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ABSTRACT

SUMANTRI, C., M. IMRON, SUGYONO, E. ANDREAS, R. MIsRIANTI and A.B.L. BHAK. 2011. Growth hormone gene family (GH,
GHR, GHRH and Pit-1) polymorphisms and its associatigh siperovulation response, ovulation rate, fertilizatate and
embryo quality in Embryo Transfer Station (BET) op&iang.JITV 16(2): 126-139.

The decrease in fertility is considered to be the mairse of reproductive loss in dairy cattle and beef industany
candidate genes that play an important role in fertditgd embryonic development. The purpose of this study was tat dete
genetic variations of the growth hormone gene family &dl, GH|Alul, GHRAIul, GHRHHaelll and Pit-1Hinfl) and its
association with superovulation response, ovulation lifation and transferable embryos rate. A total of 45 dlsamples
taken from cows that have been superovulated Angus, BraltRahimousin and Simmental. DNA was extracted withrythe
chloroform protocol followed by polymerase chain reactierhnique (PCR) using specific primers for GH, GHR, GHiRid
Pit-1 gene. PCR product was cut with restriction enzifegl, Alul, Haelll and Hinfl and electrophoresed on agarose gel and
stained with ethidium bromide (EtBr). Superovulatiord@e by injecting a totally of 20 ml FSH for 4 days. Injegtihe
prostaglandin hormonePGF2a) was performed on the eleventh day of CIDR implantation. Artificial insentina (Al)
performed two or three days after the injectioP@F2a and Flushing was done on the seventh day after the Al. The results
showed that the Angus, Limousin, Brahman and SimentaloGiHliversity of GHWspl, GH|Alul, GHRAlul, GHRHHaelll and
Pit-1Hinfl was not associated with superovulation response, awujdertilization and transferable embryo rate. In Hiyda
cattle, genotype on PitHinfl AA has higher percentage of superovulation response (855 When compared to AB genotype,
but did not differ to BB genotype. Dairy cattle HF AA geype also had higher ovulation rate (P < 0.05) when comparas
and BB genotypes, but AB and BB have the same ovulation rate
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ABSTRAK

SUMANTRI, C.,M. IMRON, SUGYONO, E. ANDREAS, M. REsTudan A.B.L. bHAK. 2011. Keragaman grup gen hormon pertumbuhan
(GH, GHR, GHRH dan Pit-1) dan hubungannya dengan respon superotiniglsdf ovulasi, tingkat fertilisasi dan kualitas
embrio sapi di Balai Embrio Ternak (BET) Cipeladid.v 16(2): 126-139.

Penurunan daya reproduksi menjadi penyebab utama kerugian pada saghiperah dan pedaging. Banyak gen kandidat
yang berperan penting dalam fertilitas dan perkembangan embri@nTdari penelitian ini adalah untuk mendeteksi variasi
genetik dari grup gen hormon pertumbuhan (@], GH|Alul, GHRAIul, GHRHHaelll dan Pit-1Hinfl) dan hubungannya
dengan respon superovulasi, tingkat ovulasi, tingkat ferfililsasembrio layak transfer pada berbagai bangsa sapi. Seld&nyak
sampel darah diambil dari sapi yang telah disuperovuldsi #aigus, Brahman, FH, Limousin dan Simmental. DNA diekstra
dengan fenol-kloroform protokol dan dilanjutkan dengan tegailamerase chain reaction (PCR) dengan menggunakan primer
spesifik untuk GH, GHR, GHRH dan Gen Pit-1. Produk PCR digptiengan enzim restrikisispl, Alul, Haelll dan Hinfl dan
dielektroforesis pada gel agarose dengan pewarnaan E@tamida (EtBr). Superovulasi dilakukan dengan menyuntikan total
20 ml FSH selama 4 hari pagi dan sore berturut-turut dengsis denurun. Penyuntikan hormon prostaglandin (R§F2
dilakukan pada hari kesebelas implantasi CIDR. Inseminasi B(IBjadlilakukan dua atau tiga hari setelah penyuntikan BGF2
Flushing dilakukan pada hari ketujuh setelah IB. Hasil menunjukkanhzendsa sapi Angus, Limousin, Brahman dan Simental
keragaman lokus GMispl, GHRAlul, GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl dan GHRAlul tidak berasosiasi dengan respon superovulasi
(RS), tingkat ovulasi (TO), persentase tingkat fertiligd$) dan persentase embrio layak transfer (ELT). Psaja FH
bergenotipe Pit-Hinfl AA mempunyai persentase respon superovulasi (RS) yang lelidi (P < 0,05) bila dibandingkan
dengan genotipe AB, tetapi tidak berbeda dengan genotipe BBFISdergenotipe AA juga mempunyai tingkat ovulasi lebih
tinggi (P < 0,05) bila dibandingkan dengan genotipe AB dan B&pitAB dan BB mempunyai tingkat ovulasi yang sama.

