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ABSTRACT The purposes of this study were to
identify the polymorphism of the lactoferrin gene
and the association of genetic variants of the
lactoferrin gene on milk quality in Holstein-Friesian
(HF) cows. The study was conducted on 194 heads
of HF lactating cows coming from semi intensive of
small dairy farmers in two villages of the KPSBU
Lembang, 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%) and AB (35%) genotypes.

Both the AA and AB genotypes had inconsistency
in controlling component of the milk quality.
Further, the AB lactoferrin cows had a higher
frequency in the classification of low somatic cells
count (0.75), while the AA cows were at a higher
frequency in the classification of high somatic cells
count (0.60). It was concluded that there is no
strong relationship between intron 6 lactoferrin
gene with milk quality parameters. Further, the AB
genotype of the lactoferrin gene had a consistency
in producing lower somatic cells count compared to
the AA genotype.
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PENDAHULUAN

Arah seleksi ternak perah adalah untuk
menghasilkan sapi-sapi dengan sifat unggul
produksi susu yang tinggi, kualitas susu yang
baik dan ketahanan terhadap penyakit. Seleksi
keunggulan genetik melalui identifikasi gen
yang diprediksi berasosiasi kuat dengan
produksi, kualitas susu dan ketahanan terhadap
penyakit akan sangat mendukung bagi program

perbaikan genetik sapi perah domestik.
Khususnya, seleksi untuk gen-gen yang
mengontrol  protein  susu dan resistensi

terhadap penyakit mastitis (Kaminski et al.,
2006; Hagiwara et al., 2003). Mastitis
merupakan penyakit yang paling sering
menyerang sapi perah dan menyebabkan
kerugian ekonomi terbesar pada peternakan
sapi perah di dunia. Penurunan produksi dan
kualitas susu merupakan penyebab utama
kerugian ekonomi karena kasus mastitis, baik
mastitis subklinis maupun mastitis klinis.
Angka kejadian mastitis di dunia cukup tinggi

Corresponding author: elmy_mariana2002@yahoo.com

Agripet Vol 11, No. 2, Oktober 2011

2011 Agripet : Vol (11) No. 2: 51-57

yaitu pada kisaran 25 sampai 60% (Schukken

et al., 2003).
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). 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). Laktoferin
menyebabkan membran bakteri gram negatif
tidak stabil karena terjadi pemblokiran
interaksi antara LPS dengan LPS signaling
(CD 14) (Rainard and Riollet, 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
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seleksi resistensi sapi perah terhadap mastitis
(Seyfert et al., 1996; Wojdak-Maksymiec et
al., 2006).

Gen laktoferin terletak pada kromosom
22 (22q24). Struktur gen laktoferin terdiri atas
17 exon dan 16 intron. Total basa pada gen
lactoferin 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
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. Sequen gen
laktoferin dari Gen Bank menunjukkan
fragmen dimana mutasi terjadi, dimana titik
mutasi tersebut dikenali oleh enzim restriksi
EcoRI. Pada fragmen gen laktoferin lokus
EcoRlI ditemukan dua alel yaitu alel A dan alel
B yang mengkodekan tiga kemungkinan
genotipe vyaitu 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). Seyfert and
Kihn  (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. Polimorfisme pada
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.

Berdasarkan pendekatan yang telah
dipaparkan di atas, dimungkinkan untuk
melakukan penelitian mengenai hubungan
antara polimorfisme gen laktoferin dengan
kualitas susu. Tujuan penelitian ini adalah
untuk mengidentifikasi polimorfisme gen
laktoferin  serta  mengetahui  konsistensi
hubungan antara genotipe gen laktoferin
dengan kualitas susu sapi perah Friesian-
Holstein (FH) pada peternakan rakyat di bawah
binaan KPSBU Lembang.

MATERI DAN METODE

Materi

Sampel darah berasal dari 194 sapi FH
laktasi di daerah Lembang.  Sampel di
kumpulkan dari dua desa vyaitu Desa Pasir
Kemis (96 ekor) dan Desa Cilumber (98 ekor).
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 . Sampel susu dikumpulkan
untuk pengujian kualitas susu dan jumlah sel
somatik (SCC).

Metode
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 (Sambrook et al.
1989) yang telah dimodifikasi untuk sampel
darah yang disimpan dalam alkohol. Isolasi
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DNA dari sampel susu dilakukan dengan
menggunakan metode ekstraksi DNA dari sel
somatik (Arnould et al., 2009).

