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ABSTRACT The purposes of this study were to
identify the polymorphism of the lactoferrin gene
in Holstein-Friesian (HF) cows.The study was
conducted on 281 heads of HF lactating cows
coming from dairy farmers in Lembang district.

Investigation on variant genotypes of the lactoferrin
gene used PCR-RFLP method. Genotyping of the
lactoferrin gene with EcoRI restriction enzyme
produced two genotypes, i.e. AA (65.5%) and AB
(34.5%) genotypes.
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PENDAHULUAN
Laktoferin ~ merupakan  komponen
protein susu yang berfungsi mengurangi

kejadian mastitis (Nibbering et al., 2001),
protein tersebut disintesis oleh sel granulosit
dan sel epitel kelenjar susu sebagai respon
terhadap infeksi misalnya mastitis (Kaminski
et al., 2006). Laktoferin merupakan polipeptida
rantai tunggal, glikoprotein pengikat zat besi
dengan berat 80 kDa dan merupakan anggota
dari keluarga gen transferin. Selain terdapat
dalam susu dan kolostrum, laktoferin juga
dapat ditemukan pada neutrofil, ginjal, sel
epitelial, dan pada cairan mukosa, seperti:
saliva, air mata, sekresi usus kecil, sekresi
vagina dan lain-lain. Beberapa laporan
menyebutkan aktivitas antibakterial laktoferin
baik pada penelitian in vitro maupun in vivo
(Arnould et al., 2009; Nibbering et al., 2001;
Pawlik et al., 2009, Wakabayashi et al., 2006).
Sifat bakterisidal laktoferin diduga dihasilkan
oleh daerah kation pada lobus N dari laktoferin
yang menyebabkan kerusakan pada membran
luar bakteri (Connely 2001; Li et al. 2004;
Teng, 2002; Woakabayashi et al., 2006).
Laktoferin dapat berinteraksi dengan lipida A
dari LPS vyang terdapat pada membrane
bakteri. Hal ini menyebabkan ketidakstabilan
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pada membran bakteri gram negatif karena
terjadi pemblokiran interaksi antara LPS
dengan signal LPS (CD 14) (Baveye et al.,
1999; Rainard et al., 2006). Lebih lanjut
Connely (2001) menyatakan bahwa laktoferin

merupakan protein  multi fungsi  seperti
membantu penyerapan zat besi di usus,
pertumbuhan sel usus, melindungi dari
serangan mikroba penyebab infeksi dan
sebagai sistem kekebalan tubuh. Protein
multifungsi  ini  merupakan kunci pada

kesehatan kelenjar susu sehingga potensial
untuk digunakan sebagai kandidat gen pada
seleksi resistensi sapi perah terhadap mastitis
(Seyfert et al., 1996, Wojdak-Maksymiec et
al., 2006).

Gen laktoferin terletak pada kromosom
22 (22924). Struktur gen laktoferin terdiri atas
17 exon dan 16 intron. Total basa pada gen
laktoferin sapi adalah 13647 pb. Panjang total
exon, total intron dan daerah promotor gen
laktoferin secara berurutan adalah 2339 pb,
8064 pb dan 1122 bp (Schanbacher et al.,
1993; Seyfert et al., 1994). Dari exon 2 sampai
4 dan dari exon 9 sampai 12 mengkodekan
domain globular pertama pada masing-masing
lobe, sedangkan dari exon 12 sampai 15
mengkodekan  globular  yang lainnya.
Sedangkan asam amino yang membentuk
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daerah Hinge dikodekan pada awal exon 9
(Seyfert et al.,1994).

