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ABSTRAK

Gen Pituitary Specific Transcription Factor 1 (PIT1) adalah gen yang mengatur kelenjar pituitari
dan merupakan regulatory factor hormon pertumbuhan serta hormon lain yang terkait dengan produksi
susu. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengasosiasikan variasi genotipe PIT1 dengan
produksi susu sapi Friesian Holstein (FH) di Indonesia. Sebanyak 42 ekor sapi dipilih sebagai sumber
DNA. Variasi genotipe ditentukan dengan metode Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) menggunakan enzim restriksi Hinfl. Data produksi susu diambil pada
laktasi 1 dan 2 yang distandardisasi ke catatan produksi 305 hari. Sebanyak 3 variasi genotipe terdeteksi
yaitu AA, AB, dan BB dengan frekuensi masing-masing 0,21; 0,26; dan 0,52. Pada penelitian ini diperoleh
frekuensi alel A sebesar 0,35 dan B sebesar 0,65, dan populasi berada pada kondisi setimbang (p<0,05).
Genotipe BB pada penelitian ini memproduksi susu lebih tinggi (p>0,05) dibanding AA dan AB pada
laktasi 1, namun pada laktasi 2 antar genoctipe tidak berbeda nyata. Berdasarkan hasil penelitian maka
disimpulkan bahwa variasi genotipe gen PIT1 memiliki potensi untuk digunakan sebagai penanda genetik
kemampuan produksi susu sapi FH di Indonesia.

Kata Kunci: asosiasi, produksi susu, sapi FH Indonesia, variasi genotip gen PIT1.

ABSTRACT

Pituitary Specific Transcription Factor 1 or known as PIT1, is a gene which function to control the
pituitary gland and act as regulatory factor for growth hormone and other hormones related to milk
production. The current study was aimed to associate the variant of PIT1 genotype on milk production in
Indonesian Friesian Holstein. In total, 42 dairy cows were sampled for DNA source. Phenotypic data of
milk yielded from first and second lactation were recorded then standardized to 305 days. To scan PIT1
genotype variation, PCR-RFLP was employed using Hinfl restriction enzyme. Three types of PIT1
genotype were found, namely AA, AB, and BB; its frequencies were 0.21; 0.26; and 0.52, respectively.
The allele frequencies of allele A and B were 0.35 and 0.65, and the population is in equilibrium condition
(p<0.05). Significant associations (p<0.05) were found between genotypes in lactation 1. In this study, BB
genotype yielded highest milk compared to other genotypes in lactation 1, but no differences among
genotypes were observed in lactation 2. In a conclusion, the variation of PIT1 genotype in Indonesian
Friesian Holstein shows potential use for genetic marker to improve milk production in this study.

Keywords: assaciation, milk yield, Indonesian Friesian Holstein, PIT1 genotype variation
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PENDAHULUAN

Gen Pituitary Specific Transcription Factor
1 (PIT1) adalah gen yang bertanggung jawab
untuk mengatur kelenjar  hipofisis dalam
mengekspresikan hormon pada hewan mamalia
(Cohen et al., 1997). Gen ini berperan dalam
diferensiasi dan proliferasi sel hipofisis, dan
merupakan regulatory factor terhadap hormon-
hormon pertumbuhan (GH), prolaktin (PRL), dan
S-subunit thyrotropin (Stanéekova et al.,
1999). Sesuai dengan database NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/282315), gen
ini terletak pada kromosom 1 BTA (Bos taurus
autosome) dan memiliki nomor ID gen: 282315.
Secara struktur, gen PIT1 memiliki panjang basa
nukleotida sebanyak 18093 basa, yang terdiri dari
6 ekson dan 5 intron (Dybus et al., 2004). Gen
PIT1 dilaporkan sebagai salah satu kandidat
penanda genetik untuk produksi susu, karena
memiliki fungsi untuk meregulasi hormon PRL
dan GH vyang penting untuk perkembangan
kelenjar mammary dan produksi susu (Edriss et
al., 2009).

