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ABSTRACT

The purpose of this study was lo determine the effect of fertilization time and different incubation
systems on fertilization level by in-vitro. The mature of ovaries from indigenous cow and fresh cement from
Huoistein Frivian cows (FH), 0.9 % NaCl physiplogical PBS. Nissui Japan, | TCM-190, HEPES 30 pM, 20
ml Heparin, 10% goat serum, 250 giml FSH BO medium, medivm gentamisain 50 mB-0, mineral oil,
aleohel, aguabidest, and 1% aceto orcetn were materials and reagents, The Completely Randomized Design
{CRDY) in factorial pattern was used. Reswles shown no significant effect on the percentage of fertilized
oocytes amd level of development of pronuclei (2PN and> 2PN) by different timing of fertilization and
incubation system, The development of pronucleus (1PN) showed significant (P <0.03) on 12 hours (37.60
o), but no significant effect on different incubarion sysiem. It concluded, the system of incubation and time of
fertilization has no effect on oocyte fertilization rate. Oocytes fertilization time can be performed at 6 hours,
12 hours, and 13 hours, while the extension of the period of fertilizarion until 18 hours did not increase the

level of fertilization,
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PENDAHULUAN

Teknolog: fertilisasi in vitro (FIV)
merupakan teknologi produksi embrio pada
lingkungan buatan diluar tubuh dalam suatu sistemn
biakan sel (Hunter, 1993). Tekmk fertilizasi in vitro
(FIV} dapat menggunakan oosit yang berasal dan
hewan yang masih hidup maupun dari cosit hewan
yang dipotong, sehingga telmik fertilisasi n vitro
(FIV) i1 dapat menjadi alternatif produksi embrio
dalam pelaksanaan transfer embrio (TE). Manfaat
lain dar1 teknolog fertilisasi in viero (FIV) adalah
membuka peluang yang lebih besar untuk
mengembangkan teknik mamipulasi gamet dan
embrio seperti produksi kloning (Gordon, 1994),

Penerapan bioteknologi ini membutuhkan
oosit dalam jumlah yang banyak, selanjutmya oosit
yang diperoleh dimatangkan secara in vifro (in vitro
maturation) untuk kepentingan fertihisasi in vitro,
Keberhasilan fertilisas: in vitre memerlukan
kesiapan yang memadai dari oosit dan sperma
secara biologis dan kondisi kultur yang mendukung
efektifitas metabolis dari gamet jantan dan betina,
Berbagai aspek kondisi kultur seperti medium,
wakiu inseminasi dan kapasitasi, sistem kultur
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terus di indentikasi untuk meningkatkan
keberhagilan fertilisami im witro (Bracket dan
Zuelke, 1993).

Menurut Herdis (2000), embrio vang
dihasilkan dari teknologi fertilisasi in vitro dapat di
transfer ke temak resipien untuk membantu
percepatan peningkatan populasi ternak. Dengan
tekmik fertilisasi in vifre, pemanfaatan oosit dari
hewan yang dipotong merupakan cara produksi
embrio yang ekonomis karena dengan cara ini oosit
hewan yang dipotong dapat dimanfaatkan untuk
dijadikan bakal bibit, hal ini tentu akan terasa sekali
nilai tambahnys. Dalam pemanfaatan oosit hewan
yang mati belum semua potensi yang ada dapat
dimanfaatkan karena terbatasnya daya hidup oosit,
sementara teknologi penyimpanan ovarium yang
depat memperiahankan viabilitas oosit dalam

wakiu yang cukup lama atau selame transportasi
belum tersedia.