Proses amplifikasi gen menggunakan
metode Polymerase Chain Reaction (PCR)
dengan sequen primer mengacu pada Wojdak-
Maksymiec (2006). Identifikasi polimorfisme
gen  laktoferin  menggunakan  metode
Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP).
Enzim pemotong (restriction enzyme) yang
digunakan adalah EcoRI dengan situs pengenal
basa G|AATTC.

Analisis Kualitas Susu

Data kualitas susu yang terdiri atas
kadar protein, berat jenis, kadar lemak, kadar
bahan kering dan kadar bahan kering tanpa
lemak. Prosedur pengujian kualitas susu
dilakukan sesuai standart uji pada Dewan
Standarisasi Nasional (1998) untuk kualitas
susu segar. Pemeriksaan sel somatik susu
dengan metode Breed.

Analisis Statistik

Frekuensi alel dan frekuensi genotipe
dari masing-masing lokus dihitung berdasarkan
persamaan Nei (1987). Data kualitas susu
sebelum dianalisis distandarisasi terhadap hari
laktasi (1 sampai sampai 6 bulan) dan periode
laktasi (1 sampai 5). Pengaruh keragaman
genetik terhadap kualitas susu dihitung
berdasarkan model linear dari Mattjik dan
Sumertawijaya (2006) dan jika respon
menunjukkan perbedaan (0=0,05) dilakukan
pengujian menggunakan metode uji beda
tukey.

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 AHO000852S03 dan
BOVLACTFER).

Identifikasi keragaman gen laktoferin
intron 6 pada sapi perah FH dengan enzim
restriksi ECORlI mengenali situs pemotongan
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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.

Panjang fragmen produk PCR gen
laktoferin adalah 301 pb. Pemotongan gen
laktoferin dengan enzim EcoRI menghasilkan
tiga genotype, yaitu AA, AB dan BB. 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). Hasil penelitian menunjukkan dua
genotype, yaitu AA dan AB. 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 laktoferin
produk EcoRI pada gel agarose 2%. M adalah
Marker 100 bp. AA dan AB adalah varian
genotipe gen laktoferin lokus EcoRlI.

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 194 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.

Lokasi Jumlah Frekuensi Frekuensi
sampel Genotipe Alel
AA AE BB A B

Cilumber 98 0.612 0388 0 0.806 0.194

Pasar 96 0.737 0263 O 0.868 0.132
Kemis
Total 194 0.674 0326 O 0.837 0.163
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Digesti gen laktoferin dengan enzim
restriksi EcoRIl menghasilkan dua alel yaitu
alel A dan alel B. Dari tabel dapat dilihat
bahwa sapi perah FH yang diteliti memiliki
dua genotipe, yaitu genotipe AA (67.4%) dan
genotipe AB (32.6%). Pada sapi perah yang
diteliti, tidak ditemukan individu yang
memiliki genotipe BB. Di antara dua lokasi
pengambilan sampel (Cilumber dan Pasar
Kemis ), frekuensi genotipe AA lebih tinggi
dari pada frekuensi genotipe AB. Melalui
pengujian X? diketahui perbedaan yang
signifikan (P<0.01) diantara frekuensi genotipe
AA dan AB dikedua lokasi pengambilan
sampel. Hasil yang berbeda dilaporkan oleh
Sender et al. (2006), Wodjak-Maksimiec
(2006) dan Zhao et al. (2008) yang
memperoleh tiga genotipe (AA, AB dan BB)
dari hasil pemotongan gen laktoferin lokus
EcoRIl pada sapi perah FH. Lebih lanjut
Wodjak-Maksimiec (2006) melaporkan
frekuensi genotipe AA, AB and BB secara
berurutan aadalah 37.90%, 59.68% dan 2.42%.
Sender et al. (2006) juga melaporkan bahwa
frekuensi genotipe BB sangat rendah yaitu 4%.
Hasil penelitian ini  menunjukkan bahwa
distribusi diantara alel A dan alel B dikedua
lokasi pengambilan sampel bervariasi. Ini
menunjukkan bahwa gen laktoferin lokus
EcoRl pada sapi perah FH bersifat
beragam/polimorfis.

