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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui polimorfisme gen GDF-9 dan BMP-15 pada sapi bali.
Gen GDF-9 dan BMP-15 merupakan gen yang terkait dengan kemampuan reproduksi, dan kemampuan
reproduksi tersebut berbeda pada setiap individu. DNA diisolasi dari darah 6 ekor sapi betina yang
diperoleh dari RPH Sesetan, Denpasar. Untuk mengetahui keberhasilan isolasi DNA dilakukan analisa
secara kuantitatif dengan menggunakan spektrofotometer dan analisa secara kualitatif dengan
menggunakan elektroforesis gel agarosa 1 %. Amplifikasi DNA untuk gen BMP-15 menggunakan primer
foward (5’- AGTTTGTACTGAGCCGGTCT -3’) dan primer reverse (5°- CTGACACACGAAGCGGAGT
-3’). Sedangkan amplifikasi gen GDF-9 dilakukan dengan menggunakan forward primer (5’-
CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3), reverse primer (5’- ACCAGAGGCTCAAGAGGAGC- -3°). Hasil
amplifikasi gen BMP-15 dan gen GDF-9 menunjukkan adanya 4 haplotip. Variasi hasil amplifikasi ini
menunjukkan adanya polimorfisme gen BMP-15 dan GDF-9 pada keenam sampel sapi Bali.

Kata kunci: Gen BMP-15, Gen GDF-9, Polimorfisme, sapi Bali.

ABSTRACT

The aim of this research was to determine the polymorphisms of BMP-15 and GDF-9 gene of Bali
cattle. DNA was isolated from blood samples of six female cattles with salting out method. Quantitative
and qualitative analysis of DNA was measured using spectrophotometer and agarose gel electrophoresis.
To get DNA fragment BMP-15 gene was amplified using Forward (5’- AGTTTGTACTGAGCCGGTCT -
3"), Reverse (5°- CTGACACACGAA GCGGAGT -3’°), while to get DNA fragmen GDF-9 gene was
amplified wusing Forward primer (5-CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3’), reverse primer (5°-
ACCAGAGGCTCAAGAGGAGC- -3’) for GDF-9. The results of amplification showed 4 haplotype for
BMP-15 and GDF-9 gene. It was concluded that there are polymorphism of BMP-15 and GDF-9 gene of
Bali cattle.
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PENDAHULUAN melalui  beberapa tahapan yaitu folikel
primordial, folikel primer, folikel preantral,

Folikel merupakan unit fungsional suatu
ovarium; didalam setiap folikel terdapat satu
oosit yang dikelilingi oleh satu atau lebih
lapisan sel somatik. Folikel berkembang
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dan antral [1]. Perkembangan folikel ditandai
dengan adanya perubahan bentuk sel granulosa
dan peningkatan ukuran oosit [2]. Perubahan
ini dikendalikan oleh hormone yang
dihasilkan hipofisa [3) dan parakrin [4].
Parakrin yang terlibat dalam perkembangan
foilkel antara lain GDF-9 (Growth
Differentiation Factor-9) dan BMP (Bone
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Morphogenetic Protein) disekresi oleh oosit,
sel granulosan dan sel teka [5,6]. Kedua
protein tersebut telah terbukti memiliki
peranan penting dalam mengatur
perkembangan folikel pada rodensia, domba
dan manusia [7,8,9]. Faktor-faktor
pertumbuhan oosit ini merupakan faktor yang
mempengaruhi fase awal dan fase akhir
folikulogenesis [5], [10]. BMP-15 dan GDF-9
merupakan molekul peptide dari kelompok
TGF-B superfamili dan disekresi oleh oosit
[11]. Mutasi pada GDF-9 [10] dan BMP-15
[5,6] mengakibatkan folikulogenesis berhenti
pada tahap folikel primer. GDF-9 dan BMP-15
bekerja sama untuk mengatur pematangan
oosit dan perkembangan folikel [12].