Kata Kunci: Keragaman, Gen Hormon Pertumbuhan, Sifat Reproduksi

12¢



SUMANTRI €t al. Keragaman grup gen hormon pertumbuhan (GH, GHR, GHRH dan Pit-1) dan hubungannya dengan respon superovulasi

PENDAHULUAN 29%). Hal yang sama dilaporkanaé et al. (2009)
Fibroblast growth factor 2 (FGF-2) berperan penting
Kematian embrio merupakan kegagalan utam@dalam pengaturan fertilisasi dan pertumbuhan embrio
dalam reproduksi, terutama pada sapi akasebelum implantasi. Oosit yang mengalami mutasi
mengakibatkan tertundanya kebuntingan, menurunnya3G>T dan 11646A>G) yaitu alel T menyebabkan
kelahiran ~ anak, penurunan  produksi  susugrjadi penurunan laju fertilisasi sehingga embrio
memperlambat kemajuan seleksi dan secara ekonong&rgenotipe TT sangat jarang ditemukan pada populasi
mengakibatkan kerugian yang besar.iLOBEAU- sapi FH. KiATIB et al. (2007) menyatakan gesignal
GoeseeLsdan KasTELIC (2003) menyatakan sebagiantransducer and activator of transcription 5A (STAT5A)
besar kegagalan dalam kebuntingan disebabkan olgfingat berpengaruh terhadap sifat-sifat reproduksi,
kematian pada tahap embrional, penyebab utarmariasi pada SNP153137 (G/C) dalam ekson 8 dari
diantaranya faktor ketidakseimbangan komposiSTATS5A berhubungan langsung secara nyata dengan
hormonal dalam cairan folikel yang mengakibatkafaju fertilisasi dan daya hidup blastosis. Selanjutnya
menurunnya kualitas oosit. Produksi embrio secara KHATIB et al. (2009) melaporkan single-SNP analisis
vivo danin vitro merupakan salah satu alternatif untuknenunjukkan hubungan yang signifikan secara statistik
meningkatkan populasi secara cepat pada sapi. Produkstara SNP25402 STAT3 dengan laju fertilisasi. Oosit
embrio secaran vivo mempunyai kualitas yang lebih yang dihasilkan dari ovarium dengan genotipe AA
baik bila dibandingkan dengan vitro seperti jumlah menunjukkan laju fertilisasi masing-masing 70,1 vs
sel, morfologi, kemampuan tumbuh kembang, daf6,6 dan 66,3% bila dibandingkan dengan oosit
ketahanan setelah pembekuanoxB et al., 1999). bergenotipe AC dan CC. Interaksi antara genotype
Frekuensi kejadian abnormalitas kromosom padaNP25402 dengan SNP19069 sangat nyata berpengaruh
embrio hasiin vivo lebih rendah daiin vitro (DELoos terhadap daya hidup blastosis tetapi tidak berpengaruh
et al., 1992), konsekuensinya hanya 30-40% dari oodiéerhadap laju fertilisasi. ®VER et al. (2009)
hasil maturasin vitro berkembang menjadi blastosismelaporkan keragaman pada gen reseptor progesterone
setelah di fertilisasin vitro (LONERGAN, 2007), dan (PGR), yaitu mutasi G ke C (G/C) dalam intron SNP 3
tingkat kebuntingan embrio hasih vitro lebih rendah berpengaruh terhadap laju fertilisasi dan daya hidup
bila dibandingkan dengaim vivo (PETER et al., 2009). embrio. Oosit yang berasal dari ovarium bergenotipe
Superovulasi sudah umum digunakan dalam produkSiIC menunjukkan tingkat fertilisasi 61% lebih rendah
embrio secaran vivo terutama di industri peternakanbila dibandingkan dengan genotipe GC
sapi, dengan tujuan memproduksi embrio layak transfé8%) dan GG (69%), oosit dari ovarium bergenotipe
secara massal dan menghasilkan keturunan yang sek#& mepunyai tingkat daya hidup embrio lebih tinggi 5
Keberhasilan superovulasi sangat tergantung padan 6% dari pada oosit dari ovarium bergenotipe GC
perkembangan oosit selama pertumbuhan folikelan CC. Hasil ini menunjukkan bahwa PGR SNP dapat
(SRARD et al., 2006). Faktor yang dapat mengatudigunakan dalam program seleksiarker-assisted
pertumbuhan folikel dan pertumbuhan embriantuk sifat reproduksi pada sapi perah Holst&irowth
diantaranya insulin-like growth factor 1 (IGF-1) Differentiation Factors-9 (GDF-9) merupakan gen
dilaporkan oleh (BkIN et al., 2003; BRTUNE, 2003; pengonrol yang esensial dibutuhkan  dalam
WoLF et al., 2003; dan \WBB et al., 2004). Kualitas perkembangan folikel. GDF-9 menstimulus protein
oosit dan embrio hasil superovulasi pada ruminansi@da proses perkembangan folikel primordial dan
sangat tergantung pada  konsentrasi IGF-blikel primer sampai pengaturan sel granulose dan sel
(O'CALLAGHAN et al., 2000; \ELAZQUEZ et al., 2005). teka (FHANRAHAN, 2004).Bone morphogenetic protein
Konsentrasi IGF1 pada cairan folikel pada sapl5 (BMP-15) adalah sebuah faktor pertumbuhan dan
superovulasi dapat meningkatkan jumlah embrio secaaaggota dari TGF superfamili yang mempunyai
in vivo (CusHMAN et al., 2001). dusaN dan FANSEN  ekspresi yang spesifik terhadap oosit. BMP-15 domba
(2007) dan Bock et al. (2008) menyatakan berada pada kromosom X AGowAy et al., 2000).
penambahan (IGF-1) ke dalam kultur medium, sangBMP-15 mengatur prolifirasi sel granulosa dan
berperan penting dalam peningkatan prosentadderensiasi oleh mitosis sel granulosa, menahan
blastosis dan ketahanan embrio pada cekaman paeé&spresi folikel stimulating hormon, dan menstimulasi
dan meningkatkan kebuntingan pada sapi laktasi. ekspresi kit ligand, semua pengaturan yang penting dari
Pengaruh genetik terhadap performa reprodukirtilitas betina mamalia (GGuka et al., 2000; JENGEL
telah dilaporkan KaTiB et al. (2008) keragaman padaet al., 2002; MbORE dan $iIMASAKI, 2005). Mutasi
genfibroblast growth factor 2 (FGF-2) SNP11646 tidak FecX® pada BMP-15 berasosiasi dengan peningkatan
berpengaruh terhadap laju fertilisasi tetapi berpengargivulasi dan sterilitas pada domba Cambridge dan
nyata pada daya hidup embrio. Embrio bergenotipe GBelclare (FANRAHAN et al., 2004).
mempunyai daya hidup lebih tinggi bila dibandingkan Gen hormon pertumbuhan (GH) mempunyai
dengan yang bergenotipe AG dan AA (@28 dan peranan yang sangat penting pada proses reproduksi
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pada mamalia (BLL dan HhRVEY, 2001). Pada sapi ldentifikas keragaman gen GH|Mspl, GHJAIlul,