Untuk meningkatkan fertilisasi dan
fleksibilitas produksi embrio in virro dapat
dilakukan diluar laboratorium, beberapa penelitian
mencobauntuk menggantikan sumber atau peranan
CO, 5% dalam mempertahankan pH medium. PH
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medium dapat diperizhankan dengan menambahkan
suaiu penyangga sepertt Hepes. Menurut Jaswandi
{2002), bahwa hasil pematangan dan fertilisasi in
vitro oosit domba dengan penambahan penyangga
Hepes dalam medium dapat memberikan kondis
optimal. Dengan demikian penggunazn straw perlu

dikaitkan dengan penambahan penyangza Hepes
dalam medium serta waktu inkubasi schingga efek

sinergis penggunaannya dapat dicapar sccara
oplirnal,

Komposisi gas udara merupakan salah satu
faktor penting yang mempengaruhi perkembangan
oasit embrio dalam inkubasi. Tingkat maturasi dan
fertilisasi oosit serta pertumbuhan embrio terbaik
diperoleh pada gas CO, 2,5-5% dan O, 5% diudara
(Pinyopummint dan Bavister, 1995). Sedangkan
menurut Thompson {1996), perkembangan embrio
sapi tidak mutlak tergantung terhadap CO, 5% hal
ini terlihat pada embrio sapi vang mampu
berkembang sampai tahap blastosis bila medium
ditambah dengan penyangga zwitter ionic pada
udara tanpa CO, 5%. Freshney (1987)
mengemukakan bahwa kultur sel dalam tempat
terbuka membutuhkan inkubas dengan CO, 5% di
udara.

Keadaan ini dapat dimanfaatkan sebagai
dasar dalam manipulasi CO, 5% pada sistem
mkubasi. Proses fertilisasi in vitro pada sistim
inkubasi tanpa gas CO, dilapangan dirasakan
sangatlah efisien dibandingkan sistem inkubasi
CO, 5% karena keterbatasan CO), dilapangan
sangat menghambat proses fertilisasi i wifrp,
Untuk it dipertukan teknologi yang memungkinkan
proses produksi embrio dapat dilakukan selama
transportasi atau di luar laboratorium. Kendala
utama dalam produksi embrio di luar
laboratorium atau selama transportasi adalah
keberadaan CO, dan tempat fertilisasi. Oleh
karena it perlu dilakukan kajian mengenai
penggunaan sistem inkubasi CO, dan sistem
inkubasi tanpa CO, dan wakiu fertilisasi yang
tepat terhadap tingkat fertilisasi sap: in vitro,

Berdasarkan permasalahan diatas, penulis
mengangakat kajian pada sebuah penelitian dengan
jedul “Pengaruh Wakiu Fertilisasi dan  Sistem
Inkubasi Yang Berbeda Terhadap Tingkat Fertilisasi
Sapi Lokal Secara In Vitro ", Penelitian ini berfujuan
untuk mengetahui pengaruh waktu terhadap tingkat
fertilisasy in vitro dan mendapatkan waktw' penode
terbaik fertilisasi in vitro,
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MATERI DAN METODE

Penelitian ymi dilak=zanakan di Laboratorium
Reproduksi Fakultas Peternakan Universitas
Andalas Padang. Matenn yang digunakan dalam
penchtian mi adalah Owvarium sebagai sumber
oosit diperoleh dan sapi lokal dewasa. Semen
yang digunakan adalah semen segar sapi Frivian
Holstein (FH) Bahan-bahan yang digunakan
adalzh NaCl fisiologis 0,9%, Pkosphate Buffered
Sallime (PBS; Nissui Jepang), Tissue Culture
Medium- 199 (TCM-199; Sigma, M-5017),
Hepes 30 pM (Sigma; H-1617), Heparin 20 ul,
Coat serum 10%, FSH 250 ml, Gentamisain
(Sigma 6-1397) 50mg' ml, medium Brackets
Cliphant (B-0), medium modifikasi Bracketr
COliphant (mB-0). Mineral oil, Alkohol
Aquabidest, dan Acelo Oreein 1% (Sigma O-
T380). Alat-alat yang digunakan adalah Termos
untuk tempal ovarium saat transportasi ke
laboratorium, pisau silet untuk slicing ovarium,
pipet pasteur, pipet eppendorf, inkubator,
mikroskop stereo, mikroskop inverted,
mikropipet (50 pl dan 250 pl), timbangan
elektronik, cawan petri |, straw 0,25 ml, pH meter,
cover glass, objek plass, tissue, aluminium foil
dan vagina buatan untuk menampung semen.

