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ABSTRACT

The aims of this study were to identify the mutations of FecX gene in the local goats and to analyze its
polymorphism as well as its influence on the prolific nature of the local goats in West Lombok Regency,
Indonesia. The study was conducted in the Immunobiology Laboratory of Mataram University, using
DNA isolated from 100 blood samples of local female goats which have given birth of once to three
times. The methods used were PCR-RFLP method and the PCR products were digested with Hinfl
restriction enzyme (GJANTC) then analyzed visually based on DNA banding patterns on 2% agarose gels.
The frequency of allele and genotype obtained, were then analyzed through a comparison with the
secondary data of litter size obtained from the local goat keepers information. The results showed that the
gene mutation of FecX® produced two alleles: "wild-type" (+) sized of 110 bp and 31 bp, and the mutant
allele (G) of 141 bp with the allele frequency of 0,965 and 0,035 respectively. Combinations of alleles in
the gene BMP15 produced two genotypes, namely (a) genotype ++ (110 bp/110 bp) with a frequency of
0.93, with the average litter size of 1.59 + 0.319, and (b) genotype G + (141bp/110 bp), with a frequency
of 0.07 and with the average litter size of 1.65 + 0.202. The results of this study indicated that mutation
occurred in BMP15 gene, i.e. FecX® gene, the gene responsible for the prolificacy of animals studied.
Furthermore there was a correlation between polymorphism of FecX® gene and the prolific nature of the
local goats, which was predicted to lead the divergence in litter size of each local goat genotype.

Key -words: mutation, BMP15, local goat.

PENDAHULUAN

Kambing lokal di Indonesia yang umum
adalah kambing kacang sebagai kambing asli
Indonesia dan kambing-kambing hasil persi-
langan antara kambing kacang dengan kambing
lainnya, seperti dengan kambing etawah atau
peranakan etawah (PE). Salah satu hasil
persilangan kambing kacang deangan kambing
PE adalah kambing batang (Wijoseno, 2009).
Jenis kambing ini secara fisik miripkambing PE
tetapi ukuran tubuhnya lebih kecil daripada
kambing PE dan lebih besar daripada kambing
kacang.

Kambing kacang, meskipun beruk-uran
relative kecil, memiliki sifat reproduksi cukup
tinggi (prolifik) dan mampu beradaptasi dengan
baik di lingkungan yang sangat sederhana
(Pamungkas et al.,2009). Sifat prolifik
merupakan sifat bereproduksi atau kemampuan
melahirkan anak lebih dari satu ekor per
kelahiran. Sifat prolifik setiap individu kambing,
berbeda-beda disebabkan oleh adanya variasi
genetik yang menyebabkan peningkatan kece-
patan ovulasi dan jumlah anak per kelahiran
(litter size). Jumlah anak per kelahiran
menentukan laju peningkatan populasi ternak
kambing.
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Gen bone morphogenetic protein 15
(BMP15) atau yang sering disebut FecX
(fecundity chromosome X) merupakan gen yang
mengendalikan sifat prolifik pada berbagai jenis
domba. Menurut Chu et al. (2007) pola
pengontrolan gen terhadap mekanisme prolifik
mengindikasikan adanya perbedaan antara breed
kambing dan domba, tetapi sifat prolifik pada
kambing dan domba masih dikontrol oleh gen
yang sama yaitu BMP 15.

Studi tentang mekanisme gen BMP-15
sebagai marker pembantu seleksi pada program
breeding ternak domba sudah banyak dilakukan.
Pada ternak kambing, informasi mengenai
potensi dan pemanfaatan gen ini sebagai
kandidat gen untuk sifat prolifik belum banyak
dilaporkan, maka dilakukan pengembangan
marker seleksi melalui identifikasi mutasi gen
FecX dan pengaruhnya terhadap sifat prolifik
pada kambing lokal.

Penelitian ini bertujuan untuk meng-
identifikasi mutasi gen FecX pada ternak
kambing lokal dan menganalisis polimorfisme
gen FecX serta pengaruh-nya terhadap sifat
Prolifik pada kambing lokal.

MATERI DAN METODE
Lokasi penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Immunobiologi Universitas Mataram. Materi
utama penelitian berupa DNA yang diisolasi dari
sampel darah 100 ekor kambing lokal betina
dewasa yang sudah melahirkan 2-3 kali dan
dipelihara secara tradisional oleh peternak di
Kabupaten Lombok Barat.

