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PENGARUH GENOTIPE x-KASEIN DAN PARITAS PADA KADAR LEMAK
DAN PROTEIN SUSU SAPI FRIESIAN HOLSTEIN DI BALAL
PEMBIBITAN TERNAK UNGGUL SAPI PERAH
BATURRADEN, FURWOKERTO

Hasanatun Hasinah', Maria Astuti® dan Wayan T Arama’
INTISARI

Penelitian i bertujuan uniuk mengidentifikasi genotipe x-kasein pada sapi perah di “Balai
Pembibitan Ternak Unggul Sapi Perah Baturraden” Purwokerto  dan penparubnya pada kadar
lemak dan protein susu. Pgnelitian menggunakan 35 ekor sapi perah Friesian Holstein pada paritas
ke 3, 4, 5 dan 6, Sampel darah 5 ml dan sampel susu 250 ml diambil dari masing-masing sapi dan
dicatat hari laktasinva Variabel yang diamati meliputi genotipe x-kasein, kadar lemak dan kadar
protein susu Sampel susu dianalisis kadar lemaknya dengan metode Babeock dan kadar protein
dengan metode Kjeldahl. Sampel DNA ditsolasi dari sampel darah. Sampel DNA diamplilikas:
dengan metode PCR dengan mempergunakan sepasang primer  yaitl  sepse  promeer 5
COGCTOGTGAGAAAGATGAAAGATTC 3 dan R Sl s prime 3
AGATTCAAGGAGTATACCAATTGTTG 3 Program PCR pada penelitian ini adalah
henertirast pada suhu 94°C selama | menit, annealing 55°C selama | menit dan exfension 72°'C
selama | menit dan amplifikasi dilakukan sebanyak 35 siklus. Setelah amplifikasi, produk PCR
didigesti dengan enzim restriksi endonuklease Himd 111 dan P 1. kemudian dilakukan
elektroforesss dengan gel agarose dan divisualisasi di bawah sinar UV Data hasil penelitian
dianalisis variansi herdasarkan Rancangan Acak Lengkap pola fakiorial dengan 2 faktor vaitu
paritas dan genotipe k-kasen dengan jumlah hari lakiasi sebagai kovariat. Hasil penelitian
menunjukkan dapat diidentifikasi 3 genotipe k-kasein yaitu AA, AB dan BB Genatipe ke 35 ekor
ternak tersebut adalah 14 AA {40%), 19 AB (54%) dan 2 BB (6%) Pada penclitian ini. pengaruh
ketiga macam genotipe x-kasein terhadap kadar lemak, kadar protein dan paritas belum dapat
menunjukkan adanya perbedaan, akan tetapi genotipe BB menunjukkan secara kuantitatil’ kadar
lemak dan protein lehih tingsi dibandingkan AA dan AB. Hal ini mengindikasikan bahwa
ientifikasi genotipe x-kasein dapat dipergunakan sebagai bantuan dalam seleksi kadar lemak dan
kadar protein

(Kata kunci Crenotipe k-kasein, Podvmerase hain Reaction, Friesian Holstemn).
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THE EFFECT OF x-CASEIN GENOTYPE AND PARITY ON THE PERCENT OF MILK
FAT AND MILK PROTEIN OF HOLSTEIN FRIESIAN CATTLE AT
"BALAI PEMBIBITAN TERNAK UNGGUL SAPI PERAH
BATURRADEN" PURWOKERTO

ABSTRACT

The purpose of this study was to identify the x-casein genotype and their effect on the
levels of mitk Gl and milk protein a1 “Balai Pembibitan Ternak Ungeul Sapi Perah Baturraden”
Purwokerio, Twenty five Friesian Holstein cows of parity 3, 4, 5 and 6 were used in this study.
Five mi of blood sample and 250 ml of milk sample were taken from each cow The variables
abserved were the i-casein genotyvpes, the percent of milk fat and milk protein. The milk samples
were analyzed using the Babeock Test for percentage of mulk fat, and Kjeldabl Method for milk
protein. DA samples were extracted from the blood. The DNA was amplitied by PCR method
using 2 primers, sense primer 5" CGOTGTGAGAAAGATGAAAGATTC 37 and anti sense primer
S AGATTCAAGGAGTATACCAATIGTTG 3'. The PCR reaction was performed for 35 cycles:
denaturation at %4°C for T min, annealing at 55°C for | min, extention at 72°C for | min, The
result was, Y80 bp of PCR product and further was digested with Hied 1 and Py 1 and was
analvzed by agarose gel electrophoresis and then visuwalized under UV transiluminator. The data
collected was analvred by analysis of variance for factonal design with two factors of  parity and
senotvpe of k-casein and days in mulk as covanate The results showed three senotvpe of k-casein
(AA, AR and BER) were identified. The genotyping of 35 cows indicated that 14 cows (40%) were
AA renotvpe, 19 cows (34%) were AB senotype, 2 cows (6%) were BB genotype. The results in
these study couldn't show the difference in percentages of milk tat and milk protein, and parity
between genotype But the quantitative results showed that cows with x-casein BB genotype
produced higher percent of milk fat and mitk protein than those of other k-casein senptype. These
finding suzeest that idemification of  x-casein zenotvpe could be used as an aid 1o select desired
milk fat and protein percentage

