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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh keberadaan corpus luteum (CL) pada ovarium
kerbau terhadap kualitas oosit dan tingkat maturasi oosit secara in vitro. Sebanyak 30 ovarium yang berasal
dari RPH kemudian dikelompokkan berdasarkan keberadaan CL. Setelah itu oosit dikoleksi secara slicing,
oosit yang diperoleh dikelompokkan berdasarkan kekompakan sel kumulus dan status sitoplasma. Maturasi
pada medium Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) yang ditambahkan Penstrep, Pregnant Mare Serum
Gonadotrophin (PMSG), Hormone Chorionic Gonadotrophin (hCG) dan 3% BSA. Maturasi in vitro
dilakukan pada suhu 38,5°C selama 24 jam di dalam inkubator dengan konsentrasi CO, 5%. Evaluasi
tingkat kematangan inti diklasifikasikan menjadi germinal vesicle (GV), germinal vesicle break down
(GVBD), metafase I (MI), Anafase/telophase (A/T) dan metafase II (MII). Hasil penelitian menujukkan
status reproduksi tidak signifikan (P>0,05) mempengaruhi kualias oosit kerbau. Persentase oosit berkualitas
baik (Grade A dan B) pada masing — masing kelompok adalah 53,76% dan 50,19%. Selanjutnya hasil
analisis statistik menunjukkan tidak terdapat perbedaan nyata (P>0,05) pada tingkat maturasi di antara
kedua kelompok ovarium. Persentase oosit yang mencapai tahap MII adalah sebesar 61,22% dan 62,62%
pada masing — masing kelompok. Dari penelitian ini dapat disimpulkan kualitas oosit dan tingkat maturasi
00sit yang mampu mencapai tahap MII tidak signifikan dipengaruhi oleh status reproduksi ovarium.

Kata kunci: kualitas oosit, tingkat maturasi, corpus luteum, ovarium kerbau
ABSTRACT

This research aims to determine corpus luteum (CL) on the buffalo ovaries on oocyte quality and
in vitro maturation of oocytes. A total of 30 ovaries from the slaughterhouse were grouped based on the
presence of CL. Oocytes were collected by slicing techniques, then grouped based on the cumulus cell
layer and cytoplasmic status. The maturation medium was Tissue Culture Medium-199 (TCM-199) was
added by Penstrep, Pregnant Mare Serum Gonadotrophin (PMSG), Hormone Chorionic Gonadotrophin
(hCG), and 3% BSA. The maturation of in vitro is conducted at 38, 50C for 24 hours in an incubator with
5% CO2 concentration. Evaluation of maturation was classified into germinal vesicles (GV), germinal
vesicles break down (GVBD), metaphase I (MI), Anafase/telophase (A/T), and metaphase II (MII). The
percentage of good quality oocytes (Grade A and B) in each group were 53,76% and 50,19%. Furthermore,
the statistical analysis results showed no significantly different (P>0.05) at the maturation rate between
the two ovarian groups. The percentage of oocytes reaching the MII stage was 61,22% and 62,62% in
each group. The percentage of oocytes reaching the MII stage was 59.75% and 58.33% in each group.
Conclusion of this study, the quality of oocytes and the maturation rate of oocytes that reaches the MII stage
are not significantly affected by the reproductive status of the ovaries.
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PENDAHULUAN

Penerapan teknologi reproduksi adalah
salah satu upaya yang dapat dilakukan
dalam meningkatkan produktifitas ternak.
Kemajuan teknologi  reproduksi pada
ternak memungkinkan masalah penurunan
populasi yang terjadi pada ternak juga dapat
diatasi. Salah satu upaya yang dilakukan
dalam mengatasi masalah tersebut adalah
pemanfaatan program inovasi teknologi
reproduksi dengan memperpendek selang
beranak, melalui manipulasi berahi dan
superovulasi (Widyastuti dan Rasad, 2015).
Selain itu teknologi reproduksi yang dapat
diaplikasikan untuk meningkatkan populasi
ternak kerbau adalah dengan produksi embrio
secara in vitro (PEIV).

Secara teoritis teknik PEIV dapat
dilakukan dengan memanfaatkan oosit yang
berasal dari ovarium ternak betina yang masih
hidup ataupun dari ovarium ternak betina yang
telah di potong. Keunggulan teknik PEIV salah
satunya adalah dalam upaya penyelamatan
materi genetik dari ternak yang mengalami
gangguan pada fungsi reproduksi, ternak
yang mengalami kematian atau mengalami
penyakit dan gangguan pada fungsi tubuh.
Teknik ini  memungkinkan pelaksanaan
proses maturasi oosit, fertilisasi oosit dengan
spermatozoa serta perkembangan embrio
dapat dilakukan pada lingkungan buatan
di luar tubuh dalam suatu sistem biakan sel
(Syaiful et al., 2011). Karena oosit adalah
tujuan utama dari pemanfaatan ovarium dari
RPH oleh karena itu kualitas serta kompetensi
oosit perlu untuk diperhatikan karena hal ini
merupakan parameter penting dalam proses
maturasi in vifro serta akan menentukan
tingkat keberhasilan perkembangan embrio.