Identifikasi mutasi gen FecX dilakukan
menggunakan teknik PCR-RFLP (polymerase
chain reactionreaction fragment length poly-
morphism), seperti yang dilakukan oleh Davis et
al. (2002), Chu et al. (2007), dan Maskur et al.
(2010). Teknik ini sudah digunakan secara
meluas pada berbagai uji DNA.

Isolasi DNA sampel darah kambing

Isolasi DNA darah kambing dilakukan
berdasarkan metode yang digunakan oleh
Maskur et al. (2010) dengan menggunakan
buffer lisis untuk mendegradasi dinding sel dan
fenol-khloroform untuk mendegradasi protein
dan lemak, kemudian dipresipitasi menggunakan
etanol absolute, dan diikuti dengan perlakuan

RNAse untuk memperoleh DNA yang bebas
RNA.

Amplikasi PCR gen BMP 15

Gen BMP 15 diamplifikasi dengan teknik
PCR menggunakan Primer gen BMP-15 yang
didesain berdasarkan informasi sekuen yang
digunakan sebelumnya oleh Chu et al. (2007),
dengan sekuen Forward: 5' CACTGTCTTCTT
GTTACTGTATTTCAATGAC-3', dan Reverse:
5’GATGCAATACTGCCTGCTTG 3.

Amplifikasi dilakukan mengikuti metode
yang digunakan sebelumnya oleh Davis et al.
(2002) dan Chu et al. (2007), sebanyak 35
siklus, meliputi  siklus pertama adalah
predenaturasi pada suhu 95° C selama 5 menit,
diikuti denaturasi 95° C selama 45 detik,
dilanjutkan dengan anelling 63°C selama 45
detik, dan ekstensi 72 °C selama 1 menit
kemudian diakhiri satu siklus berikutnya pada
ekstensi akhir 72 °C selama 10 menit (Chu et al.,
2007).

Deteksi mutasi gen BMP 15

Deteksi mutasi gen BMP15 dilakukan
melalui tehnik RFLP (restriction fragment
length polymer-phism) menggunakan enzim
restriksi Hinfl. Produk PCR gen BMP 15 serta
pereaksi diinkubasi di dalam inkubator pada
suhu 37°C selama 16-18 jam. Pengamatan
terhadap mutasi alel gen dilakukan secara visual
berdasarkan pada hasil elektroforesis gel agarose
2 % menggunakan ethidium bromide, dengan
bantuan Gel documentation and Analysis
Systems, sebagaimana dilakukan Chen et al.
(2007), dengan beberapa modifikasi.

Analisis statistik

Analisis terhadap frekuensi alel dan frekuensi
genotype dilakukan berdasarkan Maskur et al.,
(2010), sementara  keseimbangan  Hardy
Weinberg diuji dengan uji 2 dilakukan
berdasarkan  Hartl dan  Clark, (1997).
Selanjutnya, heterozigositas pengamatan (Ho),
heterozigositas harapan (He) dan standar eror
heterozigositas harapan serta nilai PIC dianalisa
menurut Weir, (1996) dan perbedaan rataan
litter size antara genotipe fragmen gen BMP-15
dianalisis dengan uji t (Mendenhall, 1987).

Frekuensi alel
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Frekuensi alel dihitung berdasarkan rumus
Nei (1987) dan Nei dan Kumar (2000) sebagai
berikut:

(2ny + Xiop ng)

o (2N

Ket :

Xi = frekuensi alel ke-i

nii = jumlah individu bergenotipe ii
nij = jumlah individu bergenotipe ij
N = jumlah individu sampel

Frekuensi genotipe
Frekuensi genotipe dihitung dengan rumus:

i}

3y

. _ —i—y 1
' N

o
: — El='_11i
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Ket.: xi = frekuensi genotipe ke-I;ni =
jumlah individu bergenotipe I, N = jumlah
individu sampel

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi gen BMP15

Amplifikasi gen BMP15 pada kambing lokal
menghasilkan DNA target (produk PCR) dengan
panjang produk 141 bp (Gambar 1).

Hasil ini sesuai dengan panjang produk pada
Sekuens gen BMP-15 pada kromosom X (Gen
Bank dengan kode akses NC_022322). Hasil ini
menunjukkan bahwa kondisi optimum PCR
yang digunakan pada penelitian ini terhadap
DNA vyang diisolasi dari darah kambing local
cukup memadai.

