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ABSTRACT

Genomic selection has a high potency to improve the genetic quality of Bali cattle. In effort to
find out a molecular marker or DNA segment which is linked with a certain phenotype, we
examined the association between BolLa-DRB3 microsatellite polymorphism and dam body
weight and birth weight of calves in Bali cattle. A total of 40 dams from Abuan Village, the
District of Susut was investigated. The total DNA was extracted with QlIAamp DNA blood mini
kit. The locus was amplified using PCR technique with a 54°C annealing temperature.. Alleles
were separated through PAGE 6%, and visualized with silver staining. We found 10 alleles
which their length varied from 145 bp to 233 bp. Allele 195 had the highest frequency that was
35.0%. The HE, HO, PIC were 0.821, 0.875, and 0.791 consecutively. Statistical analysis
showed that the polymorphism of DRB3 microsatellite had a marginally significant association
(p < 0.1) to the dam body weight. However, it had no significant association to the birth weight
of the calves. The results of the research reflect that the DRB3-BoLA gene has a weak potency
in controlling the body weight.

Key words: Bali cattle, BoLA gene, DRB3 microsatellite, dam body weight, birth weight of
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ABSTRAK

Seleksi genomik berpotensi besar untuk memperbaiki kualitas genetik sapi Bali. Dalam rangka
penemuan marka molekuler atau segmen DNA yang berkaitan dengan ekspresi tertentu,
penelitian ini ditujukan untuk mengkaji asosiasi keragaman lokus mikrosatelit DRB3 gen BoLA
(Bovine Leukocyte Antigen) dengan berat badan induk dan berat lahir pedet pada sapi Bali.
Sebanyak 40 ekor sapi betina yang di sampling dari Desa Abuan, Kecamatan Susut digunakan
dalam studi ini. DNA total diekstraksi dengan QI1Aamp DNA blood mini kit. Amplifikasi lokus
mikrosatelit DRB3 menggunakan teknik PCR dengan suhu annealing 54°C. Alel dipisahkan
secara elektroforesis pada gel poliakrilamid 6% dan dimunculkan dengan pewarnaan perak.
Penelitian menemukan 10 alel dengan panjang berkisar 145-233 bp. Alel 195 mempunyai
frekuensi tertinggi, yaitu 35,0%. HE, HO, dan PIC secara berurutan adalah 0,821; 0,875; dan
0,791. Analisis statistik menunjukkan adanya asosiasi nyata secara marginal antara keragaman
lokus DNA mikrosatelit DRB3 dengan berat badan induk (P<0,1), tetapi tidak menunjukkan
adanya asosiasi dengan berat lahir pedet. Hasil penelitian merefleksikan bahwa lokus DRB3 gen
BoLA berpotensi lemah dalam mengontrol berat badan.

Kata kunci : sapi Bali, gen BoLA, mikrosatelit DRB3, berat badan induk, berat lahir pedet.
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PENDAHULUAN

Usaha perbaikan mutu genetik sapi
Bali untuk mengatasi terjadinya seleksi
negatif di tingkat peternak perlu
dilakukan. Sapi Bali sudah ditetapkan
sebagai plasma nutfah nasional, dengan
banyak keunggulan khusus dibandingkan
dengan sapi — sapi ras lain, dan oleh
karena itu upaya untuk pelestarian dan
peningkatan mutu genetik harus dikaji dan
diberdayakan secara nasional.

Salah satu upaya perbaikan mutu
genetik sapi Bali dengan cara seleksi
untuk menghasilkan ternak bibit sapi Bali
yang unggul. Teknik seleksi berdasarkan
pada segmen DNA (deoxyribo nucleic
acid) atau gen vyang dikenal sebagai
genomic selection merupakan suatu teknik
seleksi berdasarkan pada petanda/penciri
spesifik dari gen atau segmen DNA yang
mengekspresikan atau terpaut dengan
suatu sifat yang dijadikan dasar kriteria
seleksi (Suyadi, 2010).

Mikrosatelit DNA merupakan marka
genetik yang menyediakan informasi
mengenai keragaman alel pada lokus gen.
Mikrosatelit telah digunakan secara luas
diberbagai bidang, salah satunya adalah
pemetaan lokus gen yang berasosiasi
dengan sifat produksi pada hewan
(Hiendleder et al., 2003; Kuhn et al.,
2003).

Gen BoLA (bovine leukocyte antigen)
merupakan kompleks gen yang berada
pada kromosom 23 sapi dan berperan
penting pada penampilan reproduksi,
produksi, dan  ketahanan  penyakit
(Nascimento et al., 2006). Struktur gen
BoLA sama dengan gen MHC pada
manusia (Firouzamandi et al., 2010). Gen
BoLA dibedakan menjadi tiga klas yaitu
MHC Klas I, klas 1l dan klas Il (Bastos-
Silveira et al.,, 2008). MHC menciri
dengan jumlah alel yang banyak pada
setiap lokus dan terdapat perbedaan
jumlah asam amino Yyang tinggir pada
setiap alelnya (Sommer, 2005).
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Hubungan polimorfisme gen BoLA
dengan sifat yang berkaitan dengan
ketahanan  penyakit  telah  banyak
diungkapkan, namun asosiasi gen BoLA
dengan sifat produksi belum banyak
diungkap. Penelitian ini ditujukan untuk
mengkaji asosiasi antara  variasi
mikrosatelit DRB3 gen BoLa dengan berat
induk dan berat lahir pedet pada sapi bali.
Penelitian ini merupakan langkah awal
dari  tindakan  genomic  selection
sehubungan dengan penemuan marka
molekuler untuk diperbantukan dalam
seleksi pada sapi bali. . (Firouzamandi et
al., 2010).

