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ABSTRAK

Penelitian bertujuan mengetahui kompetensi perkembangan oosit kambing lokal dengan diameter
berbeda pada medium dengan suplementasi cairan folikel. Ovarium diperoleh dari Rumah Pemotongan
Hewan, Kota Malang. Ovarium dicuci dan ditampung dalam larutan NaCl pada suhu 32-35°C yang telah
ditambah streptomycin dan penicillin. Oosit diperoleh melalui aspirasi folikel menggunakan syringe 10
mL dan needle 18G. Oosit dibagi menjadi tiga kelompok berdasarkan diameter yaitu kelompok-1 (diameter
di bawah 160,5 um), kelompok-2 (160,5-170,0 um) dan kelompok-3 (diameter di atas 170,0 pm). Cairan
folikel diperoleh dengan melakukan pooling cairan folikel kambing berdiameter 3-8 mm. Medium maturasi
menggunakan tissue culture medium-199 + 10% cairan folikel. Oosit dimaturasi selama 26 jam pada 39°C
dan 5% CO, kelembaban maksimum. Kompetensi perkembangan oosit yang diamati meliputi tingkat
ekspansi sel kumulus dan tingkat maturasi inti. Hasil penelitian menunjukkan bahwa oosit yang termasuk
dalam kelompok-2 dan 3 memiliki jumlah paling banyak mencapai ekspansi kumulus tingkat 1 (63,8 dan
74%) dan metafase I (566,6% dan 68,5%). Dapat disimpulkan bahwa diameter oosit berpengaruh terhadap
kompetensi perkembangan oosit dan dapat dipertimbangkan sebagai kriteria seleksi oosit.

Kata-kata kunci : kompetensi perkembangan, diameter oosit kambing, cairan folikel

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the developmental competence of local goats oocytes on the
basis of their diameter in the medium supplemented with follicular fluid. Ovaries obtained from
Slaughterhouse, Malang City were collected and washed with NaCl containing streptomycin and penicillin
at 32-35°C. Oocytes were obtained by follicular aspiration using a 10 ml syringe and needle 18 G needle.
Oocytes were then divided into 3 groups on based at their diameter, group 1 (<160,5 pm), group 2 (160,5-
170,0pm) and group 3 (> 170,0um). Follicular fluid was obtained by pooling the goat follicular fluid from
follicles which have 3-8 mm in diameter. Maturation medium used was TCM-199 + 10% follicular
fluid.Oocytes matured for 26 hours at 39°C and 5% CO2 with maximum humidity. Observation of oocyte
developmental competence includes level cumulus cell expansion and maturation level of the nucleus. The
results showed that the oocytes in groups 2 (160,5-170,0pm) and 3 (> 170,0pm) have a maximum of
cumulus expansion level 1 (63,8 and 74%) and metaphase II (56,6% and 68,5%).1t is concluded that the
diameter of oocytes had an influence on oocyte developmental competence (p <0,05), and can be considered
for oocytes selection criteria.
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PENDAHULUAN

Salah satu tahapan dalam invitro embryo
production(IVP) adalah in vitro maturation
(IVM). Proses IVP merupakan assited
reproduction technology yang memungkinkan
hewan bereproduksi melebihi dari kapasitasnya
dan dimanfaatkan juga untuk memahami
kontrol dan mekanisme maturasi oosit (Khatun
et al., 2010). Keberhasilan IVP ditentukan oleh
suksesnya proses IVM (Wang et al., 2007).

Komponen utama keberhasilan proses IVM
adalah penggunaan oosit yang seragam dan
penggunaan medium yang mendukung
maturasi oosit. Kandungan medium dalam
proses IVM dibuat semirip mungkin dengan
kondisi in vivo dengan menambahkan serum,
protein, hormone, atau dengan suplementasi
cairan folikel (Isobe dan Terada, 2001). Cairan
folikel diketahui mengandung peptide growth
factor (Nicolas et al., 2005), insulin-like growth
factor binding protein, follicle stimulating
hormone (FSH), luteinizing hormone /| LH
(Avery et al., 2003) dan estradiol (Deshpande dan
Pathak, 2010) yang mendukung dalam maturasi
oosit. Wahjuningsih dan Djati (2012) juga
melaporkan bahwa cairan folikel mengandung
protein extracellular-regulated kinase 2 (ERKZ2)
dan protein p90rsk yang berperan dalam proses
pengontrolan meiosis dan maturasi oosit.