Terdapat  berbagai  faktor yang
mempengaruhi kualitas dan jumlah oosit
diantaranya umur, metode koleksi dan status
reproduksi (Udinetal.,2020). Pada hakikatnya
oosit yang terdapat pada lingkungan folikel
yang berada pada ovarium pertumbuhannya
mengikuti siklus tertentu (Parera dan Lenda,
2019). Keberadaan CL Keberadaan CL

pada ovarium dapat mengindikasikan jenis
hormon yang berperan dalam pertumbuhan
dan perkembangan oosit (Widyastuti et
al., 2018). Pada fase luteal keberadaan CL
berkorelasi positif terhadap jumlah folikel,
hal ini dikarenakan hormon progesteron
yang dihasilkan oleh CL berperan terhadap
hambatan pertumbuhan dan perkembangan
folikel menjadi folikel dominan, hambatan
terhadap folikel dominan akan menghilangkan
pengaruh inhibin (Kor, 2014), sehingga
pertumbuhan  folikel subordinat dapat
terjadi meskipun terdapat CL pada ovarium
(Boediono et al., 2006). Selain itu Penitente-
Filho et al. (2015) menambahkan bahwa
adanya hormon progesteron memungkinkan
pertumbuhan folikel menghasilkan oosit
dengan kualitas yang baik dan selanjutnya
akan berpengaruh terhadap perkembangan
oosit dan embrio yang dihasilkan. Penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh
keberadaan corpus luteum pada ovarium
dalam menghasilkan oosit berkualitas baik
dan tingkat maturasi oosit kerbau secara in
vitro .

METODE

Koleksi Oosit

Ovariumkerbau yang digunakan berasal
dari rumah potong hewan (RPH) dibersihkan
dan dipisahkan bagian lemak dan jaringan
pada ovarium, selanjutnya dicuci dengan
NaClfisiologis. Media yang digunakan selama
transportasi menuju laboratorium adalah
NaCl fisiologis 0,9% yang ditambahkan
dengan antibiotik penisilin-streptomisin dan
disimpan dalam termos dengan temperatur
konstan 37°C. Setelah sampai di laboratorium
ovarium kembali di cuci dengan NaCl
fisiologis sebanyak 3 kali kemudian ovarium
dikelompokkan  berdasarkan  keberadaan
corpus luteum, CL+ untuk kelompok adanya
nya CL dan CL- untuk kelompok tidak adanya
CL. Koleksi oosit dilakukan secara slicing
dengan menggunakan media berupa PBS
(Phospate Buffer Saline) yang ditambahkan
dengan Penstrep dan 3% BSA (Bovine
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Tabel 1. Persentase kualitas oosit
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Jumlah  Jumlah Grade oosit (%)
Perlakuan . .
ovarium oosit A B C D
CL+ 45 478 15 (3,14) 242 (50,62) 103 (21,55) 118 (24,68)
CL- 45 512 28 (5,47) 229 (44,72) 119 (23,24) 136 (26,56)

Keterangan: CL+ = corpus luteum; CL- = tanpa corpus luteum

Serum  Albumin). Oosit yang diperoleh
dikelompokkan  berdasar =~ kekompakan
sel kumulus dan status sitoplasma. Grade
A adalah oosit memiliki sitoplasma yang
seragam dan memiliki lebih dari lima lapisan
sel kumulus yang kompak. Grade B adalah
oosit memiliki sitoplasma yang seragam
dan terdapat tiga sampai lima lapisan sel
kumulus yang kompak. Grade C adalah oosit
memiliki satu lapisan sel kumulus yang tidak
lengkap dan sedikit ooplasma yang homogen
dan Grade D adalah oosit tidak memiliki sel
kumulus atau tidak memiliki ooplasma yang
homogen (Kakkassery et al., 2010).

Maturasi Oosit

Oosit  hasil koleksi dicuci pada
media maturasi sebanyak tiga kali dan
selanjutnya dimaturasi pada media Tissue
Culture Medium-199 (TCM-199)  yang
ditambahkan Penstrep, Pregnant Mare Serum
Gonadotrophin (PMSG), Hormone Chorionic
Gonadotrophin (hCG) dan 3% BSA. Oosit
dimaturasi pada drop — drop media maturasi
sebanyak 100 pLuntuk 10— 15 oosit, kemudian
ditutup dengan mineral oil. Maturasi in vitro
dilakukan pada suhu 38,5°C selama 24 jam di
dalam inkubator dengan konsentrasi CO, 5%.

