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ABSTRACT

An investigation involving large number of animals is often resulting incomplete or in accurate
information such as animal parentage, or misidentify on sex due to unlabeled sex samples. A PCR
method by applying Y chromosome markers (UTY and SRY) facilitates in determination of
unknown sex problem. This study was intended to determine sex from unlabelled sex of blood
samples by applying PCR method using a pooled-DNA template. Twenty five of unknown sex
blood samples from Nusa Penida, Bali were used in this study. The samples were plotted into 5
pooled-DNA whith each pool DNA consisted of 5 individuals DNA. Two pairs of sex primers,
UTY (58oC) and SRY (60oC) with 35 cycles were applied to amplify the samples. The result
showed there was only one pooled-DNA (P4) amplified by UTY (484bp). Whereas re-PCR of the
positive pooled-DNA (P4) using SRY primer, only one out of 25 samples determined as male Bali
cattle (325bp). This finding suggests that UTY and SRY primers are suitable for sex determination
and the pooled-DNA could be used as an efficient PCR method both in consumables and PCR
process for sex determination.
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PENDAHULUAN

Identifikasi informasi jenis kelamin pada
sampel yang dikoleksi sangat penting untuk
berbagai aspek. Sebagai contoh, penentuan
jenis kelamin dan asal usul ternak pada sampel
fosil (Svensson, 2010), hewan yang sulit
diketahui jenis kelaminnya secara visual seperti
burung (Rodriguez et al., 2005), sampel yang
terkontaminasi yaitu sampel jantan diduga
tercampur dengan sampel betina dan juga pada
kasus kriminal atau forensik (Gill et al., 2001)

Dalam dunia peternakan, determinasi jenis
kelamin telah diaplikasikan dalam bidang
pemuliaan ternak (Xia-Hua et al., 2014),
dalam validitas hasil sexing pada kambing
(Phua et al., 2003) dan  penentuan jernis
kelamin ternak dari  sampel maternal plasma
yang berasal dari fetal sapi (da Cruz et al.,
2012). Dalam industri peternakan,
pengontrolan rasio jenis kelamin sangat
penting, misalnya untuk perusahaan susu yang
berfokus dengan sapi betina dan  usaha sapi
potong yang cenderung focus pada sapi jantan
karena pertumbuhan lebih cepat dan efisiensi
pakan lebih bagus (Silversides et al., 2001)

Metode yang pernah digunakan dalam
identifikasi jenis kelamin pada sampel
penelitian, diantaranya adalah flow
cytometri/Cell sorting (Tubman et al., 2004)

dan Polymerase Chain Reaction (PCR) pada
fragmen DNA spesifik jenis kelamin (Bischoff
et al., 2002). Metode PCR diketahui efisien,
akurat, sensitif dan cepat dalam
mengidentifikasi jenis kelamin pada sampel
daging dari berbagai ternak  (Appa Rao et al.,
1995; Gokulakrishnan et al., 2012)

Determinasi jenis kelamin pada mammalian
adalah menggunakan sistem kromosom X-Y,
dimana kromosom X untuk jenis kelamin
betina (XX) sedangkan Y untuk pejantan (XY).
Penanda genetik pada kromosom Y digunakan
pada penelitian ini karena mempunyai lebih
sedikit variasi yang terjadi didalamnya (Ginja
et al., 2009). Terdapat dua penanda genetik
yang digunakan yaitu Ubiquitously
Transcribed Y Chromosome Tetratricopeptide
(UTY) digunakan untuk mendeterminasi jenis
kelamin dan Sex determining-Region Y (SRY)
digunakan untuk konfirmasi hasil dari gen
UTY. Gen UTY merupakan gen yang penting
dalam reproduksi jantan, sedangkan SRY
merupakan gen yang bertanggung jawab
terhadap pembentukan kelenjar (prostat) dan
organ genital eksternal (Chang et al., 2013).