Rancangan percobaan

Rancangan vang digunakan untuk
pematangan {maturasi) oosit pada penode inkubasi
24 jam menggunakan Rancangan Acak Lengkap
{RAL) dan dats hasil fertilisasi dianalisis dengan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial 2 x
3. Setiap perlakuan terdiri atas tiga (3) ulangan,
Yang masing-masing unit percobaan terdiri atas 10
oosit. Adapun perlakuan tersebut adalah ;

a, Faktor I= Sstern inkubasi terdiri atas dua
macam Yaitue sistem inkubasi CO, 5%
dan sistem inkubasi tanpa CO, 5%,

Fertilizasi pada 18 jam setelah maturasi.

b.  Faktor II = Wakiu fertilisasi terdiri atas
tiga perlakuan yaitu:

P1 = Waktu fertilisas1 padz 6 jam setelah

rmaturasi.

P2 = Waktu fertilisasi pada 12 jam setelah
maturasi,

P3 = Waktu fertilisasi pada 18 jam setelah
rralras,
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Prosedur penelitian

Prosedur kerja yang dilakukan dalam
penelitian mi adajah ;

Koleksi oosit. Untuk koleksi oosit media
dasar yang digunakan adalzh Phesphate Buffered
Sailine (PBS), Media disterilkan dalam sutoclove
pada temperatur 120 C sclama 30 menit dan setelah
iu disimpan pada temperatur ruangan. Pada hari
pengambilan eovarium, media dasar vang
disuplementasi dengan 100 TU pennicillin/ ml dan
100 pg steptomicin/ ml.  Untuk pematangan
digunakan media TCM-199 ditambah dengan goar
serum 10%, Sterilisasi media i dilakulean dengan
menyarnng menggunakan filter millipore 0,22 gm.

Ovarium yang diperoleh di Rumah
Pemotongan Hewan (RPH) lalu dibawa ke
labomatorium dengan termos yang berisi medium
NaCl fisiologis 0,9 % yang ditambahkan dengan
steptomisin 100 pe/ml dan pemsiilin 100 [0 mi
falu digimpan dalam termos pada suhu 35°C,
kemudian ovarium yang diperoleh dicuci sampai
bersih,

Oosit diperoleh dan ovanum sapi, untuk
koleksi oosit dilakukan dengan metode penyayatan
{slicing}, Ovarium disayat dalam petridish yang
benst medium Phosphate Buffer Saline (PBS) yang
disuplementas: dengan goad serwm 10% dan
gentamisin (Sigmu, G-1397) 50 pg/ml. Jumlah dan
kualitas vosit vang diperoleh dismati dibawah
mikroskop. Oosit vang digunakan untuk maturasi
adalah oositkualitas A dan B

Maturasi oosit. Oosit vang digunakan adalah
oosil kualitus A dan B. Prosedur maturast dilakukan
menurut progedur vang dikemukakan Jaswandi e
al., (2003). Oosit kualitas A dan B tersebut latu dicoei
3 kali dalam medium Phasphale Buffered Saline
(PBS) selanjutnya oosit dimatangkan dalam medium
pematangan (maturasi). Untuk pematangan pada
sistern inkubasi CO, 5 %, cosit dimatangkan dalam
cawan pein pada medium TCM-199 vang
disuplementas: dengan goar serwm 10%6, FSH mg/ml
dan gentarmsin 50 mg/ml. Pematangan pada cawan
petri tersebut dibuat empat buah mikrodrop
(droplef), Setiap mikrodrop {drapler) benisi 100 ml
medium pematangan TCM-199. kemudian
dimasukkan 20 oosit ke dalam mikrodrop lalu
dimasukan mineral ;i ke dalam cawan petri tersebut,
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Selanjutnya masing-masing dari cawan petn tersebut
dimasukkan ke dalam mkubator OO, 5%, lalu di
mkubasi pada suhu 38,5 °C selama 24 jam.