Mutasi gen BMP15 pada kambing lokal

Hasil identifikasi mutasi gen BMP15 pada
kambing lokal dilakukan dengan metode PCR-
RFLP menggunakan enzim restriksi Hinfl
sebagai pemotong, dengan situs pemotong
GJANTC (Gambar 2).

Mutasi gen BMP15 yang terjadi menimbul-
kan polimorfisme genotipe gen FecX® pada
kambing Lokal. Hasil penelitian ini sama dengan
hasil penelitian yang dilaporkan oleh Maskur et

al. (2010). Hasil ini menunjukkan adanya
indikasi bahwa kambing lokal membawa mutasi
FecX® dari gen BMP15, seperti yang dijumpai
pada domba Han ekor tipis (Chu et al., 2007)
dan domba Lombok ekor gemuk (Maskur et al.,
2010). Adanya mutasi gen  FecX©®
mengakibatkan polimorfisme gen BMP15 pada
kambing Lokal, yang menghasilkan dua genotip
yaitu ++ (homozigot wild type) dan G+
(heterozigot). Menurut Chu et al. (2007) mutasi
yang terjadi pada gen BMP15 menyebabkan
terjadinya premature akibat danya stop codon
pada asam amino ke 239 (Q239R) dan
menghasilkan alel G (Maskur et al., 2010).

Mutasi yang terjadi pada gen BMP15

disebabkan oleh perubahan basa. Menurut Chu
et al. (2007) bahwa mutasi gen BMP15 yang
terjadi pada domba merupakan perubahan
(transisi) basa sitosin (C) menjadi timin (T) pada
posisi 718. Perubahan basa C menjadi T pada
sekuens gen BMP15 dapat dilihat pada Gambar
3.
Pada penelitian ini tidak dilakukan sekuensi
terhadap produk-produk PCR hasil pemotongan
menggunaan Hinfl. Akan tetapi, sebagai acuan
informasi sekuens gen BMP15 (Gene Bank)
dengan situs pemotongan enzim  retriksi
Hinfl(GJANTC) berada pada posisi basa ke 31
pb yang menye-babkan perubahan asam amino
pada kodon 131 dari start codonexon2 dan posisi
nukleotida 6031 pb (Gambar 3). Perubahan asam
amino (CAG = Glutamine - TAG = Stop codon)
menunjukkan bahwa terjadinya mutasi pada gen
BMP15 yang menyebabkan perubahan asam
amino.

Perubahan asam amino meng-akibatkan
kehilangan  fungsi pada BMP15 vyang
menghambat  ekspresiresptor FSH  (follicle
stimulating hormone) pada granulosa cells
menurun sehingga membuka peluang sensitifitas
FSH menjadi lebih tinggi dan meningkatkan
ekspresi dari gen BMP15 (Davis, 2005).

Hubungan mutasi BMP15 dengan laju
ovulasi berdasarkan pada konsep bahwa
meningkatkan aktivitas BMP15 yang direduksi,
laju ovulasi semakin meningkat, akan tetapi
apabila level BMP15 terlalu rendah akan
menyebabkan tidak berfungsi secara total (Fabre
et al., 2006).
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Gambar 1. Representasi visualisasi hasil ampli-
fikasi PCR gen BMP 15 kambing Lokal
pada gel agarose 2%.

M 1 2 3 4 5

400 bp >
300bp>
200bp>
141 bp
100bp> <-110bp

< 3lbp

G+ H +H +H +

Gambar 2. Mutasi FecX® gen BMP15 yang
dipotong dengan enzim Hinfl.

Ket: M (marker) = Ladder 100 bp; G+ (1) = Individu
heterozigot (141 bp,110 bp dan 31 bp);

++ (2,3,4,5) = Individu homozigot wild type (110 bp
dan 31 bp)

Frekuensi alel dan genotipe gen BMP15

Analisis keragaman gen BMP15 mengha-
silkan alel + dan G yang memiliki genotipe ++
(wild type) dan G+, sedangkan genotipe GG
(homo-zigot mutan) tidak ditemukan pada
kambing Lokal (Tabel 1). Hasil penelitian ini
sama dengan hasil penelitian yang dilakukan
oleh Maskur et al., (2010) pada domba Lombok
ekor gemuk.