Oosit untuk keperluan IVM diperoleh
dengan melakukan seleksi terhadap oosit hasil
aspirasi folikel. Secara umum, kriteria seleksi
oosit didasarkan pada jumlah lapisan sel
kumulus (Heleil dan Fayed, 2010). Namun,
seleksi berdasarkan kriteria sel cumulus belum
dapat menghasilkan maturasi oosit secara
maksimal. Menurut Lucas et al., (2002) seleksi
oosit berdasarkan sel kumulus bersifat subjektif,
sehingga masih diperoleh oosit yang beragam.
Keadaan tersebut diduga karena adanya
keragaman kondisi fisiologi sitoplasma dan
nukleus pada oosit hasil aspirasi yang
ditunjukkan dengan perbedaan diameter yang
dimiliki (Lucas et al., 2002). Sementara itu
Amstrong (2001) dan Pujol et al., (2004)
menyatakan bahwa hanya pada ukuran
tertentu oosit memiliki kemampuan untuk
berkembang setelah diproses secara in vitro.
Menurut Ledda et al., (1999), kemampuan oosit
untuk berkembang mencapai metafase II
dipengaruhi oleh diameter oosit. Hasil penelitian
lain mengenai kemampuan perkembangan oosit
pada babi (Lucas et al., 2002), sapi (Lequarre et
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al.,2005) dan unta (Khatir et al., 2007)
menunjukkan bahwa terdapat pengaruh
diameter oosit terhadap kemampuan perkem-
bangan oosit. Kondisi tersebut menunjukkan
bahwa kriteria seleksi oosit untuk keperluan
IVM selain melihat sel kumulus, perlu juga
mempertimbangkan ukuran diameter oosit
(Arlotto et al., 1996; Lucas et al., 2002).
Penelitian ini bertujuan untuk melihat
kompetensi perkembangan oosit kambing lokal
dengan diameter berbeda pada medium yang
disuplementasi cairan folikel.

METODE PENELITIAN

Seleksi dan Pengukuran Oosit

Ovarium diperoleh dari RPH, Kota Malang,
Jawa Timur. Ovarium dibersihkan dan
ditampung pada botol yang berisi 200 mL
larutan NaCl yang telah ditambahkan 0,01 g
streptomycin dan 0,006 g penicillin. Botol
dimasukkan pada termos bersuhu 32-35°C dan
langsung dibawa menuju laboratorium. Oosit
diperoleh dari aspirasi folikel berukuran 3-7 mm
menggunakan spuit 10 mL dengan jarum suntik
18 G. Oosit hasil aspirasi diseleksi berdasarkan
jumlah lapisan sel kumulus berdasarkan
kriteria Wang et al., (2007). Oosit hasil seleksi
berdasarkan sel kumulus kemudian diukur
diameternya menggunakan micrometer eyepiece
(Griffin et al., 2006) dan dikelompokkan menjadi
tiga kelompok berdasarkan Harris et al., (2014)
yaitu kelompok 1 (di bawah 160,5 um), kelompok
2 (160,5-170,0 um), dan kelompok 3 (di atas
170,0pm). Penentuan diameter oosit pada
penelitian ini dilakukan dengan mengukur
diameter oosit beserta zona pellusida (Lucas et
al., 2002).

Pengumpulan Cairan Folikel

Cairan folikel yang digunakan adalah cairan
folikel kambing yang diperoleh dari folikel
ovarium kambing berukuran 3-8 mm dengan
sistem pooling (Isobe dan Terada, 2001).
Pengumpulan dan penyimpanan cairan folikel
mengikuti metode Haque et al., (2012) dengan
modifikasi. Cairan folikel yang terkumpul
disentrifus 3000 rpm selama 20 menit dan
disaring menggunakan milipore filter 0,22 pm
(Sartorius stedim). Cairan folikel diinaktivasi
di dalam penangas air pada suhu 56°C selama
30 menit, kemudian disimpan pada freezer
bersuhu -20°C.
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Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis menggu-
nakan sidik ragam /analysis of variance selang
kepercayaan 95%. Jika ditemukan perbedaan
dilanjutkan dengan uji lanjut Duncan. Data
dianalisis menggunakan software SPSS versi 20.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hubungan Diameter Oosit dengan
Ekspansi Sel Kumulus

Hasil yang diperoleh disajikan pada Tabel
1, menunjukkan bahwa jumlah oosit yang paling
banyak mencapai tingkat ekspansi 1 adalah oosit
kelompok 3 (74%), diikuti oleh kelompok 2
(63,8%) dan kelompok 1 (44,4%). Sementara itu
jumlah oosit yang paling banyak berada pada
tingkat ekspansi 2 dan ekspansi 3 adalah oosit
yang termasuk dalam kelompok 1 (<160,5 pm)
yaitu masing-masing 24,1% dan 31,5%. Hasil
yang diperoleh menunjukkan bahwa diameter
oosit berpengaruh terhadap kemampuan
ekspansi sel kumulus (p<0,05%). Keadaan
tersebut terlihat dari jumlah oosit yang
mencapai ekspansi tingkat 1 meningkat seiring
dengan meningkatnya diameter oosit. Kondisi
tersebut mengindikasikan bahwa antar
kelompok diameter oosit memiliki perbedaan
kompetensi perkembangan, yang menunjukkan
terdapat perbedaan kondisi fisiologi intraseluler.
Hal tersebut dinyatakan oleh Ledda et al., (1999)
bahwa selama proses pertumbuhan oosit, oosit
mengalami modifikasi intraseluler. Hasil yang
diperoleh dalam penelitian ini juga sejalan
dengan laporan Evecen et al., (2010) bahwa
diameter oosit berkaitan dengan kompetensi
perkembangan oosit.
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Pengamatan tingkat ekspansi kumulus
dilakukan karena ekspansi kumulus merupakan
salah satu indikator oosit telah matang. Gordon
(1994) dan Rahman et al., (2008) menyatakan
bahwa ekspansi sel kumulus dapat digunakan
sebagail penanda maturasi oosit. Pernyataan
tersebut diperkuat juga oleh penelitian Ciptadi
et al., (2005) yang menunjukkan bahwa
koefisien korelasi antara ekspansi sel kumulus
dengan kompetensi perkembangan oosit adalah
0,58-0,86. Nilai koefisien korelasi tersebut
menunjukkan bahwa ekspansi sel kumulus erat
kaitannya dengan maturasi oosit. Kondisi ini
menyebabkan banyak peneliti menggunakan
derajat ekspansi kumulus dan polar body
sebagai indikator oosit telah matang. Hal ini
dapat terjadi karena sel kumulus berperan
dalam proses perkembangan dan maturasi oosit
(Gilchrist et al., 2008). Pada proses maturasi
oosit, sel kumulus berperan sebagai mediator
transpor energi, mikronutrisi, molekul (Cecconi
et al., 2008) dan hormon yang diperlukan dalam
dalam proses perkembangan dan maturasi oosit
melalui gap junction communication. Kondisi
ini menunjukkan bahwa keberadaan sel
kumulus sangat penting untuk proses tumbuh
dan perkembangan oosit serta berperan dalam
proses maturasi oosit.

Hubungan Diameter Oosit dengan Tingkat
Maturasi Inti

Pada Tabel 2 disajikan bahwa diameter
oosit berpengaruh secara signifikan terhadap
tingkat maturasi inti (p<0,05). Pada Tabel 2
ditunjukan bahwa oosit kelompok 3 adalah
kelompok oosit yang paling banyak mencapai
tahap M-II yaitu sebanyak 68,5% dan diikuti
oleh kelompok 2 sebanyak 56,6%. Namun,

Tabel 1. Hubungan diameter oosit kambing lokal dengan ekspansi sel kumulus

Tingkat Ekspansi Kumulus

Diameter Oosit Jumlah Oosit

2 3
Kelompok 1 54 4,8+0,84* 2,6+0,55% 3,4+0,55P
(<160,5 um) (44,4%) (24,1%) (31,5%)
Kelompok 2 94 12,0+1,22P 3,6+1,342 3,2+0,84"
(160,5-170,0 pm) (63,8%) (19,2%) (17%)
Kelompok 3 73 10,8+2,59" 2,4+1,672 1,4+0,89*
(>170,0 pm) (74%) (16,4%) (9,6%)

Keterangan : Nilai menunjukkan rataan+simpangan baku dan persentase. Notasi huruf yang berbeda
pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)
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Tabel 2. Hubungan diameter oosit kambing lokal dengan tingkat maturasi inti

Maturasi Inti

Diameter Oosit Jumlah Oosit

GV GVBD M-I M-I TI
Kelompok 1 24 1,4+0,89" 1+18 1+1° 1,441,147 00
(<160,5 pm) (29,2%) (20,8%) (20,8%) (29,2%) (0%)
Kelompok 2 60 0,2+0,45* 2+]2 2,6+0,89" 6,8+1,1° 0,4+0,55
(160,5-170,0 pm) (1,7%) (16,7%) (21,7%) (56,6%) (3,3%)
Kelompok 3 54 0,2+0,45*  0,8+0,84*  1,8+1,1*»  7,4+1,67° 0,6+0,55
(>170,0 pm) 2%) (7,4%) (16,6%) (68,5%) (5,5%)

Keterangan : GV: germinal vesicle; GVBD: germinal vesicle breakdown; M-I: metafase I; M-II; metafase II;
TI: tidak teridentifikasi. Nilai menunjukkan rataan+simpangan baku dan persentase. Notasi
huruf yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan berbeda nyata (p<0,05)

antara kelompok 2 dan 3 tidak berbeda nyata.
Sementara itu oosit kelompok 1 banyak tertahan
pada fase GV (29,2%) dan GVBD (20,8%).
Perbedaan hasil yang diperoleh antara kelompok
1, 2, dan 3 menunjukkan antar kelompok
tersebut terdapat perbedaan kemampuan
perkembangan.

Perbedaan kemampuan mencapai metafase
IT antar oosit yang memiliki perbedaan diameter
mengindikasikan adanya perbedaan kondisi
intraseluler yang berpengaruh terhadap
kompetensi perkembangan oosit dalam mencapai
maturasi inti. Berdasarkan hasil yang diperoleh,
menunjukkan bahwa oosit yang termasuk pada
kelompok 3 dan 2 memiliki kompetensi
perkembangan yang lebih baik dalam mencapai
maturasi inti bila dibandingkan dengan oosit
kelompok 1. Hasil ini menunjukkan bahwa oosit
yang termasuk dalam kelompok 3 dan 2
memiliki kondisi intraseluler yang telah siap
untuk memasuki tahap metafase II bila
dibandingkan dengan kondisi intraseluler oosit
pada kelompok 1. Hal ini mengindikasikan
bahwa oosit yang termasuk dalam kelompok 1
masih dalam proses pertumbuhan, sehingga
kondisi intraseluler yang meliputi nukleus dan
sitoplasma belum memiliki kemampuan untuk
menyelesaikan proses mencapai metafase I1. Hal
inilah yang menyebabkan masih banyak oosit
yang termasuk dalam kelompok 1 hanya
mencapai GV dan GVBD.

Kondisi ini sejalan dengan pernyataan
Evecen et al., (2010) bahwa oosit membutuhkan
modifikasi intraseluler sebelum memiliki
kemampuan dalam menyelesaikan maturasi
inti, fertilisasi, dan pembentukan embrio.
Keadaan tersebut dinyatakan pula oleh Ledda
et al., (1999) dan Lucas et al., (2002) yang

melaporkan bahwa selama oosit tumbuh, terjadi
perubahan kondisi intraseluler pada nukleus
dan sitoplasma yang memengaruhi kemampuan
perkembangan oosit.

Perubahan kondisi intraseluler yang terjadi
pada oosit yang sedang tumbuh, berpengaruh
juga terhadap diameter oosit. Perubahan kondisi
intraseluler yang terjadi pada oosit dapat berupa
terjadinya akumulasi ion, karbohidrat dan
meningkatkannya jumlah organel seperti
ribosom dan mitokondria yang berpengaruh juga
terhadap peningkatan volume dan diameter oosit
(Fair et al., 1997; Hyttel et al., 1997; Johnson
dan Everitt, 2007). Perubahan kondisi fisiologi
intraseluler pada oosit tersebut selain berperan
dalam maturasi oosit, berperan juga dalam
proses fertilisasi dan perkembangan oosit
mencapai embrio (Johnson dan Everitt, 2007).
Hasil penelitian yang diperoleh sejalan dengan
hasil penelitian yang dilaporkan oleh Lucas et
al, (2002) pada babi, Lequarre et al.,(2005) pada
sapi, Khatir et al., (2007) pada unta, dan Evecen
et al., (2010) pada anjing yang menunjukkan
bahwa oosit dengan diameter yang lebih besar
memiliki kemampuan perkembangan yang lebih
baik.

Hasil dari penelitian ini juga sejalan dengan
hasil penelitian Haque et al., (2012) dan Da
Costa et al., (2013) yang menunjukkan bahwa
suplementasi cairan folikel dapat mendukung
perkembangan maturasi oosit. Kondisi tersebut
karena cairan folikel mengandung materi yang
dapat mendukung dan menstimulasi perkem-
bangan oosit (Malekshah et al., 2005). Hal ini
seperti yang dinyatakan oleh Wahjuningsih dan
Djati (2012) bahwa cairan folikel dapat
digunakan sebagai bahan suplementasi dalam
maturasi in vitro.
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SIMPULAN

Penelitian ini menunjukkan bahwa dia-
meter oosit berpengaruh terhadap kompetensi
perkembangan oosit,dan diameter oosit dapat
digunakan sebagai kriteria pendukung dalam
proses seleksi oosit.

SARAN

Diperlukan penelitian lebih lanjut dengan
menggunakan pewarnaan brilliant cresyl blue
kemudian dilakukan pengukuran diameter
untuk mengetahui secara lebih spesifik pada
ukuran berapa oosit telah menyelesaikan
pertumbuhannya.
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