Sedangkan untuk pematangan oosit pada
sistem inkubasi tanpa CO, 5% dilakukan denpan
menggunakan straw 0,25 ml pada medivm TCM-
199 + Hepes 30 mM yang disuplementas: dengan
goat serum 10%, FSH mg’ ml dan gentarmsin 50
mg/ ml. Kemudian oosit tersebui disedot kedalam
straw dengan cara menempelkan spuit pada ujung
straw yeng mempunyat kapas. Oosit disedotkan ke
dafem straw sehanyak 10-20 ocosit! straw. Qosit di
dalam straw ditempatkan sedemikian rupa
schagaimans dengan penempatan semen beku
seperti terlihat pada Gambar 1.

Selanjuinya dilakuksn maturasi oosit
sclama 24 jam pada kedua sistemn inkubasi
(sistem inkubasi CO, 5% dan sistem inkubasi
tanpa CO, 53%). setelah maturast! pematangan
oosit lalu diamats status oosit tersebut dibawah
mikroskop. Oosit vang telah mengalami
metaphase-11 (M-11) vang akan digunakan untuk
difertilisasi.

Kapasitasi sperma. Sperma yang
digunakan adalsh sperma segar vang diambil dari
sapi pejantan Frisian Holstein (FH) dengan
bantuan vagina buntan, Prosedur pencucian sperma
pada kapasitasi sperma dilakukan menurut
prosedur Jaswandi e al. (2003), yaitu dengan
menambahkan 4 mi medium kapasitasi vaitu
medium Brackett (Miphant (B-0) dan medium
modifikasi Brackett Qliphant (mB-0) ke dalam
tabung sentmfus vang berisi 200 pl semen sapi,
selamuinya dilakukan disentrifugasi selama 10
menit. Pada sistem mkubasi C0), 5% mengegunakan
medium kapasitas: yaitu medm B-0 sedangkan
tanpa CO), 3% medium yang digunakan untuk
kapasitasi sperma adalah mediom mB-O.
Selanjutnya di sentrifugasi 500 G selama 10 menit,
Bagian supernatan dan hasil setrifugasi tersebut
dibuang, dan endzpan sperma hasil pencucian
diencerkan sampa konsentrasi 110" sperma’ ml
dengan menggunakan medium perlakuen yaitu
medium (B-0 dan mB-0)) yang disuplementasi
dengan heparin (sigma, H-3125) 20 i, poat serum
10%, dan gentamisin 50 gg/ ml lalu di inkubasi pada
suhu 38,5 'C selama 30 menit,
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Medium Udara
Gambar 1. Oosit dalam straw

Fertilisasi fn witre oosit. Oosit vang telah
matang baik pada kedua sistem mkubasi {sistem
inkubasi €O, 5% dan sistemn inkubasi tanpa CO), 5%)
masinng-masing oosit perlakuan tersebut dicuc: tiga
kali dengan medium fertilisasi (medium B-0O dan
medium mB-0) untuk membuang sehagian sel-sel
kumulusnya, Sedangkan untuk perlakuan pada
sistemn inkubasi CO, 5% menggunakan medivm B-O
dan sistem mnkubasi tanpa CO2 5% menggunakan
medium mB-0. PH medium  modifikas B-0 (mB-
O} diatur dengan menambahkan NaOQH IN sehingga
mencapai pH + 7,4, Pada sistem inkubasi denpan
CO, 5% dimasukkan 10-20 oosit ke dalam 50 pl
medium Brackett (Niphant (B-()) pada cawzn pem
lalu ditambahkan depgan 50 pl semen dengan
sperma yang telah mengalarm kapasitasi sehingga
konsentrasi akhir menjadi 1x10"  sperma‘ml.
Sedangkan pada sistern mkubasi tanpa CO, 5% oosit
difertilisasi dalam straw. Sperma yang digunakan
diencerkan sampai konsentrasi 1x10° sperma‘mi
dengan medium  fertilisasi. Oosit dan sperma
kemudian disedotkan ke dalam straw, setiap straw
terdapat 10-20 oosit.  Posisi dan penempatan oosit
dalam straw sama dengan pada proses pematangan,
seperti yang terlihat pada Gambar 1.