Hal ini mengartikan bahwa apabila pada
kromosom Y tidak ditemukan penanda genetik
dimaksud pada individu ternak tersebut maka
organ reproduksi sepenuhnya berkembang



56 Aplikasi Penciri Molekuler Uty … (Indriawati, dkk)

menjadi betina.  Penelitian yang melibatkan
sejumlah populasi ternak seringkali
menyebabkan ketidak lengkapan data (misal:
jenis kelamin), terlewat dalam
pendokumentasian yang menyebabkan
keakurasian data diragukan. Oleh karena itu,
diperlukan determinasi jenis kelamin dalam
usaha validasi data, sehingga dapat digunakan
sebagai materi dalam penelitian secara akurat.

Penelitian ini dimaksudkan untuk
mendeterminasi jenis kelamin pada sapi Bali
yang tidak terlabel jenis kelamin (unknown sex
samples) pada sampel darah dengan penanda
genetik, yang dilakukan lebih efisien dalam
proses, waktu dan bahan kimia DNA yang
disusun dalam pooled-DNA template.

METODE

Koleksi Darah dan Isolasi DNA
Sebanyak 25 sampel darah segar sapi Bali dari Nusa
Penida, Bali yang dikoleksi dari vena jugularis dan
ditampung dalam tabung Venoject mengandung
antikoagulan (EDTA). DNA dikoleksi dengan
metode Garam Pekat (Montgomery and Sise, 1990).
Sampel DNA diplot dalam lima pooled-DNA yaitu
sebagai P1, P2, P3, P4 dan P5, masing-masing plot
berisi 5 sampel DNA individu sapi Bali.

Polymerase Chain Reaction  (PCR)
Amplifikasi DNA menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR). Total volume  pereaksi PCR
yang digunakan sebanyak 20µl, terdiri dari 2µl
pooled-DNA, 10pmol  (Primer F UTY dan Primer
UTYR) (Margawati et al., 2015) dan 10pmol Primer
SRYF dan SRYR (Margawati et al., 2015) dan 16µl
AccuPower PCR Kit (Bioneer). Program PCR yang
digunakan untuk primer UTY, yaitu pre-denaturasi
94oC 5min; 35 siklus (94oC selama 30 detik; 52oC
selama 30 detik; 72oC selama 30detik); 72oC selama
1 menit dan pendinginan 10oC. Program PCR primer
SRY yang digunakan adalah pre-denaturasi 94oC
5 menit; 35 siklus (92oC selama 60 detik; 60oC

selama 60 detik; 72oC selama 60 detik); 72oC selama
7 menit dan pendinginan 10oC (Hartatik et al.,
2014). Proses amplifikasi menggunakan mesin
thermalcycler (Techne TC-Plus).

Analisa Hasil PCR
Produk PCR dielektroforesis menggunakan gel
agarose 1% dengan 1xTBE buffer dengan aliran
listrik 100 V selama 1 jam. DNA ladder 100pb (VC
100bp, Vivantis) digunakan sebagai ukuran marker.
Gel agarose direndam dalam larutan mengandung
0.5µg/ml EtBr (AppliChem, Germany) selama 15
menit dan divisualisasi diatas UV transilluminator
(MUV21, Major Science, USA). Gambar
didokumentasikan dengan kamera digital.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil amplifikasi gen UTY pada
kelima pooled-DNA sapi Bali, diperoleh satu
pooled-DNA yang mengidentifikasikan sebagai
kelamin jantan. Hal tersebut dibuktikan
munculnya pita DNA dengan ukuran 484pb
yang sesuai dengan ukuran target gen UTY
(Gambar 1).

Pada Gambar 1, dapat dilihat bahwa hanya
ada satu pooled-DNA sampel (P4) yang
berukuran sesuai dengan penanda genetik
UTY, yaitu  484pb. Ukuran target gen UTY
tersebut sesuai dengan hasil penelitian
sebelumnya pada bangsa Sapi (Gotherstorm et
al., 2005)  dan  fossil bangsa Sapi (Svensson,
2010).  Ukuran gen UTY pada bangsa Bison
dan Kerbau berbeda, yaitu lebih panjang 10
basa, yaitu 494pb (Gotherstorm et al., 2005).