Polimorfisme gen PIT1[|Hinfl ditunjukkan
dengan adalah subtitusi basa G — A (Zakizadeh et
al., 2007) pada ekson ke-6 (Hoseinzadeh et al.,
2015), dengan dua tipe alel yaitu A dan B (Doosti
et al., 2011) yang berperan pada sifat kualitas dan
kemampuan produksi susu sapi perah FH. Alel A
dilaporkan membawa sifat kemampuan produksi
susu lebih tinggi dengan kualitas yang lebih baik
dibanding alel B (Renaville et al., 1997), meskipun
demikian frekuensi alel B disebutkan teramati
lebih banyak dibanding alel A (Doosti et al.,
2011). Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa
variasi genotipe PIT1 memiliki hubungan dengan
jumlah produksi (Ahmadi et al., 2015; Hoseinzadeh
et al., 2015), ukuran ambing (Abiertos et al.,
2010), dan kualitas susu (Mohammad Ali Edriss et
al., 2009; Hoseinzadeh et al., 2015) pada sapi
perah. Penelitian lain juga melaporkan tidak
ditemukannya hubungan antara PIT1 dengan
produksi susu pada sapi perah di Polandia (Dybus
et al., 2004). Hal yang sama juga dilaporkan pada
sapi Holstein di Iran (Zakizadeh et al., 2007), sapi
perah Brown swiss di Turki (Aytekin and Boztepe,
2013), dan sapi Hostein di Slovakia (Trakovicka et
al., 2014). Hasil penelitian-penelitian tersebut
kemudian menjadi dasar pertimbangan peng-
gunaan gen PIT1 sebagai penanda genetik terkait
kepentingan seleksi ternak dalam rangka pening-
katan produksi susu. Seperti diketahui bahwa
perbedaan populasi, bangsa sapi, tata laksana dan
tempat pemeliharaan memberikan pengaruh
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terhadap tampilan produksi susu, meskipun secara
genetis memiliki kesamaan variasi alel gen PIT1.

Pentingnya seleksi ternak yang terkait
dengan tujuan peningkatan produksi susu, maka
pemilihan ternak berdasarkan variasi alel dan
genotipe PIT1 memiliki kemungkinan untuk
dilakukan. Variasi genotipe PIT1 dapat menjadi
salah satu pertimbangan untuk menentukan pola
pemuliaan, pengembangan, dan pemeliharaan
ternak yang lebih terarah untuk meningkatkan
produksi susu. Berdasarkan hal tersebut, maka
penelitian ini  dilakukan untuk mengetahui
hubungan antara variasi genotipe PIT1 terhadap
tampilan produksi susu laktasi 1 dan 2 pada
populasi sapi FH di Indonesia.

MATERI DAN METODE

Sample Darah

Penelitian ini menggunakan sampel DNA
yang bersumber dari sampel darah 42 ekor sapi FH
yang dipelihara di Balai Besar Pembibitan Ternak
Unggul dan Hijauan Pakan Ternak (BBPTU-HPT)
Baturraden, Purwokerto Jawa Tengah. Sapi FH
yang digunakan sebagai sampel memiliki umur
yang sama dan catatan produksi susu pada laktasi
1 dan 2 yang lengkap. Sebanyak 5 ml sampel
darah  diambil melalui vena  coccygeal
menggunakan  21GAx1” BD  Vacutainer®
Flashback Blood Collection Needle (Becton,
Dickinson USA) vyang mengandung EDTA.
Selanjutnya, sampel darah dikirim ke laboratorium
pada suhu 5°C untuk dilakukan ektraksi DNA.

Ekstraksi DNA

Ekstraksi DNA dilakukan di Laboratorium
Produksi Ternak, Fakultas Pertanian Universitas
Sebelas Maret. Bahan untuk ekstraksi DNA adalah
Wizard® Genomic DNA Purification  Kit
(Promega, USA), dan seluruh urutan proses
ekstraksi mengikuti petunjuk yang disediakan
tanpa adanya penyesuaian. Hasil ekstraksi DNA
selanjutnya disimpan pada suhu -20°C sampai
digunakan pada reaksi PCR.