Sedanpkan fertilisasi oosit dilakukan selama
6, 12 dan 18 jam yang di inkubasi pada suhu 38,5
°C puda masing-masing sistem inkubasi yang
berbeda yaitu sistem inkubasi CO, 5% dan sistem
inkubasi tanpa CO, §%.

Evaluasi fertilisasi in virro. Untuk mehhal
tingkat fertihsas dilakulan dengan cara mengamati
perkembangan pronuklens (1 PN, 2 PN dan =2 PMN)
dengan metode pewarnaan acete orcein. Prosedur
pewarngan  ini  berdasarkon  Joswands (2003},
sebelum diwamai terlebih dahulu oosit dibersthkan
dan sel-sel kumulus dengan memipet beberapa kali
dalam medium Phasphate Buffered Salline (PBS),
kemudian difiksasi dalam lanitan asam asctat dan
larutan elanol absolut dengan perbandingan (1:3)
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selama 48 jam kemudizgn diwarnai dengan
pewamaan acero orcein 1% (Sigma, O-TI80) selama
10 menit, kemudian statss inti oosit tersebhut diamati
dibawah mikroskop.

Oosit yang mempunyas satu pronukieus (1
PMN) diasumsikan oosit hanya terdin atas
pronukleus betina, sedangkan oosit vang
mempunyai dua pronukler (2 PN) diasumsikan
terdir atas pronukleus jentan dan betina, Oosit
yang mempunyai lebih dari dua pronuklei (=2 PN)
dinsumsikan oosit terdimi atas dua  atau lebah
pronuklei betina dan satu pronukicas jantan, atau
sebaliknyz. Oosit dikategorikan terfertilisasi
apahila mempunyai dua buah atau lebih pronukle
{2 PN dan >2 PN). Vanabe] vang diamati adalah:
persentase fertilisasi in wvitro dan nngkat
perkembangan  pronukleus (PN). Data  hasil
fertihisasi yang diperoleh dianalisis dengan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola fuktorial 2 x
3. Jika terdapat pengaruh vang nyata, maka analisis
dilanjutkan dengan up DMRT Duncan's Multiple
Range Test{Steel dan Torrie, 1993),

HASIL DAN PEMBAHASAN
Persentase fertilisasi fn vitro

Hasil Penelitian ini menunjukkan tataan
persentase fertilisasi m vitro pada kedua sistem
inkubasi yaitu sistem inkubasi CO2 5% dan tanpa
CO2 5% pada ketiga periode inkubasi dapat
terlihat pada Tahe) |

Rataan persentase fertilisasi oosit pada
wakiu fertilisasi 6 jam adalah 63.63 %, 12 jam
schesar 56,31 %, dan 18 jam vamu 62,12 %.
Sedangkan rataan persentase fertilisasi cosit pada
sistem inkubasi Co, 5% adalah 61 46% sedanghkan
tanpa CO, 5% sebesar 59,60% seperti terlihat pada
Tabel 1. Tetaps setelah dianalisis secara statistik,
persentase fertilisasi oosit menunjukkan
perambahan wakfu fertilisasi ndak berpengaruh
nyata (P>0,05) terhadap sistem inkubasi yang
berheda,
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Tabel 1. Persentase fertilisasi oosit sapi lokal pada waktu fertilisagi dan sistem inkubast yang berbeda

Sistem Enkubasi Walktu Jumlah Oosit L

(%) Fertilisasi (jam) (buah) FEELTENL Euk

i1 a5 23 (65,71}

1. Dengan CO5 12 23 13 (56,52)

. 37 23 (62,16)

= 6 26 16 (61,54)
T A LD 12 41 23 (56,10)
18 29 18 (62.07)

Persentase fertilisas: vang tidak berpengaruh
nyata pada sistem inkubasi yang berbeda, hal ini
dischabkan oleh adanya suplementasi hepes ke
dalam medium mB-0 pada sistemn inkubasi CO, 5%
sehagai buffer dalam medium. Ditambah olch
Shamsoddin ef al (1993}, penambahan penyvangga
Hepes dalam medium serta wakiu mkubas:
sehingea efek sinergis penggunaannya dapat
dicapai secara optimal. Diperkuat oleh Jaswand:
(2002}, tingkat maturasi oosit in vitro penggunaan
Hepes 10-30 mM dalam medium cukup efekuf
pada kondisi tanpa CO, 5% baik menggunakan
cawan petri maupun straw, Hasil pematangan dan
fertilisasi in vitro nosit domba dengan penambahan
penyangga Hepes dalam medium dapat
membertkan kondist optimal.