Gen UTY berada pada ekson 19 kromosom
Y yang dapat digunakan dalam penelusuran
asal usul sapi Bali  (Kusdiantoro et al., 2009),
sedangkan penanda genetik yang sama
digunakan untuk penelusuran kemurnian sapi
Bali dari garis keturunan tetua pejantan
(Margawati et al, 2015).

(M)=DNA Ladder 100bp, (P1-P5)=DNA sapi Bali Unknown sex sample
Gambar 1. Elektroforesis gen UTY pada lima pooled-DNA sapi Bali unknown sex sample.
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(M)=DNA Ladder 100bp, (1-5)=DNA sapi Bali Unknown sex samples
Gambar 2. Elektroforesis gen UTY hasil re-PCR pada pooled-DNA sapi Bali P4.

(M)=DNA Ladder 100bp, (1-5)=DNA sapi Bali Unknown sex samples
Gambar 3. Elektroforesis gen SRY pada pooled-DNA sapi Bali P4

Pengulangan PCR (re-PCR) dilakukan pada
pooled-DNA (no. P4) yang berisi 5 sampel sapi
Bali yang positif mendeteksi adanya gen UTY
(ukuran 484pb). Hasil re-PCR (1 pooled-DNA)
tersebut, diantaranya ditemukan satu sampel
berjenis kelamin jantan (sampel nomor 3,
Gambar 2).

Pada Gambar 2 Lajur 3, pita amplikon gen
UTY yang muncul pada DNA sampel P4
menunjukkan hanya satu individu yang
diketahui berjenis kelamin jantan. Oleh karena
banyak pita UTY muncul (bersifat tidak
spesifik), maka pada sampel pooled-DNA P4
dikonfirmasi lagi dengan penanda genetik
SRY. Penanda genetik SRY secara spesifik
dapat digunakan untuk mengindentifikasi
sampel yang tidak diketahui jenis kelaminnya
(Morikawa et al., 2011; Hua-Xia et al., 2014).

Gen UTY dalam penelitian ini digunakan
untuk mendeterminasi jenis kelamin pada
unknown sex samples, sedangkan  SRY
digunakan untuk mengkonfirmasi hasil PCR
dari gen UTY.

Untuk memastikan keakurasian  identifikasi
jenis kelamin pada sampel sapi Bali nomor 3,
maka dilakukan PCR menggunakan penanda
genetik Sex-determining Region Y (SRY) yang
menyandi jenis kelamin jantan pada kromosom
Y. Hasil PCR menunjukkan bahwa sampel
nomor 3 menghasilkan pita DNA sebesar
325pb yang sesuai dengan ukuran gen target
dari gen SRY (Gambar 3).

Pada Gambar 3 Lajur 3, dapat dilihat pita
tunggal gen SRY berukuran 325pb pada
sampel yang sama (Gambar 2 Lajur 3).

Menurut Prasant et al., (2008) determinasi
jenis kelamin menggunakan SRY memberikan
hasil spesifisitas tinggi. Xiu-Hua et al., (2014),
telah menggunakan gen SRY dalam
mendeterminasi jenis kelamin pada sampel
DNA yang berasal dari domba, sapi dan
kambing.  Gen SRY berkembang kuat dalam
identifikasi jenis kelamin. Hubungan yang kuat
antara hasil analisis SRY dengan fenotip jantan
dapat diartikan bahwa gen SRY sangat akurat
sebagai
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penanda genetik untuk memprediksikan jenis
kelamin jantan  (Morikawa et al., 2011; Tozzo
et al., 2013).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, metode PCR
dengan penanda genetik yang berasal dari
kromosom Y (UTY dan SRY) dapat digunakan
untuk mendeterminasi jenis kelamin jantan
pada sampel yang tidak berlabel jenis kelamin
(unknown sex sample). Selain itu Metode
pooled-DNA dalam PCR dapat mengefisienkan
penggunaan bahan maupun pada proses PCR
dalam mendeterminasi jenis kelamin.
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