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ABNTREARK

Penvu hijaw (¢ Acknna myvdas) merupakan salah satu repiilia vanp determiinasi seksnyi
bergantung sube (A0 Femperamme-dependend Sex Deternination). Pada hewan 75D,
hommon: seks steraid diduga neeat berpecan dalam diferensias: seks. Salab satu hommeon wersehba
adafah estrogen vang dapat berperan dr dalam sel apabifa benkatan dengan reseptar estropen.
Pesselitians i1 bertujusn antuk melihat eksprest gen reseplor estropen (pen RE) sclama
diferensiasi seks gonad cmbro penvo hipme (0 eoedas) vange dimkubasikan pada suho
miskulinisasi (2501 Gomad embrio vang digunakan berasal dan telur vang donkubas pada
sulur mashulmesast bevumur 30 han (ahap indiforen wwalTA) 38 ban itabap imliferen
tampue/ L1, 36 han {1ahap sedang Derliferensiasi/ST, 86 hare (1ahap telah berditerensiast T,
ENA wnal dasi gonad  embrio berbagan tahap terscbur diisolasi dengan menpgunakan reagen
TREa™ (TR Reagent, GIBCO BRL), selomjuiya dilakukan RT-PCR untuk pen RE
dengan mengpunakan pnmer spesifih vattn S0-Yraeh speer dan fower, vang dirancang
berdasarkan mRMA . Trachemys sorpra, Hasil RT-PCR selamjutnya dielekirodoresis pada gel
agarose dan keberadaan lank fragmen cl3NA sehesar lebil kurang 400 ph menumjukhan bahwa
ren RE tersebut diekspresikan Hasil vanp didapat menunjukkan balwa pen RE hanva
dieksprestkan pada gonad berumwr 30 han (LA) dan 38 han (1L} mkobasi. Diduga pada
mkubasi suhu maskulinisasi, sen RE haova diekspresikan pada tabap awal perkembangian
sinad, Akan tetapi RE vang diekspresikan nampaknya tidak menjadi RE vang Rmgsional
sehimpepa terpadi maktivast ckspresi pen RE pada tahap selanjuteva (50 dan T Dapat
disunpulkan baliwe chspress gen reseptor estrogen selama diferensizsi scks gonad embrio
penvy hijau bergantung kepada subu mknbast dan tabep perkembangan ponad

L PEXNIPAHULL AN dapat dipengaru oleh soln inkobasi el

. T 2 | T [ -
Pemyn  hijay  (Chelomia  mmvdas) Hal i berbeda  hibandingkan  dengan

- ; " sebiman  besar vertebrata  lainsws  vang
hidup i perniran Dot Tndonesia HE : ¥ Fang

; - / . determinasi  seksva dikenal  sehagal
merpakan hewan II."L'l['I] e Wt delernminngi '

as ey Chromiosomial sev dhrernmmaiion (50
dam diferensiasi seksnva tergannng pada ’ - : X

s, MR e - Tt alay Lrenopeie sex deferninorian (GRS
sole S i 5

; : ; T Hewsm-hewin 50 dan G513 memilik
sgks  mi dikenal scbagar  Jempenatire-

Lromosom  seks  heteromaorhl (Galhert.,

20044,

dependent sex doferminadion. (TSI

Hewan TS50 padak semilikn kromosom

. N Hingga  saal ou mekanisme
heteromortik  dap  determinasi seksnya Bk : :

determmast dlen dilerensiasi seks  pada



by TS belum dikeralun secara past,
meskipun  telah bamvak  diiakakan
penglitian mengenal  keterfibatan  dan
peanan hammon seks steeoid dan cnmm
wang terlibat delam sterontopenesis seper
i L A0 s, BN Aromase
berperan dalam mengarematisasi androgen
menjadt extrogen,  Paln beberapa hewan
TS sepertt pada ¥ raofemus soripla, @i
aromalisse dan esrogendidugn  boerpermn
dalarsy chiferensias scks ponad (0 Tows,
Puiady, Theau ef o C19957 menvalakon
Bahwa subw inkubasi udak berperan secara
[y sy datam detenmigasi dan
diferensigst scks  pomad  dewan  TSE.
Menwur Desvages & Pagmn, (19920 dan
Preaw, (19961 pada  Sooshecndaes sabe
nkubhast  menenieksn Sinless enEan
Araeralse. Mang selanmuinya ith:iam