Bone morphogenetic protein (BMPs)
merupakan protein yang berperan dalam
mengatur proliferasi/diferensiasi sel, deposisi
matriks ekstraseluler dan apoptosis [13].
Terdapat 8 macam protein yang tergolong
dalam BMPs yang berperan
dalamfollikulogenesis, yaitu BMP-2, BMP-4,
BMP-6, BMP-7, BMP-15 dan GDF-9 [14],
[15]. BMP-15 adalah  sebuah  faktor
pertumbuhan dan anggota dari TGFf
superfamili yang mempunyai ekspresi yang
spesifik terhadap oosit. BMP-15 domba berada
pada kromosom X [5]. BMP-15 mengatur
prolifirasi dan diferensiasi sel granulosa,
menahan ekspresi folikel stimulating hormon,
dan menstimulasi ekpresi kit ligand, semua
pengaturan yang penting dari kit ligand [16].
BMP-15 berperan dalam pematangan oosit dan
perkembangan folikular sebagai homodimer
dan akan membentuk heterodimer dengan
GDF-9. BMP-15 terekspresi berlimpah pada
folikel primer, yang menunjukkan bahwa
trankripsi BMP-15 telah ditranslasikan pada
tahap awal follikulogenesis. Pada manusia,
BMP-15 terekspresi dalam konsentrasi yang
rendah. [12].

Pada beberapa penclitian menemukan
bahwa GDF-9 berperan dalam proliferasi sel
granulosa dan menekan ekspresi LH/CG
receptor (Lhcgr) pada sel-sel granulosa.
Ekspresi GDF-9 ditemukan pada oosit tikus
[17], sapi/domba [14], manusia [19] dan
folikel ovarium babi [21]. Lebih lanjut
dikatakan bahwa GDF-9 memiliki peranan

untuk menstimulasi ekspresi gen hyaluronon
synthetase 2 (Has2), prostaglandin synthetase
2 (Ptgs2) (juga dikenal sebagai
cyclooxygenase 2, Cox2) yang ada didalam
sel-sel cumulus oophorus. Enzim-enzim
tersebut memiliki peranan dalam ekspansi sel-
sel cumulus oophorus dan ovulasi [7]. Pada
tikus knock out gen GDF-9 didapatkan adanya
penghambatan pada proses folikulogenesis
pada tahap folikel primer. Hal ini
menunjukkan bahwa GDF-9 memiliki peranan
penting pada awal folikulogenesis [10].

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

METODE PENELITIAN

Waktu dan  Lokasi  Penelitian.
Penelitian dilaksanakan pada bulan Januari
2010 sampai Juni 2011. Sampel darah 7 ekor
sapi Bali betina diperoleh dari RPH Sesetan,
Denpasar. Analisa molekuler dilakukan di
Laboratorium Biologi Molekuler dan Seluler,
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
Ilmu  Pengetahuan  Alam,  Universitas
Brawijaya, Malang.

Amplifikasi gen BMP-15 dan GDF-9.
DNA diisolasi dari sel limfosit darah.
Amplifikasi gen GDF-9 dan BMP-15 sapi Bali
dilakukan melalui metode PCR. Primer DNA
yang digunakan untuk amplifikasi gen GDF-9
adalah forward primer (5°-
CAAGGAGGGGACCCCTAAAT-3), reverse
primer (5’ACCAGAGGCTCAAGA GGAGC
3’). Sedangkan primer DNA yang digunakan
untuk amplifikasi gen BMP-15 adalah foward
5’-AGTTTGTACTGAGCC GGTCT-3" dan
primer reverse 5-
CTGACACACGAAGCGGAGT-3’. Data yang
diperoleh dianalisis secara deskriptif, yaitu
dengan melakukan pengamatan profil pita
DNA hasil PCR.

HASIL DAN PEMBAHASAN
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Hasil amplifikasi DNA pada gen BMP-15
ditunjukkan pada Gambar 1. Amplifikasi pada
keenam sampel DNA sapi bali menghasilkan 4
haplotip (Tabel 1).

1000
bp

500
bp

Gambar 1. Hasil Amplifikasi Gen BMP-15. M: DNA
ladder 100 bp; lane 1-6: Fragmen DNA gen
BMP-15

Tabel 1. Hasil Amplifikasi Gen BMP-15 pada Sapi Bali

Haplotip Sanlnp © Fragmen DNA (bp)
1 1 150, 400, 600, 900,
1400, 1600
) ) 100, 200, 400, 500,
800, 1400
3 3 jan 100, 400
4 5 dan 100, 200, 400, 500,
6 800

Hasil amplifikasi gen GDF-9 ditunjukkan pada
Gambar 2. Amplifikasi pada kelima sampel
DNA sapi bali menghasilkan 4 haplotip (Tabel
2).