MATERI DAN METODE

Koleksi Sampel

Sejumlah 40 sampel darah diambil
dari vena jugularis sapi Bali betina
produktif menggunakan tabung venoject
yang mengandung antikoagulan. Sapi Bali
betina  produktif yang  disampling
dipelihara oleh Instlasi Populasi Dasar
Balai Pembibitan Ternak Unggul Sapi Bali
di Denpasar, Bali.

Berat Badan Induk dan Berat Lahir
Pedet

Data berat badan induk dan berat lahir
pedet didapatkan dari pencatatan ternak di
Instalasi Populasi Dasar Balai Pembibitan
Ternak Unggul Sapi Bali di Denpasar,
Bali.

Ekstraksi DNA dan Amplifikasi DNA
Sampel darah sapi Bali diekstraksi
menggunakan QlAamp DNA Mini Kit
sesuai dengan protokol pembuatnya.
Reaksi PCR dilakukan menurut metode
Hillis et al. (1996) dengan mengandung
3mM MgCly; 0,2 mM dNTP; sepasang
primer masing — masing 0,4 uM; Tag
DNA Polimerase sebanyak 0,4 U dan 1x
buffer PCR. Setiap satu reaksi PCR
dimasukkan template DNA sebanyak 1,5
pl, dan sejumlah air deionase sehingga
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volume akhir 12,5 pl. Amplifikasi PCR
dilakukan sebanyak 30 siklus dengan
program Pre PCR: 1) Denaturasi pada
94°C selama 3 menit ; PCR: 1) denaturasi
pada 94°C selama 45 detik, 2) annealing
pada 54°C selama 35 detik dan 3) ekstensi
pada 72°C selama 35 detik; Post PCR :
ekstensi 72°C selama 5 menit. Hasil
amplifikasi  dipisahkan  dengan  gel
acrylamide 6% dan visualisasi dilakukan
dengan pewarnaan perak. DNA typing
dilakukan dengan mengukur jarak migrasi
masing — masing pita DNA pada gel
dibandingkan dengan pita DNA standar
100 pb ladder.

Analisis Data

Polimorfisme genetik sapi Bali diukur
dengan rataan heterosigositas (H), jumlah,
dan frekuensi alel dengan menggunakan
program  Microsatellite Toolkit V.3.1
(Park, 2001). Asosiasi gen BoLA dengan
sifat produksi (berat badan dan berat lahir
pedet) menggunakan prosedur General
Linier Models. Analisis dikerjakan pada
SPSS V.19 (Hermann et al., 2006).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Berat Badan Induk dan Berat Lahir
Pedet Sapi Bali

Rata — rata berat badan induk sapi
Bali adalah 282,8 kg dengan berat yang
paling tinggi 346,5 kg dan terendah 226,5
kg. Rata — rata berat lahir pedet 17,9 kg,

dengan berat lahir tertinggi 22,0 kg dan
terendah 14,0 kg (Tabel 1).

Keragaman Lokus DNA Mikrosatelit
DRB3 Gen BoLA

Hasil analisis lokus DNA mikrosatelit
DRB3 gen BoLA menunjukkan bahwa
pada sapi Bali terdeteksi sejumlah 10 alel,
dengan ukuran alel bervariasi dari 145 bp
sampai dengan 233 bp. Frekuensi alel
yang tertinggi terdapat pada alel 195 bp
(35,0%) dan frekuensi alel terendah
terdapat pada alel 145 bp (1,25%, Tabel
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2). Hasil ini menunjukkan bahwa lokus
mikrosatelit DRB3 sangat polimorfik (10
alel). Jumlah alel pada penelitian ini lebih
banyak dibandingkan alel yang ditemukan
pada penelitian sapi bali sebelumnya oleh
Puja et al.(2011), yakni pada sapi bali
jantan asal Bali teridentifikasi sebanyak 7
alel dan pada sapi Bali jantan asal Nusa
Penida sebanyak 9 alel. Jumlah alel yang
ditemukan pada sapi Bali masih lebih
sedikit dibandingkan pada bangsa sapi
lainnya, seperti yang dilaporkan Acosta-

Rodriguez et al.,(2005) yang
mengidentifikasi 18 alel pada sapi
persilangan antara bangsa sapi Eropa,
Simmenthal, Holstein dan Zebu. Hasil

penelitian Bastos-Silveira et al.(2008)
mengidentifikasi ~ jumlah  alel 28
menggunakan penanda yang sama pada
jenis sapi berbeda (bangsa sapi Portugal),
sedangkan Martinez et al. (2006)
mengidentifikasi 20 alel pada sapi
persilangan antara Gyr dengan Holstein.
Nascimento et al.(2006), menemukan 37
alel pada sapi Brazilian Gyr dairy cattle
(Bos indicus). Polimorfisme lokus DRB3
pada sapi bali ini juga sesuai dengan hasil
penelitian lainnya. Baxter et al. (2008)
menyatakan bahwa lokus DRB3 paling
polimorfik diantara gen BoLA. Miretti et
al. (2001) melaporkan bahwa gen BoLA
lokus DRB3 bersifat polimorfik.