Selanjutnya, tampak pula pada Tabel 1
bahwa frekuensi alel + pada gen BMP15 lebih
tinggi dibandingkan dengan alel G. Frekuensi
alel + sebesar 0,965 dan alel G sebesar 0,035.
Hasil penelitian ini sama dengan hasil penelitian
yang dilaporkan oleh Chu et al. (2007) yaitu
pada gen BMP15 menunjukkan hasil frekuensi
alel + lebih tinggi daripada frekuensi alel G. Hal
ini  mengindikasikan bahwa kandidat gen
BMP15 vyang terdapat pada berbagai jenis
domba ditemukan juga pada kambing local,
dengan nilai > 1%. Deangan demikian maka gen

BMP15 pada kambing kokal dapat dikatego-
rikan bersifat polimorfik karena nilai frekuensi
alel nya lebih dari 1% (Nei dan Kumar, 2000).

Hasil analisis uji Chi-square (X?) terhadap
gen BMP15 menunjukkan bahwa frekuensi
genotipe dan frekuensi alel adalah homogen atau
seimbang terhadap populasi ternak kam-bing
lokal. Hasil ini menunjukkan bahwa populasi
kambing lokal masih berada dalam keadaan
seimbang (keseimbangan Hardy Weinberg) dan
menunjukkan pada populasi ternak kambing
lokal belum pernah dilakukan seleksi.

Hasil pengamatan di lokasi penelitian
menunjukkan bahwa populasi kambing lokal
dipelihara secara tradisional, tidak pernah
dilakukan seleksi terhadap ternak yang
dipelihara, terutama seleksi berdasarkan jumlah
anak sekelahiran.

Pendugaan nilai heterozigositas dan PIC gen
BMP15.

Nilai  heterozigositas pengamatan (Ho)
disajikan pada Tabel 2 yaitu 0,070 lebih tinggi
dibandingkan nilai heterozigositas harapan (He)
sebesar 0,068. Hasil ini menunjukkan bahwa
heterozigositas pengamatan dan nilai hetero-
zigositas harapan pada kambing lokal tidak
menunjukkan adanya perbedaan yang besar pada
fragmen gen BMP15.

Menurut Tambasco et al.(2003), perbedaan
antara nilai heterozigositas pengamatan (Ho) dan
nilai hetero-zigositas harapan (He) dapat
dijadikan indikator adanya ketidak-seimbangan
genotipe pada populasi yang diamati. Nilai
heterozigositas pengamatan (Ho) dan
heterozigositas harapan (He) ini juga dapat
digunakan untuk menduga nilai inbreeding pada
suatu kelompok ternak. Nei (1987) menyatakan
bahwa nilai heterozi-gositas ditentukan oleh
jumlah sampel yang digunakan, jumlah dan nilai
frekuensi, serta faktor yang mempengaruhi
tinggi rendahnya nilai heterozigositas pada
populasi ternak yang disebabkan oleh
perkawinan acak atau peluang inbreeding yang
rendah.

Nilai polymorphic information contents (PIC)
merupakan salah satu parameter yang
menunjukkan tingkat informatifnya suatu
marker/penciri. Klasifikasi nilai PIC vyaitu
PIC<0,25 polimorfisme rendah, 0,25 < PIC <0,5
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5941 CAG CCA AGA GGT AGT GAG GTT CTT GAG TTC TGG TGG CAT GGCACT TCA TCA TTG GAC ACT
=

Forward
6001 GICTICTIG TTACTG TATTIC A,Jf-\T GAC ACT CJTAG AGT GTT CAG AAG ACCAAACCT CTC CCT

(Gln/Sto
6061 AAA GGC CTG AAA GAG TTT ACA GAA AAA GNTCCTPTCT CTT CTC TTG AGG AGG GCT CGT CAA
6121 GCA GGCAGT ATT GCATCT GAA GTT CCT GGC CCCTCC AGG GAG CAT GAT GGG CCT GAA AGT

6181 R"‘Kﬁfﬂ CAGTGT TCC CTC%AC CCTTIT CAAGTC AGC TTC CAG CAG CTG GGC TGG GAT CACTGG

Gambar 3 : Sekuens gen BMP15 pada kambing (Gen Bank dengan kode akses
JQ350891.1).

Keterangan : Posisi primer (bergaris bawah), perubahan basa/ asam amino (cetak
tebal) dan situs pemotongan (bergaris bawah warna abu-abu).