[ERLE R S by il ErOnallEas hrrmaom

andmpeen menjucdt @stragen. Pada subu
i EA T RS fermimsasi slftlests eI
aralase  meningkar  selupgga gonad
mdiferen  akan  berdiferensinsi  menjadi
ovanum.  Miean {1999) menduga baliwa
sl wkobas:  mengatar fakto-fakior
termmosensitils vang mempengarahe sikhk
AMP atw  fakwor-fakor  lamova yany
Derperan dalam transknpsr gen P90
Picaw of of {19997 menvatakan
bahwa estropen dan resepiar estrogen (RE)
diperfukan untuk  diferensis genad
menjadi ovarimn. Bergeron e ol (1998}

menvatakan  hahwa  terdapat perbaedasn

ckapresi pen & selama perkembangan
conad 1 osenpls vang  bergantong pada
suha mkubasi dan tahap  perkembangan
pomad  Paudn 1 scrgte tenadi peurunan
chsprest gen &Y selama proses diferensiasi
aonad benng sedangkan pada genad embrio
jantan ekspresi gen B0 sama pada semui
tahap perkembangan

Eksprear gen & dipengaruln aleb
aktor-fakios ranskripss o worleniu anfirs
lwin  Aciivator prodei-1 (APT) dan Al*-2
(U Rt el 1997, Macuvaung, o ol 2001
dan  Lamberom, ef ¢f 2003) AP-2 akan
berikatan  dengan promosee gen B
sgdangkan  AP-1 beokatan  dengan
erdlicpicer gen RE (Tammoto, of af | 1559
dan MePherson & Wegel, 1959, Ekspres)
AP-2 diregulasi olch resmsic ook (RA),
dimana peminskaran cksprest RA  akan
meninekatkan eksprest AP-2 (Willians &
Tpan. 1991 A merupakan derivar dare
retingl  (vigin A sennekali  dikenal
sebagal morfoeen yang herperan dalam
diterenaiass ¢ Lewin, 20000 dan Lives of @f,
2002 ). Sedangkan cengam adanva
pengikatian AP-1 pada cabioncds pen B
maky manskripse men AF akan meningkat
{Tany, Tretllux & Beown, 1997, Higvashs
af | 1997 McePherson &Weigel, 1999 dan
mdamvami ef el 2001 )

Cavailles {2002 ) menvatakan bahwa
kompleks E-RE akan meregulesi elspres:
pen lam, koempleks e dapal berperan

schagre fakior manskeips) gen lam seper



misaluya S0 (lenar-Trowbridge o
1095y Mlenoms Stmcw e o (2000 EGE
menmekatkan  konsentrasi B dan
menmgkatkan  qumlah  Sending s
ealrabiol,  Dalam bal oo tectihat pengaruh
vang resiprokal antara. antars R dengan
EGE. Selan itu EGE berperan dalim
privses: pertumbulian dan diterensiast orgin
vang diindukst aleh estroven.  ERspres:
EGE  mempenzarohl  ransknpst  gen-uen
vang teelibat dalam proliferas sel gonad
sepert] ST ANY, BT dan NS

Ekspresi  gen #Y diduga  tulak
memikiki pola vang sama selama proses
diferensingt seks gonad  pada  berbagai
hewan P50 seperty halnva ekspresi  aen
P30 Pada Compdas gen P
liva deekspresikan pada ponad - 2imbro
betmg sepak stadiom malferen, sedangkiag
pada Mackgg dan Malaclesys feerapin
gen I barg diekspresikan sesadah
stadium  indiferen Mengsingat - adanyi
nechedaan okaprest gen MM ovang
mungkin berbulmmgan deees eksprasi gen
i, maka perhn dilakokan penelitian untuk
mengamat:  eksprest gen A seluna
diferensiasi seks sonad €0 mpdas untuk
mengetain  fehih langul mekamsine
determinasi dan diferensiasi seks pada O
fiedy,

Pemeliitan aud didakukan untuk

mengamatl chkspresi pen Y selama

dilerensiisi sehs €0 oy selan

diferensiast seks ponad  vang  dimbkobasi

pada suhi maskulinisas:

I BAHAMN DAN CARA KERIA
L. Waktu dan Tempat
Penelian i ditakukan selams delapan
bulan darl bulan Mer sampan Desember
6, 3 Laboraorent  Perkembangin

Hewan Depamemen Bicleun ITH Bandung.

I Bahan dan alat

b Telur O mvelus

Telur €0 pewddoy vang dipumakan  dalam
penelitian i adatah lelor vang  baru
dioviposisikan vang didapatkan din pinta
Pangumbahan,  Sukabumi Sciatan Jawy
Barat,  Teho-telur e dimasukkan ke
datam ketek yang berst pasie laol - dan
dibawa ke Laboraionum  Biclog
Perkemhingan  Departemen Biclopi 1TH.
Pada har ke 11 relue-telne dopendabikoan
ntub dinkubase di datam inkubator (Bl
W0 e suha 3000 (subu [enmmisase.
. 1solasi gomed

Pepvu dibedah dan ditsolass gonadnys pada
nemue-umnr vaig telah ditentukan, sesua
dengan tahap dierensinst pomad (ahel 1)
Cionad  vang  telah  dusolas  tersein
dikieleks dalam crvotbe dan disimpan
dilam  mtrogen coir pada sulm 86T

i Barlian, 1999
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label 1. Isolasi sonad  embrio § osvefos
vang dinkubasi pada subu ankubasi
maskulinisast:

Mk Fihap Hart ke
I Indeleren (1] 1)
Sedang
[ 2 | berdiferensizs: (513} b
= ae ..'.'.:r_ il
3 berdiferensigs (S0 36
m'l':.;!el]} herdiferensias
4 LiTD) 806

o lsolast BN A oral

lapdasi  BaA oial dilakukan  dengan
mengoutakan reagen TREmi™ {(GIBCO™
BEL:

d. Penentuan kuantitas dan koalitas
B A o]

Kandungan RNA  tomal  dikur  dengan
mengemmakan spekirotoiameter (Liraspec
MO0, Phanvac, Baaoech ™) hipniinns
BN fetid dibitng dengan mengihuti cara
Davis er wf (19by Elekindmess
dilakakan padie gel azarosa 1%'BBE. Has
elektroforesis kemudian  divisualisasikan
dengan transtominator dhoatas bamgpu UV
(320mn) dan ifote dempsan kivmners
Polaroid” untuk dokumentas,

e BT (Reverve Transceipiion)

RMA ol yang didapatkan  selanjutnya
disintesis menjinli cTNA (cosiletidiiry
AL dengan proses peverie-femscripion
aleh enzum M MLVERET 200 Lyl (Moo

Kdweinn Feskemier Frons-00F fF]ﬁ(T.rI'H*’-I-:I.

denuam themoeveler PCR (Applied
Brosystems Gene Amp POR Svarem 24000
f. POR {Palymerase Chain Beaction)
Fragmen cDNA hasil BT diamphfikas
derngaue mengeutakan CIEIm fokg
pedvreraye OIRBCOSBRL) dan sepasang
priver speslik aniuk rosepior esiregen
vany dirancany berdasieckan mENA RE
serpia I MWG-1hotech AL, (Lip 5=
GOC TGO TTA GAT ACT GAT GAT
TGG-3" dan Low | 5°-0GAT GFG Cla
GAG T AT GAGGAG GAL-37)
Gerdasarkan mBENA RE Do,
hasift  amphiikas fapmen clDNA - vang
mengpunakan kedua primer tersebut ndatah
fragmen sebesar lebih Kurang 400 ph, PCR
diprogmen mituk reaksal sebagan berikui
Dienasurast 40 selama 2 menit, seaks
herulang sebanyak 35 Kabi vang masing-
masing lerdin alas Denaterast (930, 34
detik 1 Anrrealinge (54 2°C, | mwemt ) dan
Frrenson (680, 1 menit) Sslmjinva
reakal lersebul diakbieg dengan faiensinon
peds sehy 680 selama 7 memt Hasl
PCR i kemudhan dielekerafomesis
e Analisis fragmen e A
Fragmen  ¢DNA wvang hhasilkan dan
proscs KT-PCR kempdian digfekirotonesis
pada  wel  agarosa 1% TALE Hasd
clekiroforesis  kenuadian  divisvalisasikan
dengan translumimator dengan laimpu LY
(320nm) dan didokomentasi denpan

&
kitnesa Polarowd .



HEL HASIL DAN DMSKUSE

Pada  pomad  Clonwias yang
diinkobast  pada subo maskulingsas
{25510 ditemukan lank fragmen DINA
dengom wkuran 400 ph Berbeda dengan
eonad  cmbro apgkes yvang dunkubas
pada subw femiamsast (lham, Barlian &
Fam, 24y lank chxA - RE hanya
didapathan pada tahap indiferen awal dan
adsap covdi Feren langar saga. D gambar §

tilak terhhat  perbedasn ketebalan vang

jelas antara kedua lank rersehot

Gigmbar 1 Elektrolorsgram RT-PCR el
[ mrvidias vtz dinkobast pada subu
maskulinisasi (2321°Cr s NA  Ladder
Hiimi: o tahap indferen awal (30 hary;,
taliap  mdeferen langut (38 hank ¢ tehap
sedang berdiferensins (56 b, d. tahap
telah berdiferensiasi (86 han )

Pada tahap  mdieren awal  ini
diduza suho imkohest maskuloausds) vang
readaly (23707 tidak: membenkan tekann
terhadlap fakioe-fakior tmanskripsi sepert
vang terach pada gonagd yvang dinkubasi
pada suhu femimsasi (31°C) Pada sl
miaskubimisass o pencapelan RA - ke
CRALBP ndek

mengalam hiambatan

sehingea jumlih BA yang masuk Ke dalam
nti lebih banyak dibemdimekan tahap vaig
sima pada suho feminisasi. Jumlah BA
vang  banyak  di dalam b sel
mennmekivkan  dngginve eksprest AP-2
CWHhams & T, 1991 Sebazan fakoor
franskmpsi  RE, kotersediaan BA dalam
pinlah bissyvak i pugs dapat menyebabian
banvaknya pen &8 veng ditranskopsisan
memadi BNA KE, schingpa ekspresi
mEMNA BE menpadt sangat ket |
[ Tubel 2)

e

Tabel 2 . Kemunculan lank fragmen DNA
A00ph hawt roplitikas: mBNA - RE gonad
Convelers vang  dimkubast pada subu

maskolimisas

Frismen

DNA 400ph

Tahap

Frudileren awad (30 har) =

Indiferen langut (38 hari'}
Sedang dilerensiast (56 hari) .
Felah diferensas: (86 hare)

Keterangan ;. {-)= tidak ada; ¢+) = tipis
{+=1=ngak tebal, (+++1=1ehal,

Aube maskebmizast dduga qugs
pdak  memberikan tekanan werhadap
eksprest AP-1. AP-1 berperan sehagai
faktor transkripst vang  menempel pada
etharcer eement gen /Y (MePhersond
Weipel 1999 dimana  diketshin  batawa
aktifitas peninzhatan tansknopst (enfuce
activitv] dimduksl dan wotan basa yvang
TNETSSP0R

AP-1 ATampe er ol 15T

Mlaruvama erad, (2001 menvatakan baliwa



AP-1 herperan dafam menimgkaikan
tramskripst  gen A Dalam kondisy over
eksprest RE.  diketabuni AP-1 jupa
digkspreskan dengan kuat. Tammoto of of
{1955 menyvainkan bafwa AP-1 menempel
pado  daerah tertentn 4 cen A yang
hemtangeung jawab erhadap memnghatny
chspresi pen fE pada selesel MOCE-T.
Pengan kondis tidak aula jekanan in maka
AP-T dapat meningkatkan transkripsi gen
HE O selungoa dibasilkan  Jebih hanyak
miiNA RE

Sementara tu pada subu
maskulinisasi i estrogen tdak disintesis,
Frirpvanti (20017 menyatakan babwa gen
Fd Fthgeon Gdak dickspresikan pada semud
lehap  diterensias gonad O omdas yang
dimkubasi  pada sulin maskulinisast,
Dengan tdak  terekspresikannya £en
PA3borarm maka tdek terhentus  enzim
arontslase dan proses sinlesis estrogenpun
tedak: terjadi

Secara histologis pada tahap ini
tidak  acda perbedman stukir sel vang
memvuson gonad tahap indderen awal subu
masknlunsast dengan gonad whap mdibeen
awil subm feminisasi.  Barlian (1999)
menvatakan bkabwa gonad ©Cegdday tabap
mdiferen awal vang dinkubasi pada suhu
maskubimsast terdin dan selapis sel epaiel
silindris  pieda bagiasn koneksnya  dan
kelompok-kelompaok sel wdak eratur pada

bagian medulanya.

Pade tahap indiferen lanjut {38 hani
lank fragmen ciNA yang didapar smima
tehal dengan  lahap  sebelummyn (=)
(Tabel T)  Bermmn pada mhap im ogen K
diekspresikan sama kuamya dengan tahap
i feren awal (30 lar),

Pada tahep inipun fidak ditemukan
adanva ekaprest gen PS5 arom (Frimyvant,
2001 sehingga tidek ala estrogen yang
disintesis. Dengan tidak adanyva estrogen
itk tidak  terbentuk  kompleks  E-RE
seperi lerjuds pada ponad vang dunkubase
pada  suhn  fominisasi. Tanpa  adanva
kempleks  E<RE i dapat  dipastikan
mekamsme  ampan  balik posind tidak
rerjiadi selama diferensist sonad pada suhu
maskulmsast i, sehingea ckspres pen B
vy didapatkan paila mabap oa bukanlab
merupakan cksprest yvang dimdoks oleh
mekanisme usnpan balilk posiid,

Dengan tedak terbentuknya kompleks
E-RI. maka RE wvang dilwsilkan menjads
lidak tfunesional. Kemunpkman mRNA RE
frdak sampmn dilvanslasikan mewyadi protein
RE atae kalanpnn diranslasitkan  proten
vang terbentuk menjadi tdak Bungsional.
Alberts 1994 menvatakan bahbwa ekspresi
anaty gen dikostal melilo enam lanekah
antara lwn kostrod  terhadap proses
wansknpst, proges BNAL proses transpor
RMNA, proses translasi, degradasi RNA dan
akiifitas prowein Setelah proses wansknpsi
rerdapat lima dan ¢nam kemungkoun  vang

dapat menyebabkan  suatn gen ladak



terekspresikan menjulr profeins ving
funzsional,

Drengaer tdak  adanya  mekamsme
umpan habik positil noomeks ndak terdapat
taktor vang menganduk s ekspresi KE secara
simmulias lalau  pada  subw feminned
setelah tahap indiferen i eksprest gen A
Juga dimdoksr oleh adanva mekamsme m
selunzea bertambah kuat, maka pada suli
maskobinisasi lal wersebut ndak dda seinngen
ehksprest cen f4 hanya diindukst oteh takior
vang sama dengan sahap sebelummya

Pada tahan selanjuinya tahap sedang
berdiferensiast  dan  telal - berdilevensigs )
ek terdeteks lank chA RLE vang berarti
tidak ada ekpresi RE. Setelab pada 1ahap
sebehnmiva chspres vang didspatkan cukup
hust, maka pada thap i sami ek ndak
deekspressian. Hal i didugs karena adanya
itk fas fektor-Takior vaong mempengaribn
ckspresi RE,  sehimgga  tidak  terjad
vanskripa gen Hi

Waktu terjmlinva makitfasi gen-pen
tersebut diperkimakan  berada pada suatu
wakiu kribg vang merypakan tabug sensant
sl {TSP- temperaiure sensiive period),
ISF merupaksn wakin vang simget pentang
datam determinast kelamm  hewan-hawan
TSy dan beclangsung selama 18-15 har
pachin akhir sepertiga pertama mass mkulbas
Faktor-fikier VHINE menentukan
determunasi  seks sangt berperan pada

faliap ini,

Jarik waktn antarn pengamatan tahap
inditeren lanmn hen ke 38) dengan tahap
sedang berdiferensiasi (han ke 561 cukup
sl vaito 18 hare selingea wakiu tepatnya
terjadt maktifasi lersebut ndak  diketzhu
densan past, Tetap ekspresi pen fE
kemunghinan akan mengalami pennrupan
vang suhop lajue dan beriahap selaona
withtu terschit hingea aklurmva tdik ada
s sekadi

1V, R ESIMPLULAN

Berdasarkan  hosil  peneiitian dapat

disunpulkan hal-hal schagm berikot
o Gen &4 haya digkspresikan pads
tahap  awal perkembangan  gonad
vane dunkubasi pada suhn mkebas
ko hinesast: Hal ini berbeda denpan
subin  femimisnse  dimon tegadiyi
peninskatan eksprest gen &0 sepalin

Hengan ahap perkombangan gongd.
T HET AT (A

« Suly diduga

mengimakiifhan  cksprest  gen-pen

-

faktor  oahskiips: RE  pada tahiep

sedang hendilerensias
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