Telah banyak polimorfisme yang
ditemukan pada gen laktoferin baik pada
daerah exon, intron maupun daerah UTR
(Seyfert et al., 1994; Li et al., 2004; Kaminski
et al., 2006). Lebih lanjut dilaporkan bahwa
polimorfisme pada daerah pengaturan memiliki
pengaruh pada ekspresi gen. Seyfert dan Kiihn
(1994) mendeteksi adanya 6 polimorfisme
pada daerah UTR’5 dan 1 polimorfisme pada
exon 1. Li et al. (2004) menemukan 6 SNP
yang lainnya yaitu: 1 pada exon 4, 1 pada
intron 4, 1 pada exon 8, 2 pada exon 9 dan 1
pada exon 15. Polimorfismepada posisi +32
(G/C) memiliki peranan penting pada
determinasi kandungan dan kualitas protein
susu, tetapi tidak memiliki hubungan dengan
jumlah sel somatik susu (Kaminski et al.,
2006). Lebih lanjut Kaminski et al. (2006)
menyebutkan bahwa alel G berhubungan
dengan ekspresi laktoferin yang rendah dan
daerah promoter berhubungan erat dengan
rendahnya jumlah sel somatik susu, sebaliknya
alel C berkaitan dengan peningkatan kadar
laktoferin dalam susu yang menyebabkan
system pertahanan tubuh yang lebih baik.
Laporan terbaru dari Kaminski et al. (2008)
menyatakan bahwa kadar protein susu yang
lebih tinggi memiliki kaitan yang erat dengan
polimorfisme pada posisi +216. Boichard et
al. (2003) melaporkan adanya hubungan antara
polimorfisme pada gen laktoferin dengan kadar
lemak susu, sedangkan Ashwell et al. (2004)
melaporkan mengenai hubungan polimorfisme
laktoferin dengan kadar lemak susu dan jumlah
sel somatik susu. Harder et al. (2006) juga
mendeteksi adanya persistensi kadar lemak dan
kadar protein susu yang berhubungan dengan
gen laktoferin pada sapi perah Holstein di
negara Jerman.Sequen gen laktoferin dari Gen
Bankmenunjukkan fragmen dimana mutasi
terjadi, dimana titik mutasi tersebut dikenali
oleh enzim restriksi EcoRI. Pada fragmen gen
laktoferin lokus EcoRI ditemukan dua alel
yaitu alel A dan alel B yang mengkodekan tiga
kemungkinan genotipe yaitu genotipe AA, AB
dan BB (Klussmann and Seyfert, 1995; Seyfert
and Kuhn, 1994; Wojdak-Maksymiec et al.,
2006). Alel A memiliki frekuensi 0.755 dan
alel B 0.245 (Seyfert and Kuhn, 1994). Akan

tetapi tidak ada konsistensi hasil diantara
penelitian-penelitian mengenai  kontrol gen
laktoferin lokus EcoRI terhadap angka
somatik sel yang menjadi salah satu indikator
mastitis.

Berdasarkan paparkan di atas, telah
banyak penelitian mengenai polimorfisme gen
laktoferin. Akan tetapi belum pernah ada
publikasi  mengenai  polimorfisme  gen
laktoferin pada ternak di Indonesia, khususnya
pada sapi perah. Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi polimorfisme gen laktoferin
pad sapi perah Friesian-Holstein (FH) pada
beberapa lokasi sentra produksi susu di
kabupaten Lembang, Jawa Barat.

MATERI DAN METODE

Sampel darah berasal dari 281sapi FH
laktasi padatiga lokasi peternakan di daerah
Lembang. Sampel darah diambil dari bagian
vena juguralis dengan menggunakan jarum
vaccutainer no. 21 G dan disimpan dalam
tabung vaccutainer 10 ml dengan alkohol 96%
sebagai preservasi.

Ekstraksi DNA dan PCR

Isolasi DNA dilakukan dari darah dan
dari sel somatik susu. Isolasi DNA dari sampel
darah dilakukan dengan menggunakan metode
ekstraksi  phenol-chloroform (Sambrooketal,
1989) yang telah dimodifikasi untuk sampel
darah yang disimpan dalam alkohol. Isolasi
DNA dari sampel susu dilakukan dengan
menggunakan metode ekstraksi DNA dari sel
somatic (Arnould et al., 2009).

Proses amplifikasi gen menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR).
DNA hasil ekstraksi digunakan untuk
amplifikasi ruas gen target laktoferin sepanjang
301 pb. Pereaksi yang akan digunakan untuk
amplifikasi ruas gen target adalah 50 ng
template DNA, 1xbuffer (Tris-HCI 100
mmol/L, pH 8.3; KCI 500 mmol/L), 0.25
umol/L. primers, 2.0 mmol/L MgCI2, 0.25
mmol/L  dNTPs, dan 05 U TagDNA
polymerase (Vivantis) dan bufernya dalam
larutan total 25 pl. Amplifikasi in vitro dengan
mesin thermal cycler dilakukan dengan kondisi
denaturasi awal pada suhu 94 °C selama 5
menit, 35 siklus yang terdiri dari denaturasi
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pada suhu 94 °C selama 45 detik, annealing
pada suhu 60°C selama 1 menit. Elongasi pada
suhu 72 °C selama 1 menit, dan elongasi akhir
pada suhu 72 °C selama 5 menit. Sequen
primer yang digunakan untuk amplifikasi ruas
gen laktoferin mengacu pada Wojdak-
Maksymiec (2006). Fragmen gen hasil
amplifikasi divisualisasikan pada gel agarose
1.5% dengan bufer 0,5x TBE (trisborat EDTA)
yang dijalankan pada tegangan 100 v selama
40 menit dan diwarnai dengan etidiumbromida
diatas UV trans ilmuninator.

