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ABSTRACT

Reproduction technology achievement on canine was fast developed, with born of cloning and transgenic
dog, unforfunately that's technology still used oocyte matured in vivo because canine oocyte matwation in vitro
in this animal not developed yet and mafuration rate still low. The present study was to investigated the effects of
cow serum supplementation on meiotic resumption of canine oocytes from various estms stage. Ovary obtained
from bitches atan-,pro- and di-estrus stage after ovariohysterectomized at clinic veterinarypractice. Ovary were
placed in 0.9o/o physiologycal saline added 1% pennicilline-streptomycin with temperature 37'C and then
brought to laboratory. Ovary washed several times used PBS and oocytes were obtained by slicing ovarian tissue
intissueculturemedium(TCM)-l99supplementedwith 25mMHepes,1%pennicill in-streptomycin.Selected
cummulus oocyte complexes (COCs) were matured in TCM-199 as control and TCM-1 99 + 10% cow serum as
treatment, on incubator with 38C, 5Vo CO, and 5yo Or. After 72 h incubation and Hoechst 33342 staining, the
result shows that cow serum supplement have higher meiotic resumption significantly (P<0.05) in MI
achievement than in control and oocyte from proestrus irave higher meiotic competent (46.5%) comparing
oocyte from anestrus (29,4%) significantly (P<0.05) but not significantly (P>0.05) with diestrus stages (34.8%).
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ABSTRAK

Teknologi reproduksi pada anjing telah berkembang dengan pesat dengan dihasilkannya anjing kloning dan
anjing transgenik. Teknologi tersebut masih menggunakan oosit unjing yang masak secara in vivo karena
teknologi pemasakan sel telur anjing belum berkembang dengan baik dan laju maturasinya masih sangat rendah.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan serum sapi pada media kultur
terhadap kompetensi meiosis oosit anjing dari berbagai stadium estrus secara in vitro. Kompleks.sel telur
dikoleksi dari ovarium anjing stadium an-, pro-, dan diestrus dari anjing yang diovariohisterektomi dan dibawa
ke laboratorium di dalam 0.9% NaCl 37'C. Sel telur diperoleh dengan cara mencacah ovarium di dalam media
tissue culture medium (TCM)-199 dengan 25 mM Hepes, dan lYolarutanpenicillin-streptomycin. Sel telur yang
terkoleksi dimasakkan ke dalam media TCM-199 sebagai kontrol dan TCM-199 + 10 serum sapi sebagai
perlakuan, pada inkubator dengan suhu 38oC, soh CO, dan 5o/o Or. Setelah inkubasi selama 72 jam dan
pengecatan dengan Hoechst 33342 diperoleh hasil bahwa penambahan senrm sapi 10% pada media kultur
memberikan perkembangan meiosis yang lebih tinggi (P<0,05) dalam mencapai stadium MI daripada kontrol,
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dan oosit dari stadium proestrus mempunyai kompetensi meiosis yang lebih tinggi (46,5%) dipitaing oosit dari
anestrus (29,4%) secara signifikan (P<0,05), tetapi tidak berbeda nyata (P>0,05) dengan stadium diestms
(34,8%).

Kata kunci: meioses. oosit. ovarium

PENDAHULUAN

Telah lahir anjing afghanhound hasil kloning

pertama di dunia (Lee dkk., 2005), serigala hasil

interspesies cloning (Kim dkk., 2007), dan anjing

transgenik yang berpendar (Hong dkk., 2009).

Keberhasilan teknologi cloning pada dua jenis

hewan ini merupakan terobosan baru di dalam dr,rnia

keilmuan, walaupun dari kedua hasil yang luar biasa

ini diperoleh dengan menggunakan sel telur yang

masak secara alami di dalam tubuh (in vivo) dari

anjing yang digunakan sebagai pendonor sel telur'.

Pemakaian sel telur yang masak secara in vivo di

karenakan adanya kekurangberhasilan pemasakan

buatan sel telur anjing (in vitro) yang umumnya

dilakukan pada kloning hewan lain. Pemasakan sel

telur di luar tubuh (in vitro maturation, IVM) yang

sesuai dan baik bagi pertumbuhan dan pemasakan

sel telur ini merupakan sebuah prasyarat penting

dalam berbagai bioteknologi yang menggunakan sel

telur anjing seperli pembuahan di luar tubuh,

produksi embrio dan cloning (Lanza dkk., 1999).

Pengembangan sistem kultur yang akan

menghasilkan sel telur yang siap diferlilisasi akan

sangat bermanfaat, tidak hanya untuk mengetahui

proses folikulogenesis, tetapi juga preservasi dan

penyimpanan jangka panjang dari sel kelamin betina

(Carrol dan Godsen, 1993).

