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ABSTRAK

Hewan yang dipotong atau mati masih dapat menghasilkan keturunan dengan memanfaatkan ovariumnya. Untuk mengetahui
potensi ovarium hewan yang dipotong sebagai sumber oosit untuk produksi embrio in vitro, telah dilakukan penelitian dengan
menggunakan ovarium domba yang diperoleh dari Rumah Potong Hewan (RPH). Ovarlum dibawa ke laboratorium dalam larutan
fisiologis (NaCl 0.9 %) pada suhu 30-35° C. Oosit dikoleksi dengan cara penyayatan (slicing) kemudian jumlah dan kualitas oosit
diamati dibawah mikroskop. Oosit kualitas A dan B (mempunyai sel-sel kumulus utuh dan sitoplasma yang homogen) dimatangkan
dengan 2 sistem inkubasi yang berbeda yaitu dalam inkubator COz 5 % dan dalam inkubator konvensional (tanpa pengaturan kadar
CO: ) selama 24 jam pada temperatur 38.5 *°C. Pada inkubasi dengan CO: 5%, oosit di kultur dalam medium TCM-199, sedang inkubasi
dalam inkubator konvensional menggunakan TCM-199 yang disuplementasi dengan 20 mM Hepes. Rata-rata jumlah oosit yang
diperoleh setiap ovarium adalah 9.69 oosit, dan kualitas A dan B adalah 3.19dan 2.031 oosit. Angka pematangan in vifro untuk sistem
inkubasi dengan inkubator CO: 5 % adalah 72.75 dan konvensional 68.36 % (P > 0.05). Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari setiap
ovarium hewan yang dipotong dapat diperoleh 5.22 oosit yang layak digunakan untuk produksi embrio ix vitro, dimana tahap

pematangan oosit in vitro dapat dilakukan pada kondisi inkubasi dalam inkubator CO; $ % maupun lulmbatot konvensional.
Kata kunci : oosit domba, pematangan in vitro dan inkubator konvensional

PENDAHULUAN

Produksi embrio secara in vitro telah dilakukan
pada berbagai spesies ternak seperti sapi (Trounson, et
al 1994), kerbau (Totey, et al,1993), domba (Szolozi, et
al. 1988, Brown, et al., 1998) kambing (Pawshe, et al,
1994) dan pada hewan liar seperti kucing, anjing dan
cheetah (Beveridge & Jabtour, 1998). Produksi embrio
in vitro dapat menggunakan oosit berasal dari
ovarium hewan yang dipotong atau mati dan dari
ovarium hewan yang masih hidup yang diperoleh
melalui teknik Ovum Pick-Up (OPU) dengan bantuan
ultrasounografi. Ovarium hewan yang dipotong
merupakan sumber oosit yang murah dan mampu
menyediakan oosit dalam jumlah banyak, sehingga
dapat menjadi alternatif untuk produksi embrio
dalam pelaksanaan Transfer Embrio (TE) dan
mendukung pengembangan teknologi rekayasa
embrio lainnya seperti khimera, partenogenesis dan
kloning.

Kuantitas dan kualitas oosit yang diperoleh dari
suatu ovarium dipengaruhi oleh banyak faktor antara
lain bangsa ternak (Champion & Robards, 2000, dan
Lonergan, 1990), status nutrisi (Garcia-Bojolil, 1991),
status ovarium (Hendri, 1998) dan teknik koleksi oosit
(Pawshe, 1994). Dalam pemanfaatan ovarium ternak
yang diperoleh dari Rumah Potong Hewan (RPH)
untuk produksi embrio in vitro belum semua potensi

yang ada dapat digunakan karena keterbatasan daya

hidup dan teknologi koleksi ovarium. Beberapa

peneliti mencoba mengatasi kendala tersebut dengan
mengganti peranan dan sumber CO; 5% yang
digunakan selama pematangan oosit (Suzuki, et al.
1999, Khan, et al.1996, DeSmedt, et al., 1992, Martino,
et al., 1995 dan Legal, 1996) ‘

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

potensi oosit dari ovarium ternak domba yang

diperoleh dari RPH untuk produksi embrio in vitro,
dan untuk mengetahui efektifitas sistem inkubasi
tanpa CO; 5% yang memungkinkan proses:
pematangan oosit diluar laboratorium atau selama:

transportasi.
MATERI DAN METODE

Koleksi Oosit

Ovarium domba yang diperoleh dari Rumah :
Potong Hewan (RPH) dibawa ke laboratorium dalam :
medium fisiologis (0,9% NaCl, 100 IU penisilin/ml .
dan 10 mg streptomisin/ml) yang disimpan dalam
termos pada temperatur 30-35° C. Koleksi oosit :
dilakukan dengan teknik slicing dalam petridis yang
berisi media PBS (Nissui, Japan) yang disuplementasi
3% Calf Serum, 50 pg gentamisin/ml. Oosit dibagi
atas 4 kategori kualitas yaitu A, B, C dan D (Loos, et al.