PCR-RFLP

Identifikasi polimorfisme gen
laktoferin menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction -Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP). Enzim pemotong
(restrictionenzyme) yang digunakan adalah
EcoRI dengan situs pengenal basa GJAATTC.
Digesti enzimatik dilakukan pada suhu 37°C
selama 18 jam. Hasil digesti diseparasi pada
gel pada gel agarose 2% dengan buffer 0,5x
TBE (trisborat EDTA). Seluruh reaksi PCR
dilakukan pada mesin Esco Thermal Cycler.

Analisis Statistik

Keragaman gen dapat ditentukan
dengan analisis frekuensi alel,  frekuensi
genotipe dan nilai heterozigositas, sedangkan
keseimbangan genotipe dapat dilihat melalui
keseimbangan  proporsi  Hardy-Weinberg.
Frekuensi alel dari masing-masing lokus dapat
diperkirakan dengan menghitung jumlah gen
pada populasi. Menurut Nei (1987) Jika nj
adalah individu yang bergenotipe AA;, nj
adalah individu yang bergenotipe A/A;, dan
jumlah total sampel adalah n, maka frekuensi
alel A; (y) dihitung dengan persamaan sebagai
berikut:

Xi= an + mJ]Qn,

Frekuensi genotipe dapat diperkitakan dengan
menghitung perbandingan jumlah genotipe
pada populasi. Dengan menggunakan asumsi
sebelumnya, maka frekuensi genotipe AiA; (i)
dapat dihitung dengan persamaan sebagai
berikut:

r]ii

i :?
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Keterangan :

Xi  =frekuensi alel ke-i

nij = jumlah individu yang bergenotipe ii
nii = jumlah individu yang bergenotipe ij
n = jumlah sampel

Derajat heterozigositas (h) dihitung
berdasarkan frekuensi alel pada tiap lokus
DNA dengan rumus Nei (1987) :

h=2n(1-2 Xi%/(2n-1)
Keterangan :
Xi = frekuensi alel
h = nilai heterozigositas lokus

Proporsi  Hardy-Weinberg dihitung
berdasarkan rumus sebagai berikut:
O-E)?
p :z( = )
Keterangan :
¥* = nilai chi-square uji
O = jumlah pengamatan genotipe ke-i
E =jumlah harapan genotipe ke-i

Hasil penghitungan keragaman genetic
diolah dengan Program statistic TFPGA -
Tools for Population Genetic Analysis (Miller,
1997).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi dan Identifikasi Gen laktoferin

Amplifiksi  ruas gen laktoferin
dilakukan pada mesin thermal cycler (ESCO)
dengan suhu annealing 60°C. Panjang gen
laktoferin yang teramplifikasi dalam penelitian
adalah 301 pb sebagaimana panjang ruas DNA
yang diapit oleh primer pada sekuen gen
laktoferin ~ (nomor  akses gen  bank
AH000852S03dan BOVLACTFER).

Identifikasi keragaman gen laktoferin
intron 6 pada sapi perah FH dengan enzim
restriksi EcORI mengenali situs pemotongan
G|AATTC (Seyfert et al., 1994). Pada kerbau
keragaman gen laktoferin disebabkan oleh
adanya mutasi yang terjadi pada posisi basa ke
3481.Terjadinya mutasi dari C menjadi T
menyebabkan citosin berubah menjadi timin
sehingga situs pemotongan untuk enzim
restriksi EcoRI berubah.

Pemotongan gen laktoferin  dengan
enzim EcoRIl menghasilkan genotipe AA, AB
dan BB. Gen laktoferin genotipe BB dan AB

17



ditunjukkan pola dimerik (dua dan tiga pita)
dan genotipe AA ditunjukkan oleh pola
monomerik (pita tunggal) (Gambar 1). Alel
AA memiliki panjang fragmen 301 (tidak
terpotong), alel BB panjang fragmen 100 dan
201. Sedangkan fragmen alel AB merupakan
gabungan dari ketiganya (100, 201 dan 301)
(Seyfert et al., 1994; Wojdak-Maksymiec
2006). Pola pemotongan fragmen genotip
laktoferin hasil penelitian ditampilkan pada
Gambar 1.

M AA AB AA AA AB

301 pb

201 pb

100 pb

Gambar 1. Visualisasi hasil elektroforesis gen
laktoferinproduk EcoRI pada  gel
agarose 2%. M adalah Marker 100
bp. AA dan AB adalah varian
genotipe gen laktoferin lokus EcoRl.