gen GH sudah ditranskripsikan pada tahap oosit d&HR|Alul, GHRH|Haelll dan Pit-1|Hinfl

tahap embrio (MRTAL et al., 1997), dan gen hormon

pertumbuhan reseptor (GHR) berperan dalam Amplifikasi DNA dilakukan pada total volume
pertumbuhan preimplantasi zBDYAR et al., 2000). 25 pl terdiri dari 2 pl (10-100 ng) DNA, 15,75 pl air
Beberapa mutasi titik pada gen GH Leul27Val padsebas ion steril; 2,5 pl 10 x buffer tanpa g2 pl
embrio sapi sudah dilaporkan oleh (kHY et al., MgCl,. 0,5 pl 10mM dNTP; 0,25 uTaq polimerase;
2008). Informasi pengaruh gen pada aspek reproduksiul (25 pmol) primer. Tahap | dilakukan dengan 1 x
terutama masalah kualitas embrio untuk kondisi diiklus, meliputi proses denaturasi awal pada suhu 94°C
Indonesia masih dirasakan sangat kurang. Penelitiselama 4 menit. Tahap Il dilakukan dengan 30 x siklus,
tentang pengaruh induk bergenotipe tertentu pada gropeliputi denaturasi pada suhu 94°C selama 10 detik,
gen hormon pertumbuhan seperti (GH, GHR, GHRIdenempelan primer afnealing) pada suhu 60°C
dan Pit-1) pada performa reproduksi seperti respaonasing-masing untuk perimer Gl GHRHHaelll
superovulasi, tingkat ovulasi, tingkat fertilisasi dardan Pit-1{infl dan pada suhu 62°C untuk primer
persentase embrio layak transfer sangat perlu dilakuk&H|Mspl dan GHRAul selama 1 menit, pemanjangan
terutama pada sapi lokal maupun sapi impor padaolekul DNA pada suhu 72°C selama 2 menit. Tahap
kondisi lingkungan Indonesia. Hasil penelitian inilll dilakukan dengan 1 x siklus, meliputi pemanjangan
diharapkan dapat menghasilkan informasi tentarakhir molekul DNA pada suhu 72°C selama 7 menit.
kandidat gen untuk seleksi perbaikan kualitas embrio thkubasi pada 4°C hingga digunakan untuk analisis
Indonesia. lebih lanjut. Informasi primer yang digunakan pada
penelitian ini ditunjukkan pada Tabel 1.

Produk PCR selanjutnya dipotong dengan enzim
restriksi yang spesifik dengan gen tersebut. Enzim
. restriksi yang digunakan untuk gen GH, GHR, GHRH
Pengambilan sampel darah dan Pit-1 secara berurutan yalispl, Alul, Haelll dan
Hinfl. Enzim restriksiMspl mengenali situs restriksi

*CGG, enzimAlul mengenali situs restriksi AG*CT,
édangkan enzim restrikslaelll dan Hinfl masing-

asing mengenali situs GG*CC dan G*ANTC.
ebanyak 2 pl produk PCR dicampur dengan 1 sampai

unit enzim restriksi dalam 1xBufer (New England
Biolabs) dan selanjutnya diinkubasi pada suhfC37
selama minimal 4 jam. Visualisasi pola pita hasil RFLP
menggunakan elektroforesis gel agarose 2% w/v dalam
0,5 x TBE dan diwarnai dengan Etidium Bromida.

MATERI DAN METODE

Sampel darah diambil dari sapi yang tela
disuperovulasi. Sampel yang digunakan sebanyak
ekor sapi terdiri atas bangsa Angus (5), Brahman (
FH (9), Limousin (13) dan Simmental (13) dari Balai
Embrio Ternak Cipelang (BET). Pengambilan samp
darah sebanyak 2 ml dilakukan melalaha jugularis
dengan menggunakan jaruwmenoject dimasukkan ke
dalam tabungaccutainer dan ditambahkan 4 ml etanol
95%, kemudian disimpan pada suhu kamar.