Pengaruh Keragaman Genotipe Laktoferin
pada Kualitas dan Produksi Susu
Pemeriksaan pengaruh keragaman genotipe
gen laktoferin pada kualitas susu dilakukan
untuk parameter kadar protein, kadar lemak,
BK, BKTL dan BJ. Gambaran kualitas dan
produksi susu berdasarkan genotipe AA dan
AB gen laktoferin disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Kualitas dan Produksi Susu Berdasarkan
Varian Genotipe Laktoferin pada Sapi
Perah Fh.

Cilumber Pasar Kemis Total

AA AB AA AB AA AB
Protein (%) 2955+ 3.007% 2.947% 2817 2.969°+ 2.980'+
0.356 0.445 0.304 0.327 0.327 0.419

Sarameter

Lemak (%) 3.784°+ 3563+ 3.219'+ 3584 3473 3571+
0.879 0.278 0.764 0.719 0.860 0.667

BK (%) 11,934  12350%+ 11620+ 11779  11761% 12112
1.036 1.257 1179 0752 1121 1.100

BKTL (%) 8287 8369  8340% 8128 8316 8.266'+
0622 0341 0.353 0.429 0.489 0.394

BJ 1.027°+ 1.027°+ 1.027°+ 1.027°+ 1.027°+ 1.027°+
0.002 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

Keterangan :  Superskip yang berbeda pada baris yang

sama menyatakan berbeda pada tingkat
kepercayaan 95 %.

Dari Tabel 2 dapat kita lihat bahwa
nilai rataan kadar protein, kadar lemak, BK,
BKTL dan BJ, berdasarkan varian genotipe
tidak menunjukkan perbedaan, baik pada
peternakan rakyat di desa Pasir Kemis, desa
Cilumber maupun gabungan kedua desa. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa tidak ada
hubungan yang erat antara keragaman pada
intron 6 gen laktoferin dengan kualitas susu.
Hal ini disebabkan karena sifat kualitas
merupakan sifat yang dikendalikan oleh
banyak gen (polygenes).

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
baik genotipe AA maupun AB tidak memiliki
konsistensi dalam mengkontrol kualitas susu.
Arnould et al. (2009) yang melakukan
penelitian mengenai kontrol gen laktoferin
pada populasi sapi perah Belgian Blue, Non-
Red Holstein, Holstein, Jersey, Brown Swiss
dan  Montbeliarde terhadap produksi susu,
kadar protein dan kadar lemak melaporkan
adanya hubungan yang positif antara
polimorfisme pada exon 2, 4, 9, 11, 15 dan
intron 8 dengan produksi susu, kadar protein
dan kadar lemak. Ng-Kwai-Hang et al. (1990)
menerangkan bahwa perbedaan pengaruh
varian genotipe terhadap sejumlah sifat
kualitas susu dapat terjadi dikarenakan
perbedaan ukuran populasi, bangsa sapi,
frekuensi munculnya varian genotipe yang
dipertimbangkan, parameter yang diperiksa
(seperti uji per hari, per laktasi, sifat kualitas
susu), dan tentunya yang juga penting adalah
metode  statistik yang dipakai  dalam
mengelimasi berbagai faktor seperti pengaruh
umur induk, paritas, musim, tahap laktasi,
status kesehatan dan variasi genetik itu sendiri.

Pengaruh Keragaman Genotipe Laktoferin
pada SCC

Sel somatik merupakan bagian dari
kelenjar susu yang terlepas dan terbawa aliran
susu pada saat pemerahan susu (Li et al., 2004;
Zhao et al., 2008). Jumlah sel somatis dalam
susu yang dinyatakan sebagai Somatic Cell
Count (SCC) merupakan indikator terbaik
untuk memantau status kesehatan kelenjar susu
dan adanya infeksi pada kelenjar susu atau

Hubungan Polimorfisme Gen Laktoferin dengan Kualitas Susu pada Sapi Perah Friesian-Holstein (EImy Mariana, S.Pt, M.Si)

54



mastitis (Schukken et al., 2003). SCC secara
umum berhubungan dengan kasus mastitis sub
klinis (rg = 0.3-0.7) (Schukken et al., 2003)
dan memiliki nilai heritabilitas yang cukup
tinggi (h? = 0.10-0.14) (Mrode et al., 1998).
Hubungan antara varian genotipe gen
laktoferin dan jumlah sel somatik susu pada
sapi FH ditampilkan pada Tabel 3.