Frekuensi Genotipe dan Frekuensi Alel Gen
Laktoferin

Polimorfisme atau keragaman genetik
dapat diketahui berdasarkan analisis frekuensi
alel dan frekuensi genotipe. Frekuensi genotipe
dan frekuensi alel diperoleh dari hasil
genotiping 281 sampel. Frekuensi genotipe dan
frekuensi alel dari gen laktoferin lokus EcoRl
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Frekuensi genotipe dan frekuensi alel gen
laktoferin pada sapi perah FH.

FrekuensiAlel

peternakan Jumian FrekuensiGenotipe
Sampel  AA AB BB A B
Cilumber 98 0612 0388 0 0806 0194
Pasar Kemis 95 0737 0263 0 0868 0132
BPPT-Cikole ~ 88 0614 038 0 0807 0.193
Total 281 0655 0345 0 0827 0173

Digesti gen laktoferin dengan enzim
restriksi EcoRImenghasilkan dua alel yaitu alel
A dan alel B. Dari tabel dapat dilihat bahwa
sapi perah FH yang diteliti memiliki dua
genotipe, yaitu genotipe AA  (65.5%) dan
genotipe AB (34.5%). Pada sapi perah yang

diteliti, tidak ditemukan individu yang
memiliki genotipe BB. Di antara ketiga lokasi
pengambilan sampel, frekuensi genotipe AA
lebih tinggi dari pada frekuensi genotipe AB.
Melalui pengujian X?diketahui perbedaan yang
signifikan ~ (P<0.01) diantara  frekuensi
genotype AA dan AB dikedua lokasi peng-
ambilan sampel. Hasil yang berbeda dilaporkan
oleh Sender et al. (2006), Wodjak-Maksimiec
(2006) dan Zhao et al. (2008) yang mem-
peroleh tiga genotipe (AA, AB dan BB) dari
hasil pemotongan gen laktoferin lokus EcoRI
pada sapi perah FH. Lebih lanjut Wodjak-
Maksimiec (2006) melaporkan frekuensi
genotipeAA, AB and BB secara berurutan
aadalah 37.90%, 59.68% dan 2.42%. Sender
(2006) juga melaporkan bahwa frekuensi
genotipeBB sangat rendah yaitu 4%. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa distribusi
diantara alel A dan alel B disemua lokasi

pengambilan sampel bervariasi. Ini me-
nunjukkan bahwa gen laktoferin lokus EcoRI
pada sapi perah FH bersifat beragam/-
polimorfis.
Derajat Heterozigositas

Derajat  heterozigositas merupakan
rataan persentase lokus heterozigosit tiap
individu atau rataan persentase individu

heterozigot dalam populasi (Nei dan Kumar,
2000). Nilai  heterozigositas dari  gen
laktoferindisajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Nilai heterozigositas (h) dan proporsi
Hardy-Weinberg berdasarkan tes Chi-
Squaregen laktoferin lokus EcoRI pada
peternakan yang berbeda.

Frekuensi Genotipe Laktoferin (2)
Peternakan ét;rrzlag h df ;Ta P
P AA(O/E) AB(O/E) BB (OfE) o
Cilumber 98 03126 60636837 3306327 o03esyr 2 o0 0078
PasarKemis 95 02285 70716447 25217105 047 2 20 0344
BPPT-Cikole 88 03117 54572841 34274318 o281 2 Oo® 008
Total 2} o285 1841023710 o0 2580 o830 2 222 00
Keterangan :

O = Frekuensi observasi
E = Frekuensi harapan.

Nilai heterozigositas dari masing-
masing populasi berkisar antara 0,2285 —
0,3126. Padapeternakan rakyat di desa
Cilumberdiperoleh nilai heterozigositas
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tertinggi, sedangkanpada peternakan rakyat di
desa Pasar Kemisdiperoleh yang terendah.
Nilai  heterozigositas pada  keseluruhan
peternakan adalah 0.2856. Hasil menunjukkan
bahwa nilai heterozigositas di keseluruhan
populasi rendah, karena menurut Javanmard et
al. (2005) nilai heterozigositas di bawah 0.50
mengindikasikan rendahnya variasi suatu gen
dalam populasi.