(Key words © x-casemn genotype, Polymerase Chain Reaction, Friesian Holsiein)

Pendahuluan berpengarub pada penampilan produksi sapi

perah.  Hal  tersebut  diperlukan  karena

Produkst dan komposisi susu sapi perah
meripakan sifat kuantitatit’ vang dipengaruhi
oleh faktor lingkungan dan variasi alel pada
banyak lokus  Salah  salu  upaya  untuk
meningkatkan produksi dan Komposisi susu
adalah densan peningkatan mutu  zenetik,
Peningkatan mutu genetik merupakan upava
dalam  program  pemuliaan  uniuk  mening-
katkan frekuensi zen wane menguntungkan
terutama pada sifat-silat kuantitatit sapi perah

Penerapan  teknologi  pemuliabiakan
unfuk  menghasilkan  Wibit-tabit - sapi perzh
unggel  perlu diunjane oleh pengetahuan
IS R Faktor-faktor aenetik Yang

penilaian ternak didasarkan pada kemampuan
genetiknyva  sedangkan vyang dapat  dwkur
adalah penampilan produksinva Penampilan
produbsi tersebut pada prinsipnva merupakan
pengarub dan [aktor  genetik dan bukan
zenetik,

Pada sapi perah dikenal gen mavor
protein susu yang dikenal dengan sebutan
MiPPo (A Drorein Palvmaorpiispms) antara
lain gen mayor w-kasein, [-laktoglobuling [3-
kasem dan a-laktalbumin {Mao er af | 1992)

Polimorfisme  genetik  w-kasein  telah
dapat diidentifikasi pada level protein. Dengan
adanva kemajuan di bidang hiologt molekuler
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dan teknologi DNAL usaha mengidentifikasi
sifut polymorfisme ini dapat dilakukan pada
DNA genom: DMA genom dapat ditsolasi dari
sampel darah, jaringan, alar rambut dan
semen  Sampel  DNA O vang  dibasilkan
kemudian diamplifikest  dengan metoda
Palvmerosy Heaction  dan  didigest
dengan gnzim restriksi, selanjutnya
diclekirotoresis  sehinges  didapat  pita-pita
DMNA alel w-kasein vang dapat divisualisasi di
atis sinar UV (Astutt, 2002)

Alel k-kasein yvang telah diidentifikasi
pada sapi, umumnva terdin dar dua alel vaitu
Adan B demgan mengounakan enzim restriksi
Hing 111 dan Tog | (Leveziel eraf, 1988 vanp
disitasi oleh Cronin dan Cockett, 1993}, seria
menunjukkean pengaruh pada produksi dan
komposisi - susu  seria produk  dan susu
misalnys keju (MeLean ef af ) 1984 yang
disitasi aleh Robitaille, 19035)

Hasil penelitian Schaar ¢f af (1985)
menunjukkan susu sapi yang bergenotipe =-
kasein BE mempengaruhi proses pembuatan
keju, karema wakin koapulasi rennet lebih
pendek, bentuk cwred lebih padat dan produk
keju  yang  dihasilkan  lebih  hagus  bila
dibandingkan dengan penggunaan susu yang
berasal dari sapi yane bergenotipe k-kasein
AA Tujuan penelitian ini adalah untuk dapat
mengidentifikasi gen polimortik «-kasein pada
sapi perah di Balai Pemiibitan Ternak Unggul
Sap Perah  Baturraden  Apabila  hasil
penelitian - memunjukkan  adanva  hubungan
genotipe k-kasein dengan kadar lemak dan
kadar protein susu maka dapat dimanfaatkan
sehagal bantuan dalam seleksi kadar lemak
dan kadar protein pada sapi perah

e

Materi dan Metode

Pelaksanaan  penelitian  im diawali
dengan pengambilan sampel darah dan sampel
susil,  masing-masing  sapi yang  diambil
sampelnya dicatat hari laktasinva. Sampel susu
dianalisis  kadar lemak dengan metoda

TSSN [ 264N

Babcock dan kadar protein dengan  metode
Kjeldahl Sampel darah diombil dard vena
jugularis dengan menggunakan jarum venopect
ditampung  dalam  tabung  vecwiodner  yang
sudah berist EDTA. Sampel darab dianalisis
untuk mendapatkan sampel DMA.