Evaluasi Kematangan Qosit

Oosit yang telah dimaturasi kemudian
didenudasi sel — sel kumulusnya dengan cara
dipipet berulang — ulang dalam medium PBS
dan 2% BSA (Udin et al., 2020), setelah itu
dibuat preparat dan difiksasi dalam larutan
ethanol absolute dan asam asetat (3:1) selama
48 jam (Nanda, 2017). Setelah itu preparat
diwarnai dengan 2% aceto orcein selama
lima menit dan status inti oosit diamati
di bawah mikroskop dengan pembesaran
40x10. Evaluasi tingkat kematangan inti

diklasifikasikan menjadi germinal vesicle
(GV), germinal vesicle break down (GVBD),
metafase [ (MI), Anafase/telophase (A/T) dan
metafase II (MII).

Analisis Statistik

Data kualitas oosit dan tingkat maturasi
oosit kerbau secara in vitro dianalisis dengan
menggunakan uji proporsi (Sudjana, 2005).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Status Reproduksi Terhadap
Kualitas Oosit

Salah satu faktor utama yang menjadi
indikator tingkat keberhasilan perkembangan
embrio adalah kualitas oosit. Oosit yang
digunakan dalam proses produksi embrio
secara in vitro adalah oosit berkualitas baik
yaitu oosit grade A dan B yang ditandai dengan
jumlah lapisan sel kumulus yang mengelilingi
oosit dan sitoplasma yang homogen.
(Manjunatha et al., 2007). Hasil analisis
statistik menunjukkan bahwa keberadaan
CL pada ovarium tidak signifikan (P>0,05)
mempengaruhi kualitas oosit yang dihasilkan
pada masing — masing grade oosit (Tabel 1).
Persentase oosit yang berkualitas baik (A dan
B) paling tinggi berasal dari ovarium dengan
corpus luteum sebesar 53,76%. Berbeda
dengan hasil penelitian yang sebelumnya
dimana menurut Penitente-Filho et al. (2015)
menyatakan bahwa kehadiran CL memiliki
pengaruh yang lebih besar pada kemungkinan
untuk memperoleh oosit dengan kualitas baik.

Menurut Jaswandi et al. (2016)
perbedaaan jumlah oosit yang diperoleh dari
ovarium yang memiliki status reproduksi
berbeda disebabkan oleh perbedaan tingkat
perkembangan  folikel pada  ovarium.
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Tabel 2. Persentase tingkat maturasi

Jumlah  jumlah Tingkat Maturasi (%)
Perlakuan . .

ovarilum  oosit GV GVBD MI A/T MII
CL+ 45 196 56 (28,57)a 20 (10,20)a Oa 0 120(61,22)a
CL- 45 198 54 (2727)a 16(8,08)a 4(2,02)b 0 124 (62,62)a

Keterangan: CL+ = corpus luteum; CL- = tanpa corpus luteum

Pertumbuhan folikel dan oosit selama
siklus estrus dipengaruhi oleh beberapa
jenis hormon diantaranya progesteron,
estrogen dan inhibin (Boediono et al., 2006).
Gelombang pertumbuhan folikel di dalam
ovarium diawali dari perekrutan, seleksi
dan atresi. Pada hewan monokotus, dalam
satu siklus estrus hanya menghasilkan satu
folikel yang akan terpilih menjadi folikel
dominan dan selanjutnya mengalami ovulasi
ketika terjadi luteolisis (Gustina et al.,
2017). Perkembangan folikel menjadi folikel
dominan akan memberikan pengaruh negatif
terhadap kompetensi perkembangan oosit hal
ini dikarenakan dihasilkannya estrogen dan
inhibin sehingga memberikan umpan balik
negatifterhadap sekresi FSH. Menurut Ginther
et al. (1996) penurunan konsentrasi FSH akan
menyebabkan folikel — folikel subordinat
mengalami hambatan perkembangan dan
selanjutnya akan mengalami atresi.

Hasil yang tidak berbeda nyata pada
perlakuan diakibatkan karena kehadiran
CL pada fase Iluteal menghasilkan
hormon progesteron, dimana hormon ini
mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan
folikel dominan untuk mencapai ovulasi
karena adanya umpan balik negatif terhadap
pelepasan hormon estrogen dan inhibin.
Pelepasan hormon FSH tidak dipengaruhi
oleh adanya hormon progesteron, akan
tetapi hambatan terhadap FSH dipengaruhi
oleh adanya inhibin yang dihasilkan selama
siklus estrus (Boediono et al., 2006).
Hambatan sekresi estrogen dan inhibin oleh
progesteron akan menekan pengaruh negatif
folikel dominan terhadap pertumbuhan dan
perkembangan folikel subordinat lainnya
(Parera dan Lenda, 2019). Selain itu hormon
progesteron memungkinkan folikel terekspos