Semakin tinggi derajat heterozigositas
suatu populasi maka daya tahan hidup populasi
tersebut akan semakin tinggi dan seiring
dengan menurunnya derajat heterozigositas
akibat dari silang dalam dan fragmentasi
populasi maka sebagian besar alel resesif yang
bersifat lethal semakin meningkat frekuensinya
(Avise, 1994). Pada seleksi ternak diharapkan
nilai heterozigositas yang tinggi karena nilai
heterozigositas mencerminkan variasi suatu
gen dalam populasi. Semakin tinggi nilai
heterozigositas dalam populasi maka semakin
besar peluang untuk melakukan seleksi pada
populasi tersebut.

Proporsi Hardy-Weinberg

Hukum keseimbangan Hardy-
Weinberg menyatakan bahwa frekuensi alel
dan frekuensi genotipe dalam suatu populasi
yang cukup besar akan tetap konstan dari satu
generasi ke generasi jika dalam populasi
tersebut terjadi perkawinan secara acak
(random mating), tidak ada seleksi, mutasi,
migrasi dan genetic drift (Blott et al., 1998,
Noor, 2004). Proporsi  Hardy-Weinberg
dihitung berdasarkan perbedaan frekuensi
genotipe  pengamatan  dengan  frekuensi
genotipe harapan. Hasil pengujian proporsi
Hardy-Weinberg dari gen laktoferindisajikan
pada Tabel 2.

Berdasarkan hasil pengujian proporsi
Hardy-Weinberg didapatkan bahwa frekuensi
genotipe gen laktoferin lokusEcoRIl pada
gabungan dua kondisi pemeliharaan dalam
keadaan tidak seimbang (y2 =12.2277, df = 2,
P=0.0005). Seleksi dan sistem perkawinan
yang tidak dilakukan secara acak merupakan
salah satu faktor yang dapat mengubah
keseimbangan dalam populasi secara cepat, hal
ini umumnya terjadi pada populasi sapi perah.
Pada populasi sapi perah terjadi proses
seleksisecara terus menerus yang bertujuan
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untuk meningkatkan produksi dan kualitas
susu. Proses perkawinan ternak perah
mengaplikasikan kawin buatan (Inseminasi
buatan) dengan menggunakan sperma dari
pejantan unggul tertentu sehingga tidak terjadi
perkawinan secara acak (random mating).Noor
(2004) melaporkan bahwa suatu populasi
dinyatakan dalam keadaan keseimbangan
Hardy-Weinberg, jika frekuensi genotipe (p?
2pg, q°) dan frekuensi alel (p dan q) konstan
dari generasi ke generasi. Pada satu populasi,
jika terjadi akumulasi genotipe, populasi yang
terbagi, mutasi, seleksi, migrasi, perkawinan
dalam  kelompok/ populasi yang sama
(endogami) dan perkawinan yang tidak acak
maka dapat menimbulkan  terjadinya
ketidakseimbangan frekuensi genotipe atau
frekuensi alel dalam populasi tersebut. Blott et
al. (1998) menambahkan bahwa silang dalam
dan silang luar juga mempengaruhi frekuensi

genotipe.
Hasil pengujian proporsi  Hardy-
Weinbergpada masing-masing  peternakan

menunjukkan bahwa frekuensi genotipe gen
laktoferin lokusEcoRI pada setiap peternakan
dalam keadaan seimbang. Hal ini berbeda jika
dibandingkan dengan kondisi yang tidak
seimbang pada keseluruhan data. Perbedaan
keseimbangan  Hardy-Weinbergini  terjadi
karena jumlah sampel yang terbatas pada setiap
peternakan (jumlah sampel dari BPPT Cikole
88 ekor, dari peternakan rakyat desa Cilumber
98 ekor dan dari peternakan rakyat desa Pasir
Kemis 95 ekor). Falconer dan Mackay (1996)
menyatakan bahwa ukuran populasi sampel
mempengaruhi keseimbangan  frekuensi
genotipe dari generasi ke generasi, sedangkan
Miller (1997) menyatakan bahwa jumlah
sampel yang terbatas akan menyebabkan
rendahnya tingkat kepekaan pada pengujian
proporsi  Hardy-Weinberg dengan meng-
gunakan metode chi-square sehingga hasil
yang diperoleh bersifat bias .

KESIMPULAN

Genotiping gen laktoferin lokus EcoRl
menghasilkan dua varian genotipe yaitu AA
dan AB dengan frekuenasi genotipe AA lebih
tinggi (65.5%) dari pada AB (34.5%).Nilai
heterozigositas  atau  persentase  lokus
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heterozigot dalam populasi adalah 0.2856. Ini
menunjukkan bahwa gen laktoferin lokus
EcoRlI pada sapi perah FH di daerah kabupaten
Lembang Jawa barat bersifat beragam/
polimorfis.
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