Tabel 1. Frekuensi genotip dan alel gen BMP15 pada kambing Lokal

Gen Frekuensi
Genotipe Alel X2(HWE)  X2%(0.05)
GG G+ ++ G +
BMP15 0,00 (0) 0,07(7) 0,93(93) 0,035 0,965 0,132" 3,841

Keterangan : * = X?hiung< Xtabel 0.05)(1)

Tabel 2. Nilai heterozigositas pengamatan (H,), heterozigositas harapan (He), dan polymorphic
information contents (PIC) gen BMP15 pada kambing lokal

Gen N Ho He + Se PIC
BMP15 100 0.070 0.068 £ 0.031 0.069
Keterangan : N : jumlah ternak

Tabel 3. Rata-rata nilai litter size pada kambing lokal dengan gen BMP15

Genotipe BMP15 Jumlah Ternak Litter Size
G+ 7 1,65+0,2022
++ 93 1,59+0,319°

Keterangan : (a-b) = Rata-rata dengan superskrip yang beda menunjukkan beda nyata (P<0.05)
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polimorfisme sedang, dan PIC > 0,5 polimor-
fisme tinggi.

Selanjutnya, pada Tabel 2 tampak pula
bawa hasil analisis nilai PIC gen BMP15
adalah 0,069. Hasil ini menggambarkan bahwa
polimerfisme genetik gen BMP15 pada
populasi kambing lokal berada pada level
rendah. Berdasarkan nilai PIC tersebut maka
gen BMP15 memiliki potensi yang rendah
sebagai penciri/marker genetik untuk sifat
prolifik pada kambing lokal. Selain itu, nilai
PIC juga digunakan untuk menentukan ada
tidaknya alel yang polimorfik.

Hubungan polimorfisme gen BMP 15
terhadap sifat prolifik kambing local

Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-
rata jumlah anak sekelahiran atau litter size
pada kambing lokal yaitu 1,60
ekor/induk/kelahiran. Hasil data Kkelahiran
yang diperoleh pada penelitian ini yaitu induk
beranak antara 2-3 kali dengan kisaran 29%
(29 ekor) induk beranak tunggal, 69% (69
ekor) induk pernah beranak kembar (twins)
dan 10 % (10 ekor) induk pernah beranak 3
(triplets) lebih tinggi dengan yang dilaporkan
oleh Pamungkas et al. (2009) bahwa tingkat
kesuburan kambing kacang cukup tinggi
dengan kemampuan hidup dari lahir sampai
sapih 79,4%, sifat prolifik anak kembar dua
52,2%, kembar tiga 2,6% dan anak tunggal
44,9%. Hasil rata-rata litter size pada kambing
lokal dengan gen BMP15 dapat dilihat pada
Tabel 3.

Menurut Davis (2005) gen BMP-15
merupakan gen yang menyebabkan kenaikan
laju owvulasi pada betina dalam keadaan
heterozigot dan menyebabkan infertill pada
betina dalam keadaan homozigot. Sedangkan
menurut Hamdan et al. (2012) jumlah anak
yang dilahirkan oleh seekor ternak sangat
tergantung dari jumlah sel telur yang
diovulasikan setiap siklusnya dan berkaitan
dengan sekresi hormon follicle stimulating
hormone (FSH) pada saat folikulogenesis.
Selanjutnya dijelaskan bahwa sifat prolifik ini
dikendalikan oleh gen fekunditas, yaitu gen
BMP15. Pola pengontrolan gen terhadap
mekanisme  prolifisasi  mengindikasikan
adanya perbedaan antara breed kambing dan
domba, tetapi sifat prolifik pada kambing dan
domba masih dikontrol oleh gen yang sama
yaitu BMP 15 (Chu et al.,, 2007). Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa kambing
lokal vyang diamati terdapat korelasi

polimorfisme gen FecX® atau gen BMP15
terhadap sifat prolifik pada kambing lokal
yang menyebabkan adanya perbedaan litter
size masing-masing genotipe kambing lokal.

SIMPULAN
Berdasarkan hasil PCR-RFLP dengan
enzim restriksi Hinfl (G|JANTC) terdapat
mutasi gen FecX® pada kambing lokal.
Terdapat korelasi polimorfisme gen FecX®
terhadap sifat prolifik pada kambing lokal
yang menyebabkan adanya perbedaan litter

size masing-masing genotipe.
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