PCR-RLFP PIT1 | Hinfl

Penentuan genoctipe PIT1 menggunakan
metode PCR-RFLP dengan enzim restriksi Hinfl
(ThermoFisher Scientific, USA). Fragmen gen
PIT1 diamplifikasi menggunakan pasangan primer
forward 5-AAACCATCATCTCCCTTCTT-3' dan
reverse 5-AATGTACAATGTGCCTTCTGAG-3',
yang menghasilkan produk PCR sebesar 451 bp
(Woollard et al., 1994). Reaksi PCR pada
penelitian ini dilakukan pada suhu annealing (Tm)
56°C dengan 35 Kkali siklus amplifikasi. Setiap
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reaksi PCR yang dilakukan dalam penelitian ini
selalu disertai Kontrol Negatif (K-), yaitu reaksi
PCR yang menggunakan ddH.O sebagai peng-
ganti sampel DNA vyang bertujuan untuk
memastikan tidak terjadi kontaminasi.

Produk PCR yang dihasilkan selanjutnya
didigesti menggunakan enzim Hinfl dengan situs
pemotongan 5'...G | ANTC...3’ (Zakizadeh et al.,
2007). Reaksi digesti dilakukan selama 60 menit
pada suhu 37°C. Hasil digesti selanjutnya
divisualisasikan pada gel agarose 4% melalui
reaksi elektroforesis pada tegangan 100 volt
selama 45 menit. Variasi alel gen PIT1 ditentukan
dengan melihat ukuran pita DNA yang terbentuk.
Ukuran pita DNA pada genotipe AA adalah 451
bp, genotipe BB adalah 207 dan 204 bp,
sedangkan pada genotipe AB berukuran 451, 244,
dan 207 bp.

Catatan Produksi Susu

Tampilan produksi susu pada penelitian ini
diukur menggunakan satuan kg/laktasi. Produksi
susu diukur menggunakan metode test day dengan
tatalaksana pemerahan sebanyak 2 kali sehari
(pagi dan sore) selama masa laktasi (Prastowo et
al., 2019). Catatan produksi susu diukur pada
laktasi 1 dan 2, kemudian distandardisasi ke
catatan produksi susu 305 hari (Hardjosubroto,
1994).

500 bp ——> é————-

100 bp —>

Analisis data

Frekuensi genotipe dan alel gen PIT1
dihitung menggunakan rumus yang dikemukakan
oleh Nei dan Kumar (2000), dilanjutkan dengan
perhitungan kesetimbangan populasi
menggunakan  persamaan  Hardy-Weinberg.
Asosiasi variasi genotipe terhadap produksi susu
dianalisis dengan Analisis of Variance pada o =
0,05. Keseluruhan analisis dilakukan dengan
bantuan software R (R Core Team, 2019).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Amplifikasi gen PIT1 pada penelitian ini
menghasilkan produk PCR dengan ukuran sebesar
451 bp (Gambar 1). Selanjutnya untuk menentu-
kan tipe alel, dilakukan digesti produk PCR
menggunakan enzim restriksi  Hinfl  untuk
memotong urutan basa nukleotida pada posisi
mutasi G — A . Pemotongan ini menghasilkan alel
A dan B yang kemudian digunakan sebagai dasar
penentuan genotipe PIT1. Alel A ditandai dengan
tidak terpotongnya produk PCR sehingga tetap
berukuran 451 bp, sedangkan alel B ditandai
dengan terpotongnya produk PCR menjadi dua
fragmen berukuran 244 dan 207 bp (Gambar 2).
Pada penelitian ini, variasi genotipe pada setiap
individu sapi selanjutnya ditentukan dari tipe alel
yang teramati.