1989).

Pematangan Oosit

Proses pematangan dilakukan dengan me- |
nempatkan 15-20 oosit dalam mikrodrop (100 ug ul). ©
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Medium pematangan yang digunakan terdiri dua
macam medium yaitu Tissue Culture Medium-199
(TCM-199, M-5015, Sigma) yang mengandung 0 mM
dan 20 mM Hepes. Kedua medium mendapat
tambahan 10% Calf Serum, 10 ug/ml  Folicle
Stimulating Hormone (FSH) dan 50 pg gentamisin/ ml.

Mikrodrop ditutup dengan minyak mineral
(Sigma, M-8410) lalu diinkubasi selama 30 menit
dalam inkubator CO, 5%. Selanjutnya 15-20 oosit
dimasukkan ke dalam setiap drop. Petridis yang berisi
mikrodrop dari medium kontrol diinkubasi dalam
inkubator CO; 5%, sedangkan petridis dengan
mikrodrop dari medium yang mengandung 20 mM
Hepes diinkubasi dalam inkubator tanpa CO, 5%
(inkubator konvensional). Inkubasi pada kedua
inkubator dilakukan selama 24 jam pada temperatur
39C.

Angka pematangan ditentukan  dengan
pewarnaan orcein. Oosit dibersihkan dari sel-sel
kumulus, lalu difiksasi dalam larutan alkohol absolut:
asetat glacial (3:1) selama 48 jam. Oosit selanjutnya

diwarnai dengan pewarnaan orcein 1% selama 10
menit dan status inti oosit ditentukan dengan
mengamati di bawah microskop dengan pembesaran
40x10. Oosit matang ditandai oleh terlihatnya Polar
Bodi I dan metafase Plate (MII). Data potensi ovarium
dianalisis dengan t-test dan angka pematangan
menggunakan Chi-kuadrat (Steel & Torrie, 1984)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Potensi Ovarium Sebagai Sumber Oosit

Variasi respon superovulasi dan kesulitan
dalam koleksi oosit dari hewan hidup telah

‘mendorong pemanfaatan oosit yang berasal dari

ovarium hewan yang dipotong. Ukuran folikel yang
diambil untuk produksi embrio in vitro umumnya 2
sampai 6 mm. Potensi ovarium dilihat dari ukuran
folikel dan kualitas oosit yang diperoleh dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Jumlah dan kualitas oosit yang diperoleh dari ovarium domba

Status Jumlah folikel Kualitas oosit Rata-rata
ovarium <2mm | 2-6 mm | domin A B C D oosit/ova
an
Corpus 3,5 6,5 0 3,30 2,57 3,00 1,80 10,68
Luteum + 3,262 + 2,982 +1,072 + 1,502 +1,492 +1,392 + 2,98
Folikel 4,43 5,29 0,14 3,08 15 2,7 1,43 8,71
+,3,95a +,3,244 3,28 +2,572 +1,292 + 1,462 +1,262
Rata-rata 3,965 5,895 0,07 3,19 2,03 2,85 1,62 9,69

Huruf yang sama pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan tidak nyata (P> 0.05)

Jumlah folikel dan kualitas oosit yang diperoleh
dari kedua status ovarium secara statistik tidak
berbeda nyata (P>0,05). Namun terdapat kecen-
derungan jumlah folikel berukuran 2-6 mm (5,89)
lebih banyak dibandingkan dari folikel berukuran
kecil dari 2 mm (3,96) dan folikel dominan (0,07). Hal
yang sama juga dilaporkan pada ternak kambing
(Rusiyantono, 2001). Pada Tabel 1 juga terlihat bahwa
jumlah folikel berukuran 2-6 mm dari ovarium yang
mempunyai korpus luteum cenderung lebih banyak
dibandingkan dengan ovarium tanpa korpus luteum.
Keberadaan korpus luteum akan memberikan korelasi
positif terhadap jumlah folikel (Boediono, et al., 1995).
Perbedaan jumlah folikel diantara kedua status
ovarium juga dapat disebabkan karena perkembangan
folikel dominan erat hubungannya dengan regresi
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folikel sub ordinat, dan pertumbuhan folikel kecil
baru mulai setelah folikel dominan selesai ber-
kembang (Sirois & Fortune, 1988).