Amplifikasi gen BMP-15 pada sapi bali
menghasilkan fragmen DNA yang berbeda
pada setiap sampel (Gambar 1 dan Tabel 1).
Pada semua sampel terdapat kesamaan
fragmen DNA yang dihasilkan yaitu pada
ukuran 400bp. Penelitian sebelumnya dengan
menggunakan primer yang sama untuk
mengamplifikasi gen BMP-15 pada sapi dari
berbagai breed diperoleh ukuran fragmen
sebesar 389bp [20]. Adanya perbedaan hasil
amplifikasi pada keenam sapi bali dengan
penelitian kemungkinan disebabkan karena
perbedaan bangsa sapi yang digunakan sebagai
sampel. Amplifikasi gen GDF-9 pada sapi
Bali menghasilkan fragmen DNA yang
berbeda pada setiap sampel (Gambar 2 dan

Tabel 2). Pada hasil amplifikasi gen GDF-9
selalu memunculkan fragmen DNA dengan
ukuran 1200bp pada setiap sampel. Hasil
amplifikasi pada kedua gen tersebut
menunjukkan adanya variasi sekuen pada gen
BMP-15 dan GDF-9 sapi bali.

Gambar 2. Hasil Amplifikasi Gen GDF-9. M: DNA
ladder 100 bp; lane 1-5: Fragmen gen
GDF-9

Tabel 2. Hasil Amplifikasi Gen GDF-9 pada Sapi Bali

ampe g ragmen DNA (bp)

Haplotip

|
] 1 1200
2 2 ‘_,1,3“ 600, 1200, 1300
3 4 Tidak teramplifikasi
4 5 600 dan 1200

Polimorfisme dapat menjadi penanda
adanya keragaman genetik suatu populasi.
Polimorfismec merupakan variasi genetik yang
biasanya muncul dengan persentase sedikitnya
1% dari suatu populasi. Munculnya
polimorfisme dengan peluang 1% tersebut juga
diakibatkan oleh adanya mutasi spontan,
sehingga dalam suatu famili hal tersebut juga
dapat diturunkan kepada keturunannya [22].
Secara umum keanekaragaman genetik dari
suatu populasi dapat terjadi karena adanya
mutasi, rekombinasi, atau migrasi gen dari satu
tempatke tempat lain.

Gen BMP-15 dan dan gen GDF-9
merupakan gen fekunditas yang mempunyai
nilai ekonomi di bidang reproduksi domba dan
ruminansia  [3,10]. Diduga bahwa protein
BMP-15 merupakan protein spesies-spesifik
yang dihubungkan dengan perbedaan tingkat
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ovulasi pada banyak spesies [12]. Secara alami
adanya heterosigositas pada gen BMP-15
karena adanya mutasi dapat meningkatkan
ovulasi dan prolifikasi pada domba. Sedangkan
homosigositas  pada gen BMP-15 dapat
menyebabkan terjadinya infertil pada domba
[5],[6]. Mutasi alami pada gen BMP-15
menjadi faktor yang berpengaruh terhadap
ovarium dan dapat mengakibatkan peningkatan
kecepatan ovulasi maupun fenotip infertil [12].
BMP-15 meregulasi proliferasi dan
differensiasi sel granulosa dengan cara
mempromotori mitosis

sel, menekan ekspresi reseptor FSH (Follicle
Stimulating Hormone), dan menstimulasi
ckspresi ligan Kit, dimana semua fungsi
tersebut berperan pada kesuburan mamalia
betina [22].

Gen GDF-9 merupakan gen pengontrol
esensial dibutuhkan dalam perkembangan
folikel. GDF-9 menstimulus protein pada
proses perkembangan folikel primordial dan
folikel primer sampai pengaturan sel granulosa

dan sel teka. Mutasi (S395F) pada gen
GDF-9 yang berasosiasi dengan peningkatan
kecepatan ovulasi dalam keadaan heterozigot
dan akan mengakibatkan steril dalam keadaan
homozigot pada domba Cambridge dan
Belclare [6].

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah
dilakukan dapat disimpulkan bahwa terdapat
polimorfisme (variasi genetik) gen BMP-15
dan GDF-9 pada 6 sampel sapi Bali
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