Berbagai usaha telah di lakukan untuk

meningkatkan efisiensi sistem IVM pada anjing,

tetapi lajn pemasakan sel telur anjing in vitro masih

sangatlah rendah (<20%) (Luvoni dkk., 2003; Otoi

dkk., 2000; Songsasen, 2002) diiringi dengan

tingginya hal yang tak terduga dipitaing dengan

mamalia lain seperti sapi, babi dll. (Saha dkk., 2000;

Telfer dkk., 2000; Hyun dkk., 2003). Media kultur

adalah faktor yang paling penting untuk system IVM

sehingga banyak para peneliti telah mencoba unhrk

mengidentifikasi kondisi kultur yang memadai dan

sesuai untuk sel telur anjing, seperti: media kultur

yang berbeda dengan berbagai macam tambahan

sumber energi, serum atau hormon (Nickson dkk.,

1993; Hewitt dan England, 1998; Otoi dkk., 1999;

Srsen dkk., 1998; Songsasen dkk., 2003; Rodrigues,

Rodrigues 2003), tetapi hasil yang diperoleh masih

jauh dari yang diharapkan seperti sistem IVM yamg

diperoleh pada hewan domestic lainnya (Sha dkk.,

2000;Telfer dkk., 2000; Hyun dkk., 2003; Bogliolo

dkk., 2004). Pembahan yang terjadi pada tingkat inti

dan sitoplasma dari sel telur anjing selama proses

pertumbuhan dan pemasakan sangat berbeda dengan

sel telur mamalia lainya, sehingga dibutuhkan

kondisi dan persyaratan tersendiri unhrk lingkungan

mikro dari media kulturnya.

Perhrmbuhan dan pemasakan sel telur pada

anjing berbeda sangat nyata dari hewan mamalia

jenis lain. Pada anjing, sel telur mengalami

pemasakan di dua tempat, setelah mengalami

pemasakan pertama di dalam folikel, sel telur di

ovulasikan dari ovari pada stadium germinal vesikel
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(GV) dan mengalami pemasakan kedua didalam

bagian belakang oviduk sekitar 2-5 hari (Tsutsui,

1989). Komplek kumulus dan sel telur anjing yang

diovulasikan, akan bertahan hidup di oviduk untuk

periode yang lama dengan sedikit atau tidak ada

ekspansi dari sel kumulus untuk periode waktu yang

lama dengan sedikit atau tidak ada ekspansi dari sel

kumulus dan sel Korona.radiata tetap menempel

sampai setelah setelah fertilisasi. Oleh karena itu,

dibutuhkan cara pendekatan berdasarkan pada

kondisi linglcungan dari oviduk untuk pemasakan sel

telur anjing di luar tubuh. Oviduk mengeluarkan

berbagai komponen termasuk ion, vitamin, protein

dan karbohidrat, hanya cairan oviduk, sel oviduk dan

cairan oviduk buatan yang digunakan sebagai media

atau media tambahan (Hewit dan England 1998;

Bolomba dkk .,2002;Luvoni dkk., 2003).

Perlu dilakukan penelitian unhrk mengetahui

pengaruh dari penambahan semm sapi pada media

terhadap proses pertumbuhan dan pemasakan oosit

anjing pada berbagai stadium estnrs secara in vitro

karena serum sapi adalah bahan yang mudah didapat

dan banyak mengandung nutrisi yang diperlukan

seperti yang terdapatpada cairan oviduk.

MATERI DAN METODE

Bahan penelitian. Bahan-bahan yang digunakan

dalam penelitian ini antara lain ovarium anjing

betina sehat, 0,9 % NaCl; PBS (Phosphate Buffered

Saline); Penicillin dan streptomycin (Sigma, USA);

tissue culture medium (TCM)-199 (Gibco, USA); 25

mM Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1 -piperazineetha-

n e s u lfo ni c ac i d) ; Ho echst 3 3 3 42 ( S igma, USA).

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini

antara lain cawan petri, skalpel, gunting, pinset,

termometer, termos penyimpan ovarium, mikroskop

stereolinverted dengan fluorescen, mikropipet,

inkubatorCOr.

Pembuatan 10% Serum Sapi. Semm dibuat dari

dalah sapi yang diambil dari nrmah potong hewan.

Darah tersebut dibekukan hingga terpisah antarazat

padat yang terkandung di dalam darah dengan

cairannya. Serum kemudian difilter dengan

menggunakan mikrofi lter ukuran 0,45pm, disignpan

dalam tabung ependorf 1,5 mL, dan dibekukan

dalam freezer untuk digunakan sewaktu-waktu

dalam pembuatan media kultur.

Koleksi ovarium dilalcukan dari anjing betina

sehat, umur lebih dari 6 bulan yang diperoleh setelah

operasi ovariohisterektomi pada klinik praktek

dokter hewan. Saluran peranakan ditempatkan pada

larutan 0,9 oA