Heterosigositas lokus DRB3 adalah
0,821 untuk He dan 0,875 untuk Ho.
Berdasarkan persamaan Botstein’s
(Botstein et al., 1980), nilai PIC yang
diperoleh cukup tinggi yaitu 0,791 (Tabel
3). Heterozigositas lokus DRB3 lebih
tinggi dibandingkan yang dilaporkan oleh
Puja et al.(2011) yaitu 0,7863 pada sapi
Bali jantan asal Bali dan 0,7967 pada sapi
Bali jantan asal Nusa Penida. Nilai PIC
lokus DRB3 cukup tinggi
mengindikasikan lokus DRB3 bersifat
informatif untuk analisis genetika populasi
(Botstein et al., 1980).
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Tabel 1 Data Berat Badan Induk dan Berat Lahir Pedet di KTT.Sari Laba, Dusun Abuan,
Desa Sala, Kabupaten Bangli

Produksi Maksimum (kg) Minimum (kg) Rataan (kg) + SD
Berat Badan Induk 346,5 226,5 282,8 + 26,96
Berat Lahir Pedet 22,0 14,0 17,9+ 2,19

Tabel 2 Jumlah Alel dan Frekuensi Alel Lokus Tabel 3 Expected Heterozygositas (He),

DNA Mikrosatelit DRB3 pada Sapi Observed Heterozygositas (Ho) dan
Bali Betina Polimorphic Information Content
Lokus  Ukuran Jumlah  Frekuensi (PIC)
Alel (bp) Alel Alel Lokus He Ho PIC
(%)
DRB3 145 1 1,25 DRB3 0,821 0,875 0.791
149 3 3,75
155 2 2,50
171 12 15,00
177 5 6,25
183 5 6,25
195 28 35,00
207 5 6,25
225 7 8,75
233 12 15,00

Tabel 4 Hasil Analisis Ragam Asosiasi Keragaman Lokus DNA Mikrosatelit DRB3 Gen BoLA
dengan Berat Badan Induk

Sumber Db JK KT F P (Nyata)
Keragaman

Alel 9 11125,591 1236,177 1,868 0,071
Galat 70 46315,209 661,646

Total 79 57440,8

Tabel 5 Hasil Analisis Ragam Asosiasi Keragaman Lokus DNA Mikrosatelit DRB3 Gen BoLA
dengan Berat Lahir Pedet

Sumber Db JK KT F P (Nyata)
Keragaman

Alel 9 29,193 3,244 0,649 0,752
Galat 70 350,007 5,000

Total 79 379,200

Asosiasi Keragaman Mikrosatelit DRB3 (p < 0,1, Tabel 4). Hasil penelitian ini
gen BoLA dengan Berat Badan Induk mendukung hasil penelitian sebelumnya
dan Berat Lahir Pedet oleh Firouzamandi et al. (2010) bahwa

Hasil analisis ragam menunjukkan sifat produksi dan sifat yang berkaitan
adanya asosiasi ringan antara keragaman dengan ketahanan penyakit telah diketahui
lokus DNA mikrosatelit DRB3 gen BoLA berhubungan dengan polimorfisme alel
dengan berat badan induk pada sapi Bali gen BoLA dan menurut Nascimento et al.
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(2006) polimorfisme pada alel gen BoLA
berhubungan dengan sifat produksi,
prosentase lemak, protein air susu, angka
pertumbuhan, penampilan  reproduksi,
respon imun dan Kketahanan penyakit,
meskipun asosiasi dengan sifat produksi
(berat badan induk) yang diperoleh dari
penelitian ini ringan (p<0,1). Akan tetapi,
hasil penelitian ini tidak menunjukkan
adanya asosiasi keragaman lokus DNA
mikrosatelit DRB3 gen BoLA dengan
berat lahir pedet (Tabel 5), yang artinya
bahwa polimorfisme lokus DRB3 gen
BoLA tidak mempengaruhi berat lahir
pada pedet sapi Bali.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa lokus DNA mikrosatelit DRB3
sangat polimorfik dengan teridentifikasi
sebanyak 10 alel. Terdapat asosiasi ringan
antara keragaman lokus DNA mikrosatelit
DRB3 gen BoLA dengan berat badan
induk, akan tetapi tidak ada asosiasi antara
keragaman lokus DRB3 dengan dan berat
lahir pedet yang dilahirkan.
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