Sampel DMNA dilsolasi dari sampel
darah dengan metode ekstraksi fenol Sampel
DNA yang dihasilkan diamplifikasi dengan
mengaunakan metoda PCR, Dua buah primer
vang diperounakan oleh Chikuni e af, (1991)
dipakar untuk mengamplifikasi sekven DNA
k-Rasein vainu pnmer | (sense peimer) 5
CGUTGTGAGAAAGATGAAAGATTC ¥
dan’ primer 2 (aadl sense  primer) 5
AGATTCAAGGAGTATACCAATTGTTG
37 Program PCR untuk amplifikasi adalah
denaturast awal pada suhu 95'C selama 2
menit, selanjuinya sebanvak 35 siklus: untuk
proses  dosatnrasi 94'C selama 1 menil,
anmealing 55'C selama | menit, pofimerisasi
72°C selpma 1 menit. Setelah siklus terakhir
tabung diinkubasi pada suhu 72'C selama 3
menit, lale subu diturunkan hingga suhu 4°c,
dan disimpan pada suhu -20°'C.

Hasil amplifikasi Jeerupa produk PCR
780 bp didizesti dengan enmm  restriks
endonuklease el 1l dan Pst | kemudian
dilakukan elektroforesis dengan pel agarose
1%, Hasil amphtfikasi divisualisasy dibawah
sinar UV dan difotp, Penentuan genotipe k-
kasein  oleh  digesti  e¢nzim  restriksi
endonuklease Hond 111 dan FPsf | berdasarkan
laporan Chikuni ¢ e, (1991)

Frekuensi  alel  w-kasein  dihitung
menurut Warwick er af  (1990), Data vang
diperoleh dianalisis dengan analisis variansi
mengeunakan  program  SPSS  wversi 10,0
berdasarkan Rancangan Acak Lengkap pola
faktorial dengan satu kovariat yai jumlah
hari laktasi sebagar kovarian (Gill, 1978),

E]
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Gambar | Genotipe x-kasein oleh enzim restriksi endonuklease Hind 11 dan Pst | @enotyping of
K-cersedin foctes by encdoineleave restriction enzyvire Hind I aied P 1

Model statistik

Yo =p e« = (aPy b (X - X )+ By

Dimana:

Y pengamatan ke-k pada genotipe
ke-i dengan paritas ke-|

Tl rerata poplasi

x| pengaruh genotipe ke-i, =1 .. a

i pengaruh paritas ke-j, | = | b

ttfh, = interaks] genatipe ke-i dengan
paritas ke-j

h = regresi pengamatan ( kadar lemak
dan protein) pada jumlah hari
laktasi

Ey random errar

Hasil dan Pembahasan

Hasil Isolasi DNA

Sampel DNA wang diperoleh, diukur
konsentrasinya  dengan  spektro-Fotometri
absorben ultraviolet pada panjang gelombang
200 nm.  Pengukuran  konsentrasi  jupa
dilakukan dengan  cara  membandingkan
dengan intensitas pita pada marker yang telah

diketahui konsentrasinya. Intensitas pita DNA
vang dihasilkan diperkirakan  mengandung
sekitar 200-300 ng DNA

Tingkat kemurnian DNA diperkirakan
dengan menghitung perbandingan absorbansi
pada panjang pelombang 260 nm dan 280 am
Maolekul  DhA - dinvatakan  murm jika
mempunyai perbandingan  absorbansi  pada
panjang gelombang 2607280 am = |8
{Sambrook ef af., 1989,

Kemurnian DNA hasil isolasi pada
penelitian ini adalah 1.6 — 2,1, Hasil inj relatil’
baik Nilai perbandingan vang lebih tinggi dari
I.5 disebabkan hasil isolasi masih mengan-
dung RMA, sedangkan nilai perbandingan
vang kurang dart 1.8 menunjukkan hasil
isolasi terkontaminasi protein.

