan terjadinya prolificacy
pada beberapa domba [10]. Gen BMP-15 dan
dan gen GDF-9 merupakan gen fekunditas
yang mempunyai nilai ekonomi di bidang
reproduksi domba dan ruminansia [3,4,12].
Diduga bahwa protein BMP-15 merupakan
protein spesies-spesifik yang dihubungkan
dengan perbedaan tingkat ovulasi pada banyak
spesies [13].

Beberapa jenis kambing yang telah diuji

polimorfisme dengan SSCP menunjukkan
bahwa pada gen BMP-15 tidak terdapat
polimorfisme [14]. Mutasi pada lima
nukleotida berbeda di dalam exon 2 gen BMP-
15 dihubungkan dengan prolificacy dalam
beberapa keturunan domba [10].
Hasil PCR-RFLP yang diperoleh pada
penelitian ini tidak menunjukkan adanya
polimorfisme gen GDF-9 pada kambing
Kacang. Hal ini sesuai dengan penelitian
terdahulu yang mendapatkan tidak adanya
polimorfisme gen GDF-9 pada sampel domba
Tunisia melalui teknik SSCP [15]. Hal yang
berbeda ditemukan pada analisis polimorfisme
gen GDF-9 pada ekson 2 pada kambing Putih
di Provinsi Guizhou. Kambing tersebut
memiliki genotip heterozigot yang mengalami
mutasi pada 791 bp (G/A) yang menghasilkan
subtitusi valine menjadi isoleusin pada residu
79 mature peptide gen GDF-9. Akibat
termutasinya valin menjadi isoleusin maka
akan meningkatkan gugus metil pada rantai
asam amino [16]

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa tidak
terdapat polimorfisme (variasi genetik) gen
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BMP-15 dan GDF-9 pada 5 sampel kambing
Kacang.
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