Diari hasil penelitian, terlihat pada Gambar 2.
tingkat fertilisasi dan ketiga waktu fertilisasi 6,12
dan 18 jam terhadap sistemn inkubasi yang berbeda
adalah hampir sama. Sedangkan persentase
fertilisasi in vitro pada waktu fertilisasi 12 jam
mengalami penurunan. Hal ini sesumi dengan
penelitian Jaswandi (2002) bahwa tingkat
fertilisasi cosit pada domba mengalarmi penurunan
pada periode inkubasi 12 jam. Ditambahkan oleh
Rehman er al (1994), bahwa fertlisasi pada sap
dengan perlakuan waktu inkubasi kurang dan 16
jam dengan tingkat fertilisas: sebesar 57,1 6%,

Tmgkat fertilisasi yang hampir sama diantara
periode  inkubasi  discbabkan oosit mempunyai
mekanisme yvang menghambat masukmya sperma lam
bila telah tegadinya penetrasi oleh satu sperma.
Perpanjangan periode mkubasi sampai 18 jam tidak

terhadap tingkat fertilisasi oosit. Menurut
Hafez dan Hafez (2000) bahwa setelah terjadinyva
fertilisast permukaan ocosit menpalami perubahan
untuk mencegah fus) sperma lamnya,
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Dan hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
periode inkubasi selama 6 jam telah menmungkinkan
bagi sperma untuk mempenetrasi oosit. Dode ef al,
{2002) melaporican bahwa penetrasi oosit oleh sperma
dnnkubas selama & parm memperoleh tngkat penetrasi
sperma 63,3 %, Sedangkan Kang (1991} memperoleh
tingkat monospermia dan polyspermia pada beberapa
sapr yang dimaturasi in vitre adalah sebapm beridut:
monospermia pada periode mkubas 6 jam 45,3 % ; 12
jam 686 % dan 20 jam 80,9 %, sedangkan tingkat
polyspermia adalah pada perode inkubas 6 jam adalah
(3,01 %; 12 jam 9,8 % sedangkan 20 jam 12.8%.

Inkubasi oosit dan sperma yang terlalu lama
dapat mengurangl kemampuan oosit berkembang
karena sperma yang terialu lama dapat mengurangi
kemampuan oosit berlkkembang karena sperma
mempunyal potensi untuk melepaskan enzim
hidroligk kedalam medium  fertibisas  (Gordon,
1994), Hasil penelitian dan penganih perlabuan
terhadap tingkat fertilisasi in viro dan kedua sistem
mkubasi pada 3 periode mkubasi dapat dilihat pada
Gambar 3. Terhihat pada Gambar 3 tingkat per-
kembangan promukless (1PFN) pada sistern inkubasi
vang bherbeda diperoleh yaitu untuk sistemn inkubasi
CO, 5% yaitu 26,32 % sedanglkan pada sistem inkubasi
tanpa CO), 5% sebesar 28,13 %. Hasil analisis statistik
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan pada
IFN pada sistem inkubasi berbeda (P=0,05). Tingkat
perkembangan yvang hampir sama diantars kedua
sistemn inkubasi  dikarenakan pada penelitian ini
disuplementasi Heparin dengan dosis 20 pg/ ml ke
dalam medium fertilisasi. Dan hasil penelitian Lu
(1990), melaporkan babwa pengmmasn Heparn (10
pg'ml) diperoleh tmgkat perkembangan 1 PN scbesar
4.8% sedanghkan pada dosis 50pg/ml (7,3%) dan dengan
dosis 100 pg/midiperoleh 1 PN sebesar 3, 2%.
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Gambar 2 Persentase fertilisasi in vitro pada waktu fertilisasi dan sistem mkubasi yanp berbeda
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Czambar 3. Tingkat perkembangan pronukleus { 1PN, 2PN, dan =2PN) pada sistem inkubasi vang berbeda

t0 dengan CO2 5%, m mnapa CO2 §%)

