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ABSTRAK Penelitian ini bertujuan mengetahui
pengaruh keberadaan corpus luteum (CL) pada
ovarium domba umur pubertas awal terhadap kualitas
oosit hasil koleksi dan tingkat maturasinya secara in
vitro (IVM). Sebanyak 279 oosit digunakan, terbagi
pada kelompok tanpa CL (CL-) sebanyak 143 dan
dengan CL (CL+) sebanyak 136. Oosit dipilih ber-
dasarkan homogenitas sitoplasma dan dikelompokan
sesuai jumlah lapisan sel kumulus yaitu grade 1 (>4
lapis), grade 2 (3-4 lapis) dan grade 3 (0-2 lapis).
Media IVM menggunakan Tissue Culture Media 199
ditambah antibiotik, Follicle Stimulating Hormone,
dan 10% Fetal Bovine Serum. Maturasi dilakukan

pada inkubator 38,5°C, 5% CO, selama 24 jam. Pasca
IVM, tingkat kematangan oosit dievaluasi berdasar
kemunculan Polar Body | (PB I). Hasil menunjukkan
bahwa keberadaan CL tidak berpengaruh terhadap
kualitas oosit yang dikoleksi pada semua grade.
Keberadaan CL berpengaruh pada tingkat kematangan
oosit pada grade 1 sebesar 48,64% dibandingkan CL-
sebesar 47,19% (p<0,05). Berdasarkan hasil penelitian
disimpulkan bahwa keberadaan CL berpengaruh pada
tingkat kematangan oosit setelah VM. Hasil penelitian
menggambarkan potensi penggunaan oosit ternak
umur pubertas awal untuk digunakan lebih lanjut
dalam program produksi embrio secara in vitro.
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ABSTRACT This study aims to know effect of
presence of corpus luteum (CL) to collected oocytes
quality and its maturation rate post in vitro maturation
(IVM), on local ewes ovary at early puberty. In total
279 oocytes were collected, 143 without CL (CL-) and
136 with CL present (CL+). Oocytes were selected
according to sitoplasma hemogenity, divided into 3
grades according to cumulus cell (CC) layer namely
Grade 1, 2 and 3 indicated by >4, 3-4, and 0-2 CC
layers, respectively. The IVM media was Tissue
Culture Media 199 supplemented with antibiotic,
Follicel Stimulating Hormone, and 10% Fetal Bovine

Serum following culture at 38.5°C and 5% CO,.
Twenty four hours post IVM, oocytes were evaluated
on the presence of Polar Body I. Result showed that
oocytes quality were not different among group in all
grades. The present of CL gives better maturation rate
in grade 1 compared to CL- (48.64 vs 47.19%;
p<0.05). The present finding show that the presence of
CL improves oocytes maturation rate post VM.
Moreover, this study shows the potency of using
oocytes from ewes ovary at early puberty for further in
vitro embryo production program.
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PENDAHULUAN
Kegemaran sebagian masyarakat di
Indonesia untuk mengkonsumsi daging domba
muda menyebabkan sejumlah rumah potong

Corresponding author: prastowo@staff.uns.ac.id
DOI: https://doi.org/10.17969/agripet.v18i2.12103

Agripet Vol 18, No. 2, Oktober 2018

2018 Agripet: Vol (18) No. 2 : 83-89

hewan memotong domba jantan atau betina
berumur kurang lebih 7 bulan (Suharto dan
Layla, 2005). Terkhusus pada domba betina,
umur kurang lebih 6-8 bulan telah mencapai
dewasa kelamin tetapi belum mencapai dewasa
tubuh (Ngadiyono et al., 2009). Umur tersebut
dapat disebut juga sebagai pubertas awal yang
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ditandai dengan telah terjadinya perkembangan
folikel dan terbentuk folikel antral pada
ovarium (Senger, 2005). Ovarium yang
diperoleh dari domba umur muda dapat
digunakan sumber oosit untuk produksi embrio
secara in vitro, dalam hal ini oosit yang
diperoleh memiliki potensi untuk berkembang
menjadi oosit yang matang (Hafez and Hafez,
2000; Senger, 2005).

Kualitas oosit yang dikoleksi dan proses
pematangannya secara in vitro (maturasi in
vitro) menjadi salah satu kunci awal yang
menentukan  keberhasilan  perkembangan
embrio pada tahap selanjutnya. Kualitas dan
tingkat kompetensi oosit ternak muda memiliki
perbedaan dibandingkan dengan ternak dewasa
(Palmerini et al., 2014). Pada ternak dewasa,
oosit memiliki tingkat kompetensi lebih baik
dibandingkan umur muda, hal ini terkait
dengan mekasnisme hormonal ternak dewasa
dan telah berkembangnya ultra struktur oosit
secara sempurna (Hyttel’ et al., 1997). Secara
morfologis folikel yang diperoleh dari ternak
muda  memiliki  ukuran  lebih  kecil
dibandingkan ternak dewasa (Revel et al,
1995), namun kemampuannya untuk dapat
dimatangkan secara in vitro tidak berbeda
(Hafid et al, 2017) bahkan mampu
menghasilkan embrio sampai pada tahap
blastosis (O’Brien et al., 1997). Hal ini
menunjukkan bahwa oosit dari ternak muda
memiliki potensi yang sama dengan domba
dewasa untuk digunakan pada produksi embrio
secara in vitro.

Disisi lain, kualitas dan kompetensi oosit
juga ditentukan oleh keberadaan CL selama
fase luteal pada perkembangan ovarium. Fase
luteal berasosiasi dengan produksi hormon
progesteron yang digunakan untuk mendukung
kebuntingan ternak (Hafez and Hafez, 2000).
Sedangkan fase folikuler, tidak ada CL,
merupakan fase berkembangnya folikel-folikel
yang berisi oosit untuk selanjutnya masuk pada
fase estrus dan diovulasikan (Senger, 2005).
Keberadaan CL dapat digunakan sebagai
indikasi perkembangan ovarium yang secara
tidak langsung mengindikasikan jenis hormon
yang berperan pada perkembangan oosit.
Perbedaan hormon tersebut dapat memberikan
perbedaan kualitas oosit yang dihasilkan yang

selanjutnya  mempengaruhi  perkembangan
oosit dan embrio yang dihasilkan (Bagg et al.,
2007).

Kompetensi pertumbuhan oosit ternak
muda memiliki banyak kekurangan dibanding
yang berasal dari ternak dewasa (Bagg et al.,
2007). Hal tersebut berkaitan dengan fungsi
endokrin, hormonal, fisiologis, dan ukuran
folikel. Keberadaan CL pada ovarium
merupakan salah satu indikator yang dapat
digunakan untuk menentukan kualitas oosit
dan perkembangannya secara in vitro. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh keberadaan CL pada
ovarium domba muda (awal pubertas) terhadap
kualitas dan tingkat maturasi oosit secara in
vitro.

MATERI DAN METODE

Penelitian ini  merupakan
laboratorium, dengan materi  penelitian
ovarium yang berasal dari domba betina
berumur 6-8 bulan. Domba betina tersebut
telah mengalami estrus pertama kali, tetapi
belum pernah dikawinkan.

penelitian

Koleksi Ovarium dan Koleksi Oosit Domba

Ovarium domba diperoleh dari rumah
potong hewan (RPH) terdekat dan selanjutnya
dibawa ke laboratorium dalam waktu 3—4 jam
setelah ternak dipotong dalam larutan NaCl
fisiologis yang ditambah antibiotik penisilin
100 IU/ml dan streptomisin 100 pg/ml dengan
suhu berkisar 30-35°C. Sesampainya di
laboratorium, ovarium dicuci menggunakan
NaCl fisiologis sebanyak 3 kali. Ovarium yang
diperoleh kemudian dibagi menjadi dua
kelompok berdasarkan status keberadaan CL
yang dievaluasi secara visual (Gambar 1), yaitu
tidak terdapat CL (CL-) dan terdapat CL
(CL+).

Oosit dikoleksi dengan metode slicing
dalam media PBS (Phospate Buffer Saline)
yang ditambah Fetal Bovine Serum (FBS;
Sigma, USA) sebanyak 5%. Oosit yang dipe-
rolen dikelompokkan berdasar homogenitas
sitoplasma dan sel-sel kumulus yang mengeli-
lingnya. Grade 1 adalah oosit kumulus komp-
lek yang mempunyai lebih dari 4 lapis kumulus
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dengan sitoplasma homogen, Grade 2 adalah
oosit-kumulus komplek dengan 3-4 lapisan
kumulus dan sitoplasma homogen, dan Grade 3

adalah oosit dengan 0-2 lapis sel kumulus dan
sitoplasma homogen (Widyastuti et al., 2017a).

B

S50 mm

Gambar 1. Morfologi ovarium domba pubertas awal. A). Terdapat CL, dan B). Tanpa CL.(tanda panah = CL; bar = 50 mm).

Media Pematangan (Maturasi) Oosit Secara
In Vitro

Media maturasi oosit yang digunakan
dalam penelitian ini adalah Tissue Culture
Media 199 (TCM 199) yang ditambah penisilin
100 1U/ml, streptomisin 100 pg/ml dan Follicle
Stimulating Hormone (FSH) (Sigma, USA)
0,01 mg/ml. Selanjuthya media maturasi
disuplementasi dengan FBS sebanyak 10 %
(Widyastuti et al., 2017b). Oosit dikultur pada
drop media maturasi sebanyak 100 pl dan
berisi 10 oosit, kemudian ditutup dengan
mineral oil. Kultur oosit kemudian dilakukan -
pada inkubator bersuhu 38,5°C dengan
konsentrasi CO, sebanyak 5% selama 24 jam
(Prastowo et al., 2016).

Evaluasi Kematangan Oosit

Dua puluh empat jam setelah maturasi,
oosit selanjutnya dicuci pada media PBS yang
ditambah FBS 5%. Sel kumulus vyang
berkembang selama proses maturasi in vitro,
dihilangkan dengan metode pipetting dan
tingkat kematangan oosit dievaluasi dengan
melihat keberadaan Polar Body | (Winangun et
al., 2017).

Analisis data

Parameter yang diamati dalam penelitian
ini adalah kualitas dan tingkat maturasi oosit
setelah maturasi secara in vitro yang diperoleh
dari ovarium domba pubertas awal dengan
status CL+ dibandingkan CL-. Data tersebut
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dianalisis secara statistik menggunakan t-test
pada a=0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Keberadaan CL pada ovarium menanda-
kan telah terjadi proses ovulasi, dalam hal ini
ternak telah mengalami siklus ovarium dan
siklus estrus (Gordon, 2003). Corpus Luteum
juga menandakan bahwa ternak berada pada
fase luteal dibawah pengaruh hormon
progesteron (Hafez and Hafez, 2000; Senger,
2005). Keberadaan CL pada ovarium dapat
menyebabkan perbedaan kualitas dan kompe-
tensi oosit untuk dapat berkembang lebih
lanjut. Dalam penelitian ini, kualitas oosit yang
diperoleh dari ovarium dengan status CL- dan
CL+ dibedakan menurut homogenitas sitop-
lasma dan jumlah sel kumulus pada oosit
(Gambar 2). Selanjutnya jumlah perolehan
oosit dengan kualitas sesuai kriteria tersebut
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Kualitas Oosit yang Diperoleh dari Domba Pubertas Awal

Status Total oosit Grade 1 Grade 2 Grade 3
ovarium (n) n (%)
CL- 143 51 (34,21) 49 (33,50)  43(32,29)
CL+ 136 51 (37,42) 45(32,99) 40 (29,59)

Berdasarkan Tabel 1, kualitas oosit yang
dihasilkan dari ovarium dengan status CL-
dibandingkan CL+ tidak berbeda (p>0,05) pada
setiap grade oosit. Hasil yang diperoleh dalam
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penelitian ini  berbeda dengan penelitian
sebelumnya bahwa oosit yang dikoleksi dari
ovarium tanpa CL memiliki kualitas yang lebih
baik dibandingkan dengan ovarium dengan CL
(Kumar et al., 2004). Perbedaan hasil tersebut
kemungkinan disebabkan oleh perbedaan
ukuran folikel pada ovarium. Pada ukuran
folikel yang beragam, maka kualitas oosit akan
cenderung memiliki kualitas yang berbeda pula
(Bagg et al., 2007). Pada sapi, domba, kambing
dan babi, ukuran folikel vyang besar

yang diperoleh dari folikel yang berukuran
lebih kecil (Bagg et al., 2007; Beker-van
Woudenberg et al., 2006).

Tingkat maturasi oosit yang dikoleksi
dari ovarium dengan status CL- dan CL+
dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 2.
Observasi awal untuk menentukan kematangan
oosit didasarkan pada evaluasi ekspansi sel
kumulus (Gambar 3) pasca maturasi in vitro
secara visual. Selanjutnya kematangan oosit
ditentukan dengan melihat adanya Polar Body |

menghasilkan oosit yang memiliki kualitas dan  setelah  dilakukan  penghilangan  sel-sel
potensi untuk berkembang menjadi embrio kumulus (Gambar 4).
yang lebih baik dibandingkan dengan oosit
Tabel 2. Tingkat Kematangan Oosit In Vitro pada Domba Umur Pubertas Awal
Status ovarium Jumlah oosit Grade 1 Grade 2 Grade 3
n (%)
CL- 89 42 (47,19)° 31 (34,83) 16 (17,98)
CL+ 74 36 (48,64)° 26 (35,13) 12 (16,22)

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukan beda nyata (p<0,05).

il et

RS V. e [ v N ~
K ¢a ol iab : -

Gambar 2. Klasifikasi kualitas oosit berdasarkan kenampakan sel kumulus dan homogenitas sitoplasma. A). Grade 1 dengan lebih dari 4 lapis sel kumulus,
B). Grade 2 dengan 2-3 lapis sel kumulus, C). Grade 3 dengan 0-1 lapis sel kumulus.

Gambar 3. Kondisi sel-sel kumulus setelah maturasi in vitro selama 24 jam. A). Tidak expand, B). Expand.
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Gambar 4. Morfologi oosit setelah maturasi secara in vitro selama 24 jam. A). Oosit immatur, B). Oosit matur (ditunjukkan dengan
adanya Polar Body | pada tanda panah), C). Oosit yang degenerasi atau tidak berkembang.

Hasil penelitian ini  menunjukkan bahwa
tingkat maturasi oosit yang berasal dari
ovarium dengan status CL+ lebih tinggi secara
nyata (p<0,05) dibanding CL-, namun hasil ini
hanya diperoleh pada oosit dengan kualitas
grade 1, sementara pada grade 2 dan 3 tidak
berbeda (p>0,05). Hasil ini sejalan dengan
penelitian sebelumnya yang melaporkan bahwa
keberadaan CL pada ovarium meningkatkan
jumlah oosit yang matang setelah maturasi in
vitro (Yoshizawa et al., 2009; Zilaitis et al.,
2018). Dijelaskan bahwa CL menghasilkan
progesteron, dan bersama dengan androgen
mampu mencegah terjadinya atresia oosit. Hal
ini didukung oleh penelitian sebelumnya yang
melaporkan bahwa cairan folikel yang berasal
dari ovarium dengan status CL+ memiliki
kandungan progesterone yang lebih tinggi
dibandingkan CL- pada hewan pra pubertas
(Bagg et al., 2007). Lebih lanjut disampaikan
bahwa kombinasi antara kedua hormon
tersebut dapat meningkatkan pematangan inti
oosit (Borman et al., 2004), sehingga
meningkatkan jumlah oosit yang matang.

Salah satu hal yang mempengaruhi
tingkat maturasi oosit in vitro adalah kualitas
oosit yang dilihat dari keadaan sel kumulus
(Kang et al., 2012). Secara morfologis, kualitas
oosit ditentukan oleh bentuk ultrastrukturalnya
(Davachi et al., 2012; Palmerini et al., 2014).
Pada umumnya, hewan yang sudah pubertas
memiliki kualitas dan tingkat kematangan oosit
lebih baik dibanding ternak pra pubertas
(Steeves et al, 1999), yang selanjutnya
mengakibatkan perbedaan tingkat keberhasilan
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fertilisasi (Hafid et al., 2017) dan kemampuan
oosit untuk mencapai fase embrional yaitu
blastosis (O’Brien, 1996).

Sel kumulus merupakan faktor penting
yang menentukan kualitas oosit (Broi et al.,
2018). Secara metabolis, sel kumulus
menghasilkan metabolit yang mendukung
pematangan sitoplasma dan inti (Alvarez et al.,
2009) melalui gap junctions yang menjadi
pintu masuk metabolit ke dalam ooplasma.
Lebih lanjut disampaikan bahwa sel-sel
kumulus berinteraksi satu dengan yang lainnya
untuk  memproduksi  antioksidan  seperti
glutathione (GSH) vyang berperan dalam
perkembangan oosit (Tanghe et al., 2002).
Dilaporkan juga bahwa sel kumulus berperan
pada pematangan oosit secara in vitro melalui
induksi pembelahan meiosis dan pematangan
sitoplasma. Ketidakadaan atau kurangnya
jumlah sel kumulus selama proses maturasi in
vitro, dapat diasosiasikan dengan kurangnya
jumlah metabolit yang membantu pematangan
oosit. Hal inilah yang menjadi alasan, pada
oosit grade 1 menghasilkan tingkat
kematangan  oosit yang lebih  baik
dibandingkan dengan grade yang lainnya.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
disimpulkan bahwa keberadaan CL pada
ovarium domba umur pubertas awal tidak
berpengaruh terhadap kualitas oosit yang
dikoleksi, akan tetapi keberadaan CL
meningkatkan jumlah oosit yang matang secara
in vitro. Selanjutnya dapat dikatakan bahwa
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oosit yang berasal dari ovarium domba
pubertas awal memiliki potensi untuk
digunakan kemudian pada produksi embrio in
vitro.
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