Tabel 3. Hubungan  Antara  Varian  Genotipe
Laktoferin DAN Jumlah Sel Somatik Susu
Sapi Perah Fh

y SCC/Kwartir Rerata Genotipe
1 2 3 4
1 826667 400000 1080000 1000000  826666.67  AB
2 1160000 2440000 660000 4200000 2115000  AA
3 240000 456000 10960000 320000 2994000  AA
4 4280000 260000 2270000  AB
5 920000 3900000 2520000 166666 18766665  AB
6 760000 0 160000 840000 440000  AB
7 1440000 880000 0 680000 750000  AB
8 1040000 1080000 3720000 0 1460000  AA
9 800000 1080000 940000  AA

1178055 1106222 2717777.8 933333.25

Berdasarkan hasil pengujian diketahui
bahwa rataan total sel somatik susu bervariasi
tetapi semua mempunyai nilai lebih besar dari
standar normal berdasarkan syarat mutu susu
segar (SNI, 1998) menurut Dewan Standarisasi
Nasional (1998) adalah maksimal 400.000/ml.
Rataan total sel somatik susu hasil penelitian
terendah adalah 440.000/ ml.

Tabel 4. Frekuensi  Genotipe Gen  Laktoferin
Berdasarkan Klasifikasi Nilai SCC Tinggi
dan Rendah pada Sapi FH

Jumlah Genotipe Frekuensi Frekuensi
scc S;m ael genotipe Alel
P AR ABAA AB__A B
Tinggi 5 3 2 060 040 0800 0200
Rendah 4 1 3 025 075 0625 0375
Total 9 4 5 045 055 0725 0275

Tabel 4 menunjukkan bahwa sapi FH
dengan genotipe AB mempunyai frekuensi
yang tinggi pada Klasifikasi total sel somatik
susu rendah (0.75) dan genotipe AA pada
klasifikasi total sel somatik susu tinggi
mempunyai frekuensi yang lebih tinggi (0.60).
Hasil yang diperoleh mengindikasikan bahwa
terdapat hubungan antara genotipe gen
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laktoferin lokus EcoRI dengan angka sel
somatik susu. Pemeriksaan hubungan antara
varian genotipe laktoferin dan jumlah sel
somatik susu sapi FH menunjukkan bahwa
varian genotipe AA pada gen laktoferin
memiliki kecenderungan menghasilkan angka
sel somatik yang lebih tinggi jika dibandingkan
dengan varian AB. Hasil ini berbeda dengan
hasil penelitian Wodjak-Maksymieck (2006)
yang menyatakan bahwa genotipe AB pada
laktoferin memberikan nilai SCC susu paling
tinggi dan genotipe AA paling rendah. Sender
(2006) menyatakan bahwa genotipe AB pada
laktoferin memberikan nilai SCC susu tertinggi
dan genotipe BB memberikan nilai SCC susu
terendah. Karena rendahnya frekuensi genotipe
BB, penelitian mengenai polimorfisme gen
laktoferin perlu dilanjutkan. Menurut Pawlik et
al. (2009) perbedaan pengaruh varian genotipe
terhadap sifat kualitas susu (SCC) dapat terjadi
dikarenakan perbedaan ukuran populasi,
frekuensi munculnya varian genotipe yang
dipertimbangkan dan variasi genetik itu
sendiri.

KESIMPULAN

Genotiping gen laktoferin lokus EcoRl
menghasilkan dua varian genotipe yaitu AA
dan AB dengan frekuenasi genotipe AA lebih
tinggi (67.4%) dari pada AB (32.6%).
Hubungan antara genotipe laktoferin dan
kualitas susu sapi FH menunjukkan bahwa baik
genotipe AA maupun AB tidak memiliki
konsistensi dalam mengkontrol kualitas susu.
Lebih lanjut, genotipe AB mempunyai
frekuensi yang tinggi pada klasifikasi total sel
somatik susu rendah (0.75) sedangkan genotipe
AA pada klasifikasi total sel somatik susu
tinggi (0.60). Kesimpulannya tidak ada
hubungan yang erat antara polimorfisme gen
laktoferin intron 6 dengan produksi dan
kualitas susu, akan tetapi genotipe AB gen
laktoferin secara konsisten menghasilkan SCC
yang lebih rendah jika dibandingkan dengan
genotipe AA.
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