Tingkat perkembangan pronukleus 2PN
kedua sistemn mkubast vaitu pada sistem inkubas:
vang menggunakan CO2 3% adalah 52,08 %
sedangkan tanpa CO2 5%, schesar 54,77 %, Setelah
dianalisis sistem nkubasi tidak menunjukkan
perbedaan vang nyata (P=0,05) terhadap tingkat
perkem-bangan 2 PN,

Hasil penelitian yang ham-ir sama diperaleh
dar kedua sistem inkubasi yang digpunakan vaitu
sistemn inkubasi CO2 5% dan tanpa CO2 5% Hal mi
disehabkan karena medium vang dipunakan pada
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kedua sistem inkubasi tersebut dapat memberikan
kondisi yang optimal pada tingkat perkembangan
2PN,

Pada sistem mbkubasi CO2 5% meng-gunakan
medium B-0 (lanpa Hepes) sedangkan tanpa CO2 5%
menggunakan mednm mB-O (dengan  Hepes).
Asumsl Im sependapat dengan Visconti ef af., (1999)
mengemukan bahwa kebetmsilan fertilisast pada
medium yang mengandung Hepes dan NaHCO3
hamprr sama dengan medium yang mengandung
NaHCO?3 tanpa Hepes.
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Hasil peneliban Jaswandi ef al, (2004)
menunjukkan bahwa pengeunaan  Hepas dapat
menggantikan peran CO2 5% dalam prodube
embrio. Menurut Triwulanningsih (2002), cosit
yang dikultur dalam medium TCM-199 selama 18
jam dalam mkubator C0O2 5% bersuhu 39 (C dapat
difertilisasi serta menghasilkan blastosis yang lebih
banyak dibandingkan vang dikultur selama 24 jam.

Hasil penchtian ni menunjukkan bahwa
kemampuan perkembangan oosit dan kedua sistem
mkubasi pada fertilisasi in vitro hampir sama,
Kecenderungan yang sama mungkin disebabkan
oleh tingkat penetras sperma pada fertilisasi,

Tingkat fertihsasi diebabkan mekanisme
oo0sit yang mencegih masuknya fusi sperma lainnya
vang telah dipenetrasi oleh satu sperma. Kegapalan
mekanisme mi akan mengakibatkan kejadian
polispermia yang berakhir denpan terbentuknya
embno poliploidi, embrio i akan menpalami
perkembangan abnormal dan mat (Hafez dan Hafez,
2000). Tingkat perkembangan pronukleus >2PN
pada berbagai sistem inkubasi yang berbeda yaitu
pada sistem inkubasi CO2 5% adalah 8.81%
sedangkan pada sistern inkubasi tanpa CO2 5%
sebesar 7,51 %, Tingkat perkembangan =2PN pada
sistem inkubasi CO2 5% lebih tinggi dan sistem
mkubasi tanpa CO2 5%, Meskipun terdapat
perbedsan tingkat perkembangan pronukless =2 PN
pada kedim sistern inkubasi namun secara analisis
stahstik menunjukkan tidak adanya perbedaan yang
nyata (P=0,05).

Pada penelitian ini, tingkat perkembangan
=IPN tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian
Jaswandi (2002) mengemukakan bahwa tingkat
fertilisasi >2 PN pada oosit domba relatif lebih

1 PN
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timgei pada sistem inkubast 002 5% dalah 9.68%
sedanghan pada sistern inkubasi tanpa CO, 5%

sebesar 7, 19%,

Tingkat perkembangan pronukleus (PN)

Terlihat pada Gambar 4 tingkat
perkembangan pronukleus |PN terhadap berbagai
waktu fertilisasi diperoleh yaitu 6 jam  schanyak
22,03%; 12 jam sebesar 37.60% dan 18 jam
vaitu 24,23%,

Pade periode inkubasi 12 jam mengalami
peningkatan tingkat perkembangan | PN schesar
15,57%, kemudian pada periode inkubasi 18 jam
terjadinva penurunan yang cukup drastis vaitu
sebesar 25.48%, Dan bhasil analisis statistik
menunjukkan bahwa wakiu fertilisasi sangat
berpengarubh nyata (P<0,05) terhadap
perkembangan pronukleus 1PN. Setelah dilakukan
uji lanjut DMRT, diperoleh tinglkat perkembangan
pronukleus. FPN vang tertinggi adalah waktu
fertilisusi 12 jam yaitu sebesar 36,84 % kemudian
diikuti waktu fertilisasi 18 jam adalah 24,41%. Dari
hal diatas diasumsikan perpanjangan waktu
fertihisasi sampai waktu 13 jam tidak meningkatkan
tingkat perkembangan pronukleus 1PN pada
fertilisusi oosit sapi in vitro, Diperkuat oleh
Jaswandi (2002), mengemukakan bahwa
perpamangan periode fertihsasi sampai 24 jam
pada domba tidak meningkatkan keberhasilan
fertilisasi cositin vitro.

Tingkat fertilisasi perkembangan pronukleus
IPN pada berbagai waktu fertilisasi diperoleh;
pada waktu fertilisasi 6 jam sebanyak 57,42%; 12
jam scbesar 51,70% sedangkan 18 jam vaitu

1PN =2 P
Tingkat Perkembangan Pronuklens

Cambar 4 Perkembangan pronukleus (1PN, 2PN, >2FN) pada wakiu fertilisasi vang berbeda

{0 6 jamt, w12 jam, o 18 jam)
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sebesar 48 47%, Setelah dianalisis secara statistik
menumuklan bahwa peningkatan waktu ferilizasi
tidak menyebabkan pengaruh yang nyata (P=0,03)
terhadap perkembangan pronukleus 2PN,

Menurut Jaswandi (2002} bahwa tingkat
fertilisasi vang hampir sama sampal periode
mmkubasi 24 jam dischabkan oleh oosit vang
mempunyai mekanisme yang menghambat
masuknya sperma berikutnya bila telah dipenetras:
oleh satu sperma.

Tingkat perkembangan pronukleus =2 PN
terhadap berbagan walctu fertilisas: diperoleh yamm: 6
jam vaife sebesar 6,21 % 12 jam adalah 4,62 % dan
18 jam adalah 13,66 %. Setclah dianalisis secara
statistik menunjukkan bahwa waktu fertilisas: tidak
adanya perbedasn yang nyata (F=0,05) terhadap
pertkembanpan  pronukless =2PM. Peningkatan
periode mbubasi dapat menycbabkan penurunan
tingkat perkembangan pronukleus =2PN. Hasil
penelitian mi menunjukkan bahwa penode wakiu 18
jam efektif digunakan untuk fertilisasi oosit in vitro.
Dripertegas olch Chian er @l (1992), mengemukakan
behwa sperma masith mampu menembus oosit
sampai 24 jam setelah di nsemimasi tetap
peningkatan tingkat fertilisasi tidak signifiken, dan
Juga diikuti peningkatan kejadian polispermia yang
cukup tmggi. Peningkatan oosit terfertilisasi setelah
perpamjangan waktu fertiliss1 juga ditkuti
peninghatan oosit yang mempunyai lehih dan dua
bunh pronukler (=2 PN). Kondist vang kurang
menguntungkan dar perpanjangan penode mkubasi
adalah peningkatan persentase fertilisasi dapat
disehabkan oleh oosit yang mengalami

parthenogenesis.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasmil dalam penelitian mi,
maka dapat ditarik suato kesimpulan yaitu sistem
inkubasi dam waktu fertilisasi tidak berpengaruh
terhadap tingkat fertilisasi oosit. Fertilisast oosit
dapat dilakukan pada periode inkubasi 6 jam, 12
jam, dan 18 jam. Perpanjangan penode fertilisasi
sampai 18 jam tidak meningkatkan tngkat
fertilisasi.
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