Produk PCR dan Hasil Digesti

Hasil amplifikasi PCR berupa fragmen
DNA ukuran 780 bp dengan menggunakan
sepasang primer sertg hasil digesyi dengan
find 111 dan Ps 1 (TOYORQO), Contohnya
dapat dilihat pada elektroforegram  pada
gambar berikul ini.
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Gambar 2 Elekiroforegram produk PCR dan hasil

dan /s 1, M {marker), P {produk PCR), AB, AA,

Pl

Haed LB Pt ] Hisd N

digesti dengan restriksi endonuklease Hived 111
BB {genotipe k-kasein) (Mectrofiregram of

POR product and genetvping of s=casein locus b endomclease restriction enzyme Hind ]

ewrwed st o M (Marker) P PCR prodice)

AR, A4, BE frenotype of s=casein),

Tabel | Frekuensi genotipe dan frekuensi alel k-kasein sapi Friesian Holstein di Balai Pembibitan
Ternak Unggul Sapi Persh Baturraden (Frequency of k-casein genotype and allele of Holstein
friesien cottle af Bofor Pembibin Ternak Ungenl Sopi Perab Batweraden)

Cienotipe (Crenoiype)

AA 14
AB 19
Bi 2
Alel (Alede)
A 47
23

Identifikasi penotipe dilakukan menerut
Chikum ef e, (1991), Digesti dengan Hivd 111
penotipe k-kasein AA mempunyal satu pita
pada ukuran 780 bp, genotipe AB mempunyai
3 pita masing-masing pada ukuran 780 bp, 413
bp dan 367 bp dan genotipe BB mempunyai 2
pita yaitu pada ukuran 413 bp dan 367 bp.
figestr dengan M | genotipe k-kasein AA
mempunyai 3 pita masing-masing pada ukuran
306 bp, 303 bp dan 171 bp, genotipe AB

Jumlah {]"—'nmf_j_

Frekuens: (Fregrency)

0,40 (40%)
0.54 (54%)
0,06 (6%)

0,67 (67%)
0,33 (33%)

mempunyai 4 pita masing-masing pada ukuran
6049 bp, 306 bp, 303 bp dan 171 bp dam
senotipe BE mempunyai 2 pita vaitu pada
ukuran 609 bp dan 171 bp.

Frekuensi Genotipe dan Alel

Hasil pengamatan  serta  hasil  per-
hitungan frekuensi genotipe dan frekuensi alel
dalam penelitian ini disajikan pada Tabel |
berikut
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Tabel 2. Rata-rata kadar lemak susu sapi Friesian Holstein berdasar genotipe x-kasein
dan paritas (dverage percens of milk far Holsiein Friesian cotife)

Lemak {Far) (%)

Genotipe (Cepnotiye) AA AB BB
3,42 3w 3.45°
Paritas { Parity) 3 4 35 —@f v
404" 333" s 311"

— ah @ i - i T
" Superskrp yang sama pada baris yang sama menunjukkan tidak berbeda (

LT
" The same

swperscriph in the same row indicated no signifione difference (P=0.035))

Frekuensi  alel B wyane » didapat
mendekati basil vang dilaporkan oleh McLean
ef af. (1984) dalam Barroso ¢f o (1997) yang
mendapatkan frekuensi alel B-pada FH 0.32
sedangkan pada Jersey didapat 0,77 Medrano
dan Cordova (1990) dalam Burzynska dan
Topezewski (1995) mendapatkan  frekuensi
senoltipe BE pada populasi Holstein 0.3 dan
Jersey 021 Hasil untuk frekuenst gsenotipe «-
kasein sedikit berbeda dengan hasil vang
dilaporkan oleh Chikuni e of (1991} dan
Yamamote of af (1994) dimana frekucnsi
genotipe k-kasein AA lebih besar dari AB
Perbedaan ini dapat terjadi karena perbedaan
bangsa dan jumlab sampel vang ditelri,

Pengaruh  Genotipe  dan
Kadar Lemak

Rata-rata kadar lemak susu berdasar
genofipe k-kasein dan parmas vang diamani
disajikan pada Tabel 2.

Hasil analisis statistik  menunjukkan
bahwa pengaruh ketiga macam genolipe -
kasein tidak menunjukkan perbedaan terhadap
kadar lemak susu. Mamun demikian, genotipe
k-kasein BB secara kuantitatf menunjukkan
kandungan lemak vang lebah tingei (3,45%)
dibandingkan dengan yang lain (x-kasein AA
dun AB)  Hasil ini sesuai dengan  vang
dilaporkan oleh Strzalkowska ef af, (2002) dan
juga seperti vang dinyatakan oleh Ne-Kwai

Paritas  pada

Hang erf af (1990) bahwa x-kasein BB
mempunyai kadar lemak lebih tingsi daripada
k-kasein AA

Rata-rata kadar lemak susu  hasil
penelitian adalah 3,41% Hal ini sesuai dengan
vang dinyatakan oleh Soepamo er af (2001)
bahwa kadar lemak susu mempunyai kisaran
antara 3.0 - 4.0%, dan juga Harper dan Hall
(1976) wany melaporkan susu sapi bangsa
Holstein mempunyai  kadar lemak 3.44%,
tetapi sedikil lebib rendah dari yang dihasilkan
oleh Utami { 1998) yaitu sebesar 3,6%