Gambar 1. Amplifikasi fragmen gen PIT1. M = Marker 100 bp; S1 — S5 = Sampel; K- = Kontrol Negatif

500 bp —p

200 bp —»

100 bp —»

Gambar 2. Variasi genotipe PIT1|Hinfl. M = marker 100 bp; BB, AB, dan AA = Genotipe
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Hasil perhitungan frekuensi genotipe dan
alel gen PIT1 diperoleh frekuensi genotipe BB
adalah yang tertinggi, diikuti oleh AB, dan AA
(Tabel 1), dimana Alel B memiliki frekuensi lebih
tinggi dibanding alel A. Berdasarkan perhitungan
kesetimbangan populasi menggunakan persamaan
Hardy-Weinberg, diketahui bahwa alel dan
genotipe sampel yang digunakan berada pada
kondisi setimbang (p>0,05; Tabel 2). Hasil
perhitungan frekuensi genctipe PIT1 pada
penelitian ini serupa dengan penelitian sebelumnya
(Misrianti et al., 2010) yang menggunakan sampel
DNA sapi FH yang diambil dari beberapa wilayah
di Indonesia. Dilaporkan pada penelitian tersebut
bahwa, genctipe yang ditemukan adalah AA, AB
dan BB, dengan frekuensi tertinggi BB. Frekuensi
tertinggi pada genotipe BB untuk gen PIT1 juga
dilaporkan pada penelitian sebelumnya yang
menggunakan sampel sapi FH di beberapa wilayah
yang berbeda yaitu di Colombia (Abiertos et al.,
2010), Iran (Ahmadi et al., 2015; Hoseinzadeh et
al., 2015), dan Slovakia (Trakovicka et al., 2014).

Kelompok sapi dengan genotipe BB pada
penelitian ini, secara nyata (P<0,05) memproduksi
lebih banyak susu dibanding genotipe AA dan AB
pada laktasi 1. Akan tetapi pada laktasi 2, variasi
genotipe tidak berpengaruh pada produksi susu
(Tabel 3). Perbandingan sebaran data dan pola

Tabel 1. Frekuensi genotipe dan alel gen PIT1

produksi susu antara laktasi 1 dan 2,
memperlihatkan tidak adanya pola produksi susu
yang konsisten lebih tinggi atau lebih rendah antar
kelompok genotipe (Gambar 3). Hal ini menunjuk-
kan bahwa pada penelitian ini, perbedaan produksi
susu antar kelompok laktasi tidak dapat dijelaskan
sebagai akibat perbedaan variasi genotipe PIT1
dalam populasi sapi FH. Namum demikian,
berdasarkan angka, rata-rata produksi susu sapi
yang digunakan pada penelitian ini menunjukkan
peningkatan produksi dari laktasi 1 ke laktasi 2
yaitu  sebesar 3599,39+1346,77 menjadi
4199,094+1200,15 kg/laktasi.

Peningkatan produksi susu dari laktasi 1 ke
laktasi 2 dapat dijelaskan sebagai hasil dari
perkembangan ukuran dan volume ambing yang
meningkat seiring dengan jumlah laktasi atau
paritas (Kuczaj, 2003). Peningkatan ukuran
ambing menjadi salah satu faktor yang meningkat-
kan volume produksi susu (Boutinaud et al., 2004)
dan proses ini dikontrol secara hormonal oleh
hormon somatotropin atau disebut juga bST
(Mellado et al., 2011). Selain itu, perkembangan
ambing juga dikontrol oleh interaksi antara gen
PIT1 dengan hormon bovine prolactin atau bPRL
dan growth hormone atau GH (M. A. Edriss et al.,
20009).

Genotipe Jumlah Frekuensi Alel Frekuensi
AA 9
AB 1 A 0,35
BB 22 B 0,65
Total 42 1
Tabel 2. Analisis Kesetimbangan Hardy-Weinberg.
Genotipe AA (p?) AB (2pq) BB (¢?)
Teramati 0,21 0,26 0,52
Harapan 0,12 0,45 0,43
Chi-Square 0,173
Nilai P 0,6777
Tabel 3. Produksi susu sapi pada kelompol laktasi dan genotipe gen PIT1
Genotipe Produksi susu (Kg/laktasi)
Laktasi 1 Laktasi 2
AA 3286,56+1265,55® 4235,22+1535,37
AB 2808,28+1299,78° 4242,22+906,54
BB 4122,94+1212,29° 4162,75+1231,81
Nilai P 0,018 0,98
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Gambar 3. Sebaran data dan pola produksi susu sapi FH antar kelompok genotipe gen PIT1 pada laktasi 1 dan laktasi 2

Hubungan atau asosiasi antara variasi
genotipe PIT1 dengan produksi dan kualitas susu
pada sapi FH sejauh ini telah dilaporkan pada
beberapa penelitian sebelumnya. Dilaporkan
bahwa genotipe AA (Zyiad and Fawzi, 2014),
genotipe BB (Ahmadi et al., 2015) dan genotipe
AB (Heidari et al., 2012) berasosiasi positif
terhadap produksi susu. Pada penelitian lainnya,
dilaporkan pula bahwa genotipe AB memiliki
pengaruh terhadap produksi lemak susu yang
tinggi pada sapi FH (Hoseinzadeh et al., 2015),
namun terdapat penemuan lain yang menyatakan
bahwa variasi genotipe PIT1 tidak berasosiasi
dengan produksi susu (Dybus et al., 2004;
Zakizadeh et al., 2007). Berdasarkan penelitian-
penelitian tersebut, dapat terlinat bahwa, variasi
genotipe PIT1 dapat berasosiasi maupun tidak
terhadap produksi susu. Hal demikian dapat
dijelaskan karena adanya perbedaan lingkungan
atau bangsa sapi yang digunakan, sehingga
merupakan cerminan interaksi antara faktor
genetik dan lingkungan.

Lingkungan dalam arti tata laksana
pemeliharaan, perkandangan, pakan, iklim dan hal
terkait lainnya, memiliki pengaruh yang besar
terhadap produksi susu. Potensi genetik yang
dibawa oleh seekor ternak hanya dapat
diekspresikan secara optimal pada lingkungan
yang mendukung. Lebih lanjut dijelaskan bahwa
faktor pembatas utama dari ekspresi potensi
genetik setiap individu adalah faktor lingkungan,
yang mengakibatkan tampilan fenotipe atau
produksi yang berbeda (Rauw and Gomez-Raya,
2015). Hal ini menjadi salah satu pertimbangan
dalam mekanisme seleksi ternak dengan
memperhatikan tempat dan lingkungan termpat
ternak dikembang biakan. Interaksi antara faktor
genetik dan lingkungan ini menjadi salah satu
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kunci untuk mendapatkan produktivitas ternak
yang optimal (Fikse et al., 2003; Nauta et al.,
2006; Haile-Mariam et al., 2008; Bohlouli &
Alijani, 2012).

Komala et al. (2015) dalam penelitiannya
menyatakan bahwa sapi perah di BBPTU-HPT
Baturraden berada dalam kondisi stres panas,
karena berada diluar zona termonetral. Ukuran
zona termonetral ditentukan menggunakan ukuran
temperature humidity index (THI), apabila THI >
72 maka sapi rentan terkena stres panas (Polsky
and von Keyserlingk, 2017). Hasil penelitian yang
dilakukan  (Sudrajad and Adiarto, 2011)
mendapatkan nilai THI di wilayah pemeliharaan
sapi perah adalah 73-82, dengan demikian sapi di
BBPTU-HPT Baturraden dapat dikategorikan
mengalami stres panas meskipun pada kategori
ringan. Hal ini menunjukkan bahwa lingkungan di
BBPTU-HPT Baturraden dapat dikategorikan
belum ideal untuk pemeliharaan sapi perah,
terlebih untuk sapi perah impor. Seperti disebutkan
sebelumnya, faktor lingkungan memiliki peran
dominan dalam menentukan produktivitas sapi
perah terutama produksi susu. Salah satu upaya
untuk mengurangi stres panas adalah dengan
menurunkan angka THI, melalui manipulasi
lingkungan mikro dengan meningkatkan aliran
udara. Upaya ini telah dilaporkan mampu
menurunkan angka THI sebesar 7,14-11,63%
(Sugiono et al., 2016).

Berdasarkan asal usulnya, sapi FH yang
dipelihara di BBPTU-HPT Baturraden adalah sapi
impor yang didatangkan langsung dari Australia
dalam kondisi bunting. Sapi-sapi tersebut
kemudian melahirkan dan mengalami laktasi 1 di
Indonesia. Selanjutnya untuk laktasi 2, sapi-sapi
tersebut sudah mengalami kebuntingan dan
melahirkan di Indonesia, sehingga pada laktasi 2
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telah terjadi proses adaptasi terhadap lingkungan,
yang dimungkinkan mengubah pola produksi susu
mengikuti lingkungan yang ada. Perubahan pola
produksi susu tersebut dapat disebabkan oleh
interaksi gen-gen yang berpengaruh terhadap
produksi susu dengan kondisi lingkungan (Widyas
et al., 2019). Hal ini terlihat dari perubahan
genotipe yang membawa sifat produksi susu
tertinggi pada laktasi 1 (BB) ke genotipe AA pada
laktasi 2 (Tabel 2).

Perbedaan secara nyata (p<0,05) produksi
susu antar kelompok genotipe pada laktasi 1
disinyalir sebagai akibat pengaruh lingkungan asal
yang masih dibawa oleh sapi-sapi impor tersebut.
Selanjutnya, pada laktasi 2, pengaruh tersebut
mulai atau bahkan menghilang karena sapi mulai
melakukan adaptasi pada lingkungan pemeli-
haraan setempat (Widyas et al., 2019), sehingga
potensi genotipe PIT1 tidak terekspresikan
menjadi tampilan produksi susu yang berbeda. Hal
ini dapat disebabkan oleh faktor adaptasi terhadap
lingkungan tropis atau bahkan stres panas. Pada
penelitian ini, pola sebaran data produksi susu sapi
FH (Gambar 3) yang memperlihatkan variasi
produksi antar individu yang cukup lebar meskipun
didalam kelompok genotipe (AA, AB, dan BB)
yang sama. Hal ini menunjukkan bahwa masing-
masing individu melakukan proses adaptasi dan
menghasilkan respon produksi susu yang berbeda-
beda. Variasi inilah yang kemudian menjelaskan
penyebabperbedaan genotipe PIT1 tidak beraso-
siasi dengan produksi susu.

Pengaruh stres panas pada status fisiologis
dapat diukur pada peningkatan frekuensi respirasi,
frekuensi denyut jantung dan suhu tubuh, yang
kemudian berimbas pada produktivitas sapi perah
dalam menghasilkan susu. Pemasalahan stres
panas ini merupakan masalah global yang
memberikan respon negatif pada fungsi biologis
yang dapat menurunkan konsumsi pakan, produksi
susu, pertumbuhan, dan performa reproduksi
(Archana et al., 2017; Polsky and von
Keyserlingk, 2017; Liu et al., 2019; Becker et al.,
2020; Mishra, 2020; Osei-Amponsah et al., 2020a;
Osei-Amponsah et al., 2020b). Secara molekuler,
kondisi stres panas pada ternak dapat dilihat dari
ekpresi gen yang berkaitan dengan heat shock
protein, seperti HSP70, HSP90 dan HSP27
(Archana et al., 2017). Gen-gen tersebut selanjut-
nya dapat digunakan sebagai penanda molekuler
yang mengindikasikan ternak sedang mengalami
stres panas (Kumar et al., 2015).
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian disimpulkan
bahwa variasi genotipe PIT1 memiliki potensi
sebagai penanda genetik tampilan produksi susu
sapi FH. Namun, untuk memaksimalkan potensi
genetik yang dibawa oleh sapi FH tersebut, tata
laksana pemeliharaan dan lingkungan harus
mendukung. Potensi gen PIT1 dapat berubah pada
lingkungan yang berbeda, sehingga diperlukan
evaluasi yang berkesinambungan untuk mendapat-
kan variasi genotipe yang cocok serta manajemen
pemeliharaan yang sesuai untuk sapi perah di
Indonesia.
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