Ekstras DNA Produksi embrioin vivo
DNA diisolasi menggunakan metode fenol
kloroform (S\smMBROOK dan RusseLL, 2001). Sebanyak
45 sampel darah total yang disimpan dalam etanol 959
disentrifugasi 3500 rpm selama 5 menit. Endapan dicug|,
dengan buffer TE kemudian disuspensikan deng
IXSTE dan dilisis dengan 20 ul proteinase K (1

Sebanyak 32 ekor sapi donor terdiri atas bangsa
gus, Brahman, FH, Limousin dan Simental, masing-
sing 3, 3, 9, 10 dan 8 ekor digunakan untuk
mproduksi embrion vivo. Seleksi dilakukan dengan
ra palpasi rektal calon donor untuk diperiksa status
. eproduksinya dalam kondisi sehat dan tidak dalam
mg/ml) dan 40 ul 10% SDS. Pemurnian DNA dengaﬂoﬂdisi bunt)i/ng, selanjutnya dilakukan implantasi CIDR

menambahkan 1/10 volume 5 M NaQI, 1 X VOlum‘%ecara transvaginal (hari ke-0). Superovulasi dilakukan
larutan fenol, dan 1 x volume kloroform:isoamil alkoho ngan menyuntikkan hormon FSHoltropin) pagi

(24:1), kemudian disentrifugasi pada kecepatan 70Qf}\"sore selama 4 hari berturut-turut dengan dosis
rpm selama 5 menit. Molekul DNA diendapkan dengap, o ;run sebagai berikut: (4-4, 3-3, 2-2, dan 1-1 ml).
menambankan 1/10xvo|ume5MNaC_I danzX\'Olumﬁenyuntikan FSH dimulai pada hari ke-9 setelah
etanol absolut. Endapan DNA dicuci dengan etan Imasangan CIDR. Pada hari kesebelas diberikan
70% kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 70 nyuntikan hormon Prostaglandin (R@F Pada hari
rom selama 5 menit dan DNA selanjutnya dilarutkal e-12 CIDR dikeluarkan dari vagina sapi donor.

dengan 80 pbuffer TE 80%. Inseminasi Buatan (IB) dilaksanakan pada hari ketiga
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Tabel 1. Informasi sekuen primer yang digunakan dalam penelitian

Lokus Sekuen primer Annealing Pustaka

F: 5-CCCACGGGCAAGAATGAGGC-3’
GHMspl 62 °C MTRA et al. (1995)
R: 5-TGAGGAACTGCAGGGGCCCA-3’

F: 5-CGGACCGTGTCTATGAGAAGCTGAAG-3’
GHJAlUI ° (2
! R: 5-GTTCTTGAGCAGCGCGTCGTCA-3' 60°C Broch et . (2008)

F: 5-CGCTTACTTCTGCGAGGTAGACGC-3
HRAUI 20 Al (2010
GHRPAlU R: 5-GTCTGTGCTCACATAGCCAC-3 62°C DREAset al. (2010)

F: 5-TGAAGGATGCTGCTCTGGGT-3
o @
GHRHHaell & 5 TGCCTGTTCATGATATCCTGGA 00%C Mbonv etal. (1995)

F: 5-AAACCATCATCTCCCTTCTTCTT-3
Pit1Hinfl 60 °C WOLLARD et al. (1994)
R: 5'-AATGTACAATGTGCCTTCTTCTG-3’

belas dan empat belas (48-72 jam) setelah pember@nPersentase tingkat fertilisasi (TF) dihitung
PGRo atau setelah donor tersebut memperlihatkan berdasarkan jumlah embrio dibagi dengan jumlah
gejala berahi. IB dilakukan sebanyak tiga kali (pagi, embrio dan sel telur tak terbuahi yang dihasilkan per
sore dan pagi). Flushing dilakukan pada hari ketujuh ekor per respon superovulask (émbrio/E embrio
setelah estrus/IB pertama, media flushing (Lactated + X sel telur tak terbuahi)) x 100%].
Ringer + Calf serum 20% + Antibiotik). Epidural 4. Persentase embrio layak transfer (ELT) dihitung
anestesi dilakukan sebelum di flushing dengan cara berdasarkan jumlah embrio tahap blastosis kualitas
menyuntikan 2-5 ml Lidocaine HCI 2% atau Xylocaine ABC dibagi dengan jumlah embrio yang dihasilkan
2% diantara tulang sakral-tulang ekor | atau diantara per ekor per respon superovulask [plastosis
tulang ekor I-Il. Evaluasi embrio dilakukan menurut berkualitas ABCZ embrio) x 100%].
kriteria (GorRDON, 1994) berdasarkan morfologi embrio
dengan melihat permukaan/dinding zona pellucida yarfgnalisis data
rata, kebeningan warnanya, kekompakan sel, banyaknya
sel yang mengalami degenerasi. Embrio Analisis data molekuler lokus GH$pl, GHJAlUI,
diklasifikasikan ke dalam klas A, B, C, D danGHRAIul, GHRHHaelll dan Pit-1Hinfl pada populasi
degeneratif embrio layak transfer hanya klas A, B dagapi di BET meliputi frekuensi alel, keseimbangan
C. Pengulangan superovulasi pada individu yang sarpardy-Weinberg, nilai  heterosigositas  meliputi
dilakukan 2 sampai 5 kali dengan jarak 1 sampai [Zeterosigositas pengamatan,XHlan heterosigositas
bulan. Keberhasilan superovulasi ditunjukkan dengamarapan (k.
jumlah embrio dan ovurn 2 per flushing per ekor.
Frekuens ale
Parameter embrio in vivo yang diamati
Frekuensi alel untuk setiap lokus dihitung menurut
Parameter embridn vivo yang diamati dalam Nei dan KUMAR (2000) dengan formula sebagai