untuk periode yang lebih lama sebagai
akibat dari rendahnya level LH dan hal ini
memungkinkan untuk memperoleh oosit yang
berkualitas baik (Penitente-Filho ez al., 2015).
Sebaliknya pada ovarium tanpa CL, tidak
adanya kehadiran CL tidak menyebabkan efek
negatif progesteron pada hipofisis anterior
sehingga kadar estrogen dan progesteron tetap
seimbang yang memungkinkan pertumbuhan
folikel (Khandoker et al., 2016). Pada ovarium
tanpa CL, penurunan kadar progesteron
mengakibatkan tidak adanya kontrol umpan
balik negatif terhadap hipotalamus dan
hipofisa anterior, hal ini akan menyebabkan
gonadotropin disekresikan oleh hipotalamus
dan FSH serta LH akan disekresikan oleh
hipofisa anterior (Parera dan Lenda, 2019),
kemudian kehadiran hormon ini akan
menyebabkan pertumbuhan folikel ovarium
lebih cepat.

Pengaruh Status Reproduksi Terhadap
Tingkat Maturasi

Hasil analisis statistik menunjukkan
bahwa keberadaan CL pada ovarium tidak
memberi pengaruh  signifikan terhadap
tingkat maturasi oosit kerbau secara in
vitro. Persentase tingkat maturasi oosit
yang mencapai tahap metafase II (MII)
yang paling tinggi adalah pada kelompok
CL- yakni sebesar 62,62% (Tabel 2). Hasil
penelitian ini sesuai dengan pendapat Mahesh
et al. (2014) yang menyatakan bahwa tidak
terdapat perbedaan yang signifikan terhadap
tingkat maturasi oosit kerbau secara in vitro
dari ovarium dengan atau tanpa CL. Singh
et al. (2001) menambahkan adanya CL pada
ovarium ternak bunting tidak mempengaruhi
kompetensi meiosis oosit. Lebih lanjut
Shabankareh et al. (2015) melaporkan
bahwa kompetensi perkembangan oosit
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diakibatkan oleh adanya heterogenitas dalam
perkembangan folikel, ketika diameter folikel
meningkat dan diameter oosit meningkat
maka diperoleh kompetensi perkembangan
oosit yang baik dan mayoritas oosit mampu
mendukung pembuahan dan perkembangan
embrio. Namun pendapat berbeda dilaporkan
oleh Widyastuti et al. (2018) bahwa tingkat
maturasi oosit yang berasal dari ovarium
dengan status reproduksi CL+ lebih tinggi
dibanding kelompok CL-. Kemudian juga
Zilaitis et al. (2018) menyatakan bahwa
CL yang terdapat pada ovarium akan
meningkatkan jumlah oosit yang mencapai
tingkat kematangan setelah proses maturasi
oosit secara in vitro. Hal ini dikarenakan
pada fase luteal, corpus luteum menghasilkan
hormon progesteron. Hormon ini bersama
dengan androgen berperan dalam menghambat
terjadinya atresia oosit. Selanjutnya dijelaskan
bahwa kombinasi dari kedua hormon ini
berperan meningkatkan jumlah oosit yang
menglami pematangan inti (Borman et al.,
2004).

Selain  kehadiran CL,  kualitas
oosit adalah salah satu parameter yang
mempengaruhi  tingkat maturasi  oosit
secara in vitro. Menurut Singh et al. (2001)
kualitas oosit menunjukkan perbedaan yang
signifikan terhadap tingkat maturasi oosit
oosit secara in vitro. Kualitas oosit ditentukan
berdasarkan jumlah lapis sel kumulus.
Menurut Palmerini et al. (2014) menjelaskan
bahwa secara morfologis, kualitas oosit
ditentukan oleh bentuk ultrastrukturalnya.
Oosit yang digunakan untuk proses maturasi
secara in vitro adalah oosit berkualitas baik
dengan lapisan sel kumulus yang kompak
serta memiliki sitoplasma yang homogen.
Pada proses fertilisasi secara in vitro, adanya
sel kumulus menjadi salah satu faktor yang
dapat mempengaruhi tingkat pematangan
oosit. Menurut alvarez et al. (2009) secara
metabolis, sel kumulus menghasilkan
metabolit yang mendukung pematangan
sitoplasma dan inti melalui gap junctions
yang menjadi pintu masuk metabolit ke dalam
ooplasma. Selain itu sel kumulus berperan
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dalam menginduksi pembelahan meiosis dan
membantu pematangan sitoplasma.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat
disimpulkan bahwa keberadaan corpus luteum
pada ovarium tidak signifikan mempengaruhi
kualitas oosit yang dihasilkan serta tingkat
maturasi oosit kerbau secara in vitro.
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