Hasil analisis stavistik pengaruh paritas
terhadap kadar lemak wdak menunjukkan
perbedaan, sap yang lebih fuas (paritas ©)
mempunyai  kadar lemak paling rendah
dibandingkan lainnya. Hal ini sesuai dengan
pendapat Soeparno (1992") yang menyatakan
bahwa umur sapi dan kandungan lemak susu
selama periode laktasi mempunyar hubungan
vang negatil. Hari lakias) sebagai kovariat
dalam anahsis menunjukkan pangarub yang
nyata.

Pengaruh Genotipe dan  Paritas
Kadar Protein

Rala-rata kadar protein susu berdasar
venolipe w-kasein dan paritas pada penelitian
ini seperti terlihat pada Tabel 3

pada
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Tabel 3. Rata-rata kadar protein susu sapi Friesian Holstein berdasar genotipe k-kasein
dan panitas (4 verage percent of milk protein Holstein Driesion cattle)

Genotipe (Clenofype) AA
266"
Paritas (Pariiy) 3
301"

Protein (%)

AB BB
300 326"
4 5 &
282" amsh 286"

M Superskrip yang sama pada baris yang sama menunjukkan tidak berbeda (" © The same
superseript in the same row adicared o signifian difference (P=0.05))

Hasil analisis  statistik  menunjukkan
bahwa pengaruh ketiga macam genotipe k-
kasein tidak menunjukkan perbedaan terhadap
kadar protein susu. Meskipun demikian data
kuantitatif mengindikasikan genotipe k-kasein
BB mempunyai kandungan protein vang lebih
tnggr  (3.26%) ditkuti yang lamnya AB
(3.00%) dan AA (2.66%) Hasil ini sesuai
dengan yang dilaporkan oleh Strezalkowska ef
al. {2002), Me-Kwai Hang ¢f al (1990} dan
Eenennaam dan Medrano H‘J"Hh} Dinyatakan
oleh Mg-Kwai-Hang ¢f af {1984 bahwa alel B
w-kasein  berbubungan  dengan  tingginya
kandungan protein susu, juga dinvatakan oleh
Mao of all (1992) bahwa alel B k-kasein
berhubungan dengan produksi dan persentase
protein, genotipe BB x-kasein  mempunyai
proporsi k-kasein tinggi dalam fraksi kasein.

Analisis  statistik  pengarub  paritas
terhadap kadar protein tidak menunjukkan
petbedaan, meskipun sapi dari paritas 3
mempunyar  kadar  protein  paling  fingsn
dibandingkan wvang lainnya. Hal imi sesuai
dengan pendapat Soeparmo (1992") yang
menyatakan bahwa persentase protein susu
menurun pada sapi umur lebih dari tiga tahun
Hari laktasi sebagai kowvariat menunjukkan
pengaruh yang nyata.

Kadar protein susu hasil penelitian rata-
ratanya vaitu 2, 89%%, ini lebih rendah dari yang
dinyatakan oleh Soepamo ef af (2001) vailu
antara 3,3% - 3,5%, dan oleh Harper dan Hall
{1976) yaitu sebesar 3:11%, dan juga lebih
rendah dari vang dihasilkan oleh Utami (1998)
yaitu 3 2%.

Kesimpulan

Pepgounaan teknik amplifikast DA
dengan PCE mendapatkan fragmen DMNA k-
kasein ukuran VRO bp dan dipgesfr dengan
enzim Himd 11 dan Psr | dapat digunakan
untuk membedakan tiga macam genotipe -
kascin (AA, AB, BB) Frekuensi alel A dan
ale! B berturut-turt sehesar 0,67 dan 0,33
Pengaruh ketiga macam genotipe k-kasein
terhadap kadar lemak dan protein susu tidak
menunjukkan perbedaan, bewgitu juga tidak
terdapat perbedaan  pengaruh paritas.
Meskipun demikian hasil penelitian secara
kuantitatif  menunjukkan  genotipe BB
mempunyai kadar lemak dan kadar protein
lebih tinggi dibandingkan AA dan AR Hari
laktast menunjukkan pengaruh yang nyata
terhadap kadar lemak begitn juga terhadap
kadar protein. Hal ini memberikan peluang
untuk  mempergunakan  genolipe  k-kascin
sebagal bantuan dalam pelaksanaan seleksi
kadar lemak dan kadar protein susu pada sapi
perah
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