penelitian ini meliputi: berikut:
1. Respon superovulasi (RS) merupakan persentase (2N11+ le)
keberhasilan superovulasi per ekor yang dihitung =g

berdasarkan jumlah berapa kali respon dari total 2N

perlakuan superovulasi (SO) pada individu yangeterangan:
sama dikalikan 100% X( respon superovulasi/ x; = frekuensi alel ke-1,
total perlakuan superovulasi) x 100%). Ni1= jumlah genotipe fA;
2. Tingkat ovulasi (TO) dihitung berdasarkan jumlahN;,= jumlah genotipe £A,
sel telur tak terbuahi dan embrio yang dihasilkan per
ekor per respon superovulasiZ((sel telur tak Kessimbangan Hardy-Weinberg
terbuahi +X total embrio)/respon superovulasi).
Keseimbangan Hardy-Weinberg diuji dengelni-
square (x?) menurut HRTL (1988), sebagai berikut:
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_ (G-E)
X’=3 E
Keterangan:

x?= nilai chi-square uji

O, = jumlah pengamatan genotipe ke-i
E; = jumlah harapan genotipe ke-i

Nilai heter ozigositas pengamatan (H,)

Nilai  heterosigositas  teramati

{H dan

GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl, dan GHpul diperlihatkan
pada Tabel 2 dan frekuensi alelnya pada Tabel 3. Lokus
GH|Mspl bersifat monomorfik pada sapi Angus dan
Simental dengan genotipe +/+ (100%) dan polimorfik
pada sapi Brahman, FH dan Limousin dengan genotipe
-/- masing-masing (20,0; 11,1 dan 46,2%). Rata-rata
total alel GH (+) untuk kelima bangsa sebesar (0,72)
dengan nilai y* (11,32) nyata menunjukkan adanya
ketidak setimbangan gen GH (+) populasi dan rata-rata
total heteroigositas (0,20). Tingginya frekuensi alel GH

heterosigositas harapan JHdapat digunakan untuk (+) ini juga ditemukan pada beberapa populasi sapi

menduga nilai
kelompok ternak. Perhitungan nilaj Han H dilakukan

koefisien inbreeding pada suatu perah (ALAKI et al., 1996; lacziEL et al., 2000).

Keragaman pada lokus GWHpl dapat digunakan untuk

menurut KARTL (1988) dengan formula sebagai berikutmengetahui pola distribusi alel antara bangsa sapi tidak

Ho= 5 7&”
Keterangan:

H, = heterosigositas pengamatan

Ni; = jumlah individu heterosigot pada lokus ke-1
N = jumlah individu yang diamati

Hubungan bangsa dan genotipe dengan par ameter
produks embrioin vivo

berpunuk Bos taurus) dan bangsa sapi berpunuBog
indicus). Pada bangsa sapBos indicus, dijumpai
frekuensi alel GH (-) yang lebih tinggi dibandingkan
dengan frekuensi alel GH (+) AGzIEL et al., 2000).
Lokus GHRpuUI bersifat monorfik pada sapi Brahman
dan FH dengan genotipe AA (100%), tetapi polimorfik
pada sapi Angus, Limousin dan Simental dengan
masing-masing genotipe AA sebesar (40,0; 53,8 dan
15,4%). Total alel A untuk kelima bangsa sebesar
(0,70) dan nilai y* (4,39) nyata menunjukkan adanya
ketidak setimbangan gen pada populasi dan

Hubungan antara bangsa yang memiliki genotipgeteroigositas (0,29). Frekuensi alel (A) yang tinggi
yang sama dengan nilai rataan parameter respon SUpgfa ditemukan pada bangsa sapi BaliZHARNAIM et
ovulasi, tingkat ovulasi, tingkat fertilisasi dan kualitagy. (2010) melaporkan pada sapi Bali genotipe AA
embrio layak transfer dianalisis menggunakan modeh 988), Limousin (0,238), Simental (0,00) dan sapi

analisis ragam (KaTiB et al., 2009) dengan model pesisir

matematika sebagai berikut:
Log e(Yijk) = u+ Bi + 7 + &k

Keterangan:

Loge(Yj) = nilai logartma alami dar
pengamatan pada bangsa ke-i,
genotipe ke-j dan ternak ke-k

M = nilai rataan tenge

Bi = nilai pengaruh tetap bangse-i

¥i = nilai pengaruh tetap dari genoti
ke-j

€k = nilai galat pengamat

HASIL DAN PEMBAHASAN

K eragaman lokus GH|Mspl, GHRJAIluI,
GHRH|Haelll Pit-1|Hinfl dan GHJAlul pada sapi
Angus, Brahman, FH, Limousin dan Simental

Hasil visualisasi PCR-RFLP lokus GHApl,
GHRAlul, GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl, dan GHApluI
masing-masing diperlihatkan pada Gambar (1,
3, 4 dan 5). Frekuensi genotipe ®&jl, GHRAIUI,

13C

(0,604). Lokus GHRHaelll bersifat
monomorfik pada sapi Brahman dengan genotipe BB
(100%) dan polimorfik pada sapi Angus, FH, Limousin
dan Simental dengan frekuensi genotipe AA masing-
masing sebesar (60,0; 11,1; 7,7 dan 7,7%). Total alel A
untuk kelima bangsa sebesar (0,37), nijtai(1,95)
menunjukkan adanya kesetimbangan gen dalam
populasi dan heterozigositas (0,47). Tabel 3
menunjukkan nilai rata-rata heterozigositas dari kelima
lokus GHMspl, GHRAIul, GHRHHaelll Pit-1[Hinfl

dan GHplul sebesar 0,31 dengan variasi terendah pada
FH (0,16) dan tertinggi pada Limousin (0,43).
Beberapa penelitian mengenai keragaman gen GHRH
telah dilakukan pada ternak sapi olelikc et al.
(2007), keragaman lokus GHRftHelll pada sapi
perahPolish Red and White dengan frekuensi alel A
dan B masing-masing 0,28 dan 0,72, serta frekuensi
genotipe AA, AB dan BB masing-masing 0,09; 0,38
dan 0,53. Lokus Pit-#infl mempunyai keragaman
paling tinggi dengan nilai heterozigositas (0,49) dengan
komposisi genotipe AA, AB dan BB masing-masing
sebesar (22,2; 48,9 dan 28,9), dengan alel B (0,47).
Pada bangsa sapBos taurus, laporan mengenai
eragaman gen Pit-1 dilaporkan oletoM/ARD et al.
1994). Frekuensi alel A gen Pit-1 pada sapi bervariasi
mulai dari 0,25 (DStAsIO et al., 2002), 0,45 (MobDy
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Tabel 2. Frekuensi (dalam %) genotipe gen M), GH|Alul, GHRAlul, GHRHHaelll dan Pit-1Hinfl pada Angus, Brahman,
FH, Limousin dan Simental

GH|Mspl GHRJAlul GHRH[Haelll Pit-1|Hinfl GHIAlul
Bangsa
-I- +/- +/+ AA AG GG AA AB BB AA AB BB LL LV VWV
Angus 0,0 0,0 100,0 40,0 60,0 0,0 60,0 40,0 0,0 80,0 0,0 20,0 100,0 0,0 0,0

Brahman 20,0 80,0 00 1000 00 00 00 00 1000 0,0 1000 00 1000 0,0 0,0
FH 111 00 889 1000 00 00 11,1 444 444 333 333 333 1000 0,0 0,0
Limousin 46,2 385 154 538 385 77 77 615 308 77 615 308 769 154 7,
Simental 00 00 1000 154 385 462 7,7 538 385 154 46,2 385 846 Qmn4

Total 17,8 200 622 556 289 156 13,3 46,7 40,0 222 489 289 889 89 22

et al., 1995), dan 0,53 EAVILLE et al., 1997). Lokus ini kemungkinan pada sapi pedaging seleksi terhadap
GHJAlul bersifat monomorfik untuk bangsa Angus,pertumbuhan belum begitu berdampak pada ferforma
Brahman dan FH dengan alel L (1,00) dan polimorfikeproduksi seperti pada sapi perah. Seleksi peningkatan
untuk Limousin dan Simental dengan alel L masinggroduksi susu yang tinggi berdampak pada ketidak
masing sebesar (0,85 dan 0,92), derajat heterosigot ragaimbangan hormon reproduksi yang secara otomatis
rata total untuk alel L (0,93). menurunkan ferforma reproduksi dan berpengaruh
terhadap keragaman gen khususnya gen GH famili.
WASHBURN et al. (2002) telah menganalisis hubungan
laju fertilisasi dengan produksi susu selama 23 tahun
lebih (1976-1999) pada industri peternakan sapi perah
di Amerika Serikat. Seleksi peningkatan terhadap
produksi susu menyebabkan terjadinya tingkat
%gnurunan laju fertilisasi. Lebih jauhokezGATIUS

Pengaruh keragaman gen group GH dengan
produks embrioin vivo

Pengaruh keragaman lokus GHdpl, GHRRAIuI,
GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl dan GHAlul dengan respon
s_uperovulag_ (R.S)’ tingkat ovulasi (TO), persenta 003) melaporkan bahwa pada sapi setiap peningkatan
tingkat fertilisasi (TF) dan_persentase embrio laya 000 kg produksi susu per induk berhubungan
tr_ansfer_ (ELT) _pada sapl Angus, Brahman, I:';'J'angsung dengan penurunan tingkat kebuntingan (3,2-
Limousin Qan S!me;n_tal dlperllhatl_<an pada Tabel 6%), penurunan jumlah siklus estrus (4,4-7,6%) dan
Pada sapl FH individu bergenotipe PIt-HIﬂ_‘I AA peningkatan kejadian ovarium tidak aktif (4,6-8%).
mempunyai persentase respon superovulasi (RS) yaggpqoy et al. (2008) menyimpulkan bahwa seleksi
lebih tinggi (P < 0,05) bila dibandingkan dengarIntensif selama 30 sampai 50 tahun terhadap produksi

individu bergenotipe Pit-B§ril AB, tetapi hampir sama ¢, e[ah menyebabkan penurunan tingkat kebuntingan
dengan yang bergenotipe BB. Individu bergenotipe Pi ari 70 menjadi 40% padaervice per conception

1Hinfl AA juga mempunyai tingkat ovulasi lebih tinggi ertama. Hasil yang sama juga dilaporkan oleh

(P < 005 bila dibandingkan dengan individ MURPHY et al. (2008) yang menyatakan gen hormone

pergenotipe AB dan BB, tetapi AB dan BB mempuny ertumbuhan (GH1) dan produk proteinnya hormone
tingkat ovulasi yang sama. Hubungan keragaman ¢ Rrtumbuhan GH sangat berperan penting dalam

Pit-1 sering dipakai sebagai kandidat gen untuk sifaf: duksi dan embrvogenesis dan pertumbuhan
sifat reproduksi telah dilaporkan olehtKris et al. I:i?l:woy; S;DOIimorfisme ypgda exon ke-5IO (GH1 p
(2009) telah mengidentifikasi 8 gen melalui ge eul27Val) berhubungan langsung dengan sekresi

POU1F1 ~ (Pit-1) ~signal, gen secara tungg ormone pertumbuhan dan produksi susu. Proporsi

menunjukkan terdapat hubungan yang nyata antara 98 brio ber : : .
. genotipe Leul27/Leul27 homozigot pada
of GHR, PRLR, STAT5A, dan UTMP dengan laju dayQ/itro lebih tinggi bila dibandingkan dengan hasil embrio

tahan hidup embrio_dan gen P_OU1F1’ GHR, STATS'ﬁn vivo, kemungkinan disebabkan oleh perbedaan
dan OPN dengan laju fertilisasi. lingkungan media kultur.

AN \/iTALA et al. (2006) melaporkan genotipe AA dan

: . MR dari PRLR prolactin receptor) dikaitkan dengan
Lokus GHMspl, GHRAlUl, GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl rotein yang lebih tinggi, lemak, dan produksi susu

dan GHplul dengan parameter respon superovula Sbih tingai bi : ; :

: . : o ggi bila dibandingkan dengan genotipe GG,
(RS), tingkat ovulasi (TO), persentase tingkat fertlllsa§ tapi genotipe AA dan AG mempunyai daya tahan
(TF) dan persentase embrio layak transfer (ELT). H mbrio lebih rendah dibandingkan dengan genotipe GG.
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Genotipe GG dari gen UTMP mempunyai daya tahatengan embrio yang berasal dari Holstein dan Angus.
hidup embrio secara signifikan lebih rendah bilddal ini kemungkinan disebabkan oleh perbedaan dalam
dibandingkan dengan genotipe lainnyaHfKiB et al., thermo toleran. AGGRAENI (2006) telah melakukan
2007). Genotipe AA dari GHR telah dilaporkanpenelitian pada sapi FH lokal bibit elit mempunyai
berpengaruh terhadap produksi susu yang tinggi, tetapioduksi tinggi tetapi daya reproduksinya sangat
mempunyai daya hidup embrio lebih rendahdBr rendah.Hal ini kemungkinan disebabkan oleh adanya
et al.,, 2003). Alel G dari STAT5A berpengaruhgen yang bersifgileitrophy yaitu sekelompok gen yang
terhadap produksi susu tinggi, tetapi tingkat fertilisasnempunyai pengaruh terhadap beberapa sifat sekaligus
dan daya tahan hidup embrionya rendakAiB et al., terhadap sifat produksi dan reproduksi tetapi berkorelasi
2008). Pengaruh bangsa sapi terhadap kualitas embmniegatif. Maka perlu dicari titik optimalnya agar seleksi
telah dilaporkan oleh A2LA-LopPEset al. (2003) yang peningkatan kualitas reproduksi tidak menurunkan
menyatakan embrio yang berasal dari sapi Brahmaerforma produksi atau sebaliknya. Pada sapi FH
lebih tahan terhadap cekaman panas bila dibandingkpejantan elit yang mempunyai potensi produksi susu

Tabel 3. Frekuensi Alel, Nilai?, dan Heterozigositas GH$pl, GHRPAlul, GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl dan GHNul pada Angus,
Brahman, FH, Limousin dan Simental

Bangsa
Angus Brahman FH Limousin Simental Total

GHMspl

- 0,00 0,60 0,11 0,65 0,00 0,28

+ 1,00 0,40 0,89 0,35 1,00 0,72

x? . 2,22 9,00 0,29 - 11,52

h 0,00 0,80 0,00 0,38 0,00 0,20
GHRAlUI

A 0,70 1,00 1,00 0,73 0,35 0,70

G 0,30 0,00 0,00 0,27 0,65 0,30

$ 0,92 - - 0,01 0,29 1,22

h 0,60 0,00 0,00 0,38 0,38 0,29
GHRHHaelll

A 0,80 0,00 0,33 0,38 0,35 0,37

B 0,20 1,00 0,67 0,62 0,65 0,63

$ 0,31 - 0,00 1,17 0,47 1,95

h 0,40 0,00 0,44 0,62 0,54 0,47
Pit-1Hinfl

A 0,80 0,50 0,50 0,38 0,38 0,47

B 0,20 0,50 0,50 0,62 0,62 0,53

$ 5,00 5,00 1,00 1,17 0,01 12,18

h 0,00 1,00 0,33 0,62 0,46 0,49
GHJAUI

L 1,00 1,00 1,00 0,85 0,92 0,93

v 0,00 0,00 0,00 0,15 0,08 0,07

e - - - 2,18 0,09 2,27

h 0,00 0,00 0,00 0,15 0,15 0,09
A 0,20 0,36 0,16 0,43 0,31 0,31
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Tabel 4. Hubungan genotipe lokus GHHpl, GHRAIUl, GHRHHaelll, Pit-1|Hinfl dan GHPAlul dengan respon superovulasi,
tingkat ovulasi, % fertilisasi dan % embrio Layak tfanpada Angus, Brahman, FH, Limousin dan Simental

Bangsa Lokus Genotipe n XSO %KI/E/SO E/E/SO %F/E/SO %ELT/E/ISO
Angus (3) GHYIspl BB 3 8 50,0 7,83 55,2 53,6
GHRAIuI AA 2 7 25,0 5,25 40,5 38,1
AB 1 1 100,0 13,00 84,6 84,6
GHRHHaelll AA 1 4 50,0 10,50 81,0 76,2
AB 2 4 50,0 6,50 42,3 42,3
Pit-1Hinf1 AA 2 5 75,0 11,75 82,8 80,4
BB 1 3 0,0 0,00 0,0 0,0
GHAluI LL 3 8 50,0 7,83 55,2 53,6
Brahman (3) GH\spl AB 3 9 75,0 5,00 100,0 79,7
GHRAIU AA 3 9 75,0 5,00 100,0 79,7
GHRHHaelll BB 3 9 75,0 5,00 100,0 79,7
Pit-1Hinf1 AB 3 9 75,0 5,00 100,0 79,7
GHAluI LL 3 9 75,0 5,00 100,0 79,7
FH (9) GHMspl AA 1 4 75,0 2,30 71,4 71,4
BB 8 19 58,3 4,97 66,4 57,9
GHRAIuI AA 9 23 60,2 4,68 67,0 59,4
GHRHHaelll AA 1 3 33,3 3,00 33,3 33,3
AB 4 9 56,3 3,33 55,4 40,1
BB 4 11 70,8 6,45 87,0 85,2
Pit-1Hinfl AA 3 11 77,8 10,60 82,7 76,6
AB 3 6 11, 1,0¢° 44,4 44,4
BB 3 6 91,7 2,43 73,8 57,1
GHAluI LL 9 23 60,2 4,68 67,0 59,4
Limousin (10) GHWspl AA 4 12 87,5 8,50 78,5 60,3
AB 4 16 77,5 6,75 74,2 68,3
BB 2 6 50,0 2,25 50,0 38,9
GHRAIuI AA 5 19 72,0 7,40 85,8 72,1
AG 4 11 75,0 5,68 65,0 52,5
GG 1 4 100,0 5,80 21,7 21,7
GHRHHaelll AA 1 2 100,0 4,50 100,0 77,8
AB 7 24 65,7 6,50 64,6 54,8
BB 2 8 100,0 7,75 79,4 65,3
Pit-1Hinf1 AA 1 4 100,0 5,80 21,7 21,7
AB 7 26 72,9 7,03 72,0 60,9
BB 2 4 75,0 5,25 91,7 72,3
GHRluI LL 7 21 85,7 7,39 84,1 69,6
LV 2 9 80,0 6,90 60,9 52,5
A% 1 4 0,0 0,00 0,0 0,0
Simental (8) GHVIspl BB 8 34 77,9 7,90 65,3 49,1
GHRAIuI AG 4 14 91,7 10,15 75,4 50,4
GG 4 20 64,2 5,65 55,1 47,7
GHRHHaelll AA 1 4 100,0 6,50 73,1 38,5
AB 3 12 80,0 10,20 70,9 58,1
BB 4 18 70,8 6,53 59,1 44,9
Pit-1Hinf1 AA 1 6 100,0 10,30 61,3 51,6
AB 3 13 83,3 6,37 59,6 34,3
BB 3 12 68,9 9,43 63,7 58,1
GHAluI LL 8 34 77,9 7,90 65,3 49,1

Pada lajur yang sama superskrip berbeda menunjukkan perbeda@rofy
n: Jumlah sampel; RS: Respon superovulasi; TO: Tingkatsivlila: Tingkat fertilisasi; ELT: Embrio layak transfer
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Gambar 1. Pola pita pemotongan lokus Gipl pada gel agarosa 2%
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Gambar 2. Pola pita pemotongan lokus GHRJI pada gel agarosa 2%
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Gambar 3. Pola pita pemotongan lokus GHRIdglll pada gel agarosa 2%
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Gambar 4. Pola pita pemotongan lokus Piitifl pada gel agarosa 2%
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Gambar 5. Pola pita pemotongan lokus @H|Jl pada gel agarosa 2%

tinggi berasosiasi dengan rendahnya fertilitas, dan gbeergenotipe AB dan BB, tetapi AB dan BB mempunyai
FGF-2 dan STAT5A bisa dipakai sebagai kandidat geingkat ovulasi yang sama.

untuk seleksi reproduksi pada pejantan FHAKB et

al., 2010).

Penelitian ini meskipun masih bersifat pendahuluan
dengan data yang digunakan masih relatif terbatas,
tetapi lokus Pit-Hinfl kemungkinan bisa dipakai
sebagai kandidat gen untuk seleksi peningkatan kualitlé L .
embrio pada sapi perah. Penelitian dengan skala y h memberi 1zIn pengambilan sampel darah, dan
lebih luas melalui genotiping gen Pit-1 perlu dilakukal ada para teknisi yang te_la_lh ”_‘e.mba”t“ memperlancar
di sumber bibit betina (BET Cipelang, BPTU SapProses terlaksananya penelitian ini.

Perah Cikole dan Baturraden) dan sumber bibit pejantan
(BIB Lembang dan BBIB Singosari). DAFTAR PUSTAKA
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