Dalam penelitian ini rata-rata jumlah oosit yang
diperoleh dari setiap ovarium domba adalah 9,69
oosit, yang terdiri dari oosit berkualitas A 3,19,
kualitas B 2,03, kualitas C 2,85 dan kualitas D 1,62
oosit. Sama halnya dengan jumlah folikel, potensi
oosit (jumlah dan kualitas) dari ovarium domba yang
mempunyai korpus luteum (fase luteal) sedikit lebih
tinggi dibandingkan dengan potensi oosit yang
terdapat pada ovarium tanpa korpus luteum atau
berada pada fase folikel (10,68 dan 8,71 oosit).
Perbedaan tersebut diduga disebabkan karena
perbedaan tingkat perkembangan folikel diantara
kedua status ovarium.
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Hasil dalam penelitian ini menunjukkan bahwa
potensi ovarium sebagai sumber oosit yang layak
digunakan untuk produksi embrio in vitro adalah 5,22
oosit. Pada ternak kambing dilaporkan perolehan
oosit berkualitas baik dari setiap ovarium melalui
teknik aspirasi adalah 7,8 oosit dan aspirasi 10,9 oosit.
(Rusiyantono, 2001). Pada sapi rata-rata diperoleh 6,75
+ 5,22 oosit berkualitas A dari setiap ovarium (Hendri,
1998).

Jumlah oosit yang terkoleksi lebih banyak
dibandingkan dari jumlah folikel berdiameter 2-6 mm.
Hal ini disebabkan karena teknik slicing memungkin-
kan untuk terkoleksinya oosit dari bagian kortikal
ovarium (Arlotto, et al, 1996). Pada teknik aspirasi
oosit yang terkoleksi hanyalah oosit pada bagian

vesikuler. Disamping jumlah oosit yang lebih banyak
dan persentase oosit dengan sel-sel kumulus utuh
juga lebih tinggi dibandingkan dengan metode
aspirasi (Pawshe, et al. 1994). Kelemahan teknik slicing
adalah membutuhkan jumlah media yang lebih
banyak (Ondho, 1998) dan waktu yang lebih lama
(Pawshe, et al., 1994).

Pematangan Oosit In Vitro

Proses pematangan oosit merupakan salah satu
tahap penting dalam produksi embrio in vitro. Angka
pematangan oosit domba yang dilakukan mengguna-
kan inkubator CO; 5% dan tanpa CO; 5% (inkubator
konvensional) dapat dilihat pada table 2 berikut.

TabeL 2. Angka pematangan oosit menurut perlakuan sistem inkubasi (%)

Perlakuan Jumlah Tahap Pematangan Inti (%

Inkubator oosit GV GVBD MI Al TI MII
Inkubator CO2 5% 69 3(4,34) 7 (10,14) 9 (13,04) - - 50 (72,75)
Inkubator 74 1(1,35) 8 (11,59) 10 (13,51) - 4 (5,41) 51 (68,36)2
konvensional

Angka pematangan oosit untuk inkubator CO;
5% dan konvensional masing-masing adalah 72,75
dan 68,36% (P>0,05). Hasil yang diperoleh dari kedua
metode pematangan oosit hampir saméa dengan yang
dilaporkan oleh beberapa peneliti lainnya (Guler, et al,
2000). Oosit yang tidak matang selain disebabkan
karena degenerasi, diduga juga disebakan terkoleksi-
nya oosit dari folikel kurang dari 2 mm. Sebagian
besar dari oosit yang berasal dari folikel yang
berukuran kurang dari 2 mm akan terhenti pada
Metafase I (MI) (De Smedst, et al., 1992)

Hasil penelitian ini membuktikan bahwa
pematangan oosit secara in vitro dapat dilakukan
dalam inkubator konvensional. Keberhasilan pema-
tangan oosit tanpa CO2 5% juga telah dilaporkan pada
ternak sapi dan bison (Westhusin, et al., 1992), dan
ternak kambing (DeSmedt, et al, 1992, Martino, et al,
1995 dan Le Gal, 1996).

Menurut Shamsuddin, et al., (1998), tidak
terdapat perbedaan tingkat pematangan oosit yang
dikultur dengan CO; 5% dan tanpa CO, 5%.
Pengamatan terhadap sel-sel kumulus menunjukkan
ekspansi sel-sel tersebut dimulai 12 jam setelah kultur
saat inti berada pada tahap Metafase I (M I).

~ Peneliti lain melaporkan bahwa oosit domba
yang dikultur menggunakan medium bikarbonat-199
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dalam eppendorf (tube tertutup) dan petridish, lalu
diinkubasi dalam inkubator konvensional selama 24
jam menghasilkan angka pematangan 39% dan 29%
(Margawati, dkk, 1997). Hasil penelitian ini menunjuk-
kan penambahan Hepes ke dalam medium pematang-
an dapat mempertahankan pH medium yang optimal
untuk pematangan oosit sehingga dapat meningkat
angka pematangan oosit yang diinkubasi dalam
inkubator konvensional. ‘Menurut Fresney (1987)
Hepes merupakan buffer yang efektif untuk
mempertahankan pH medium kultur pada kisaran
fisiologis.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari
setiap ovarium ternak domba yang dipotong dapat
diperoleh 5,22 oosit yang layak digunakan untuk
produksi embrio in vitro, dimana pematangan oosit in
vitro dapat dilakukan pada kondisi inkubasi dalam
inkubator CO; 5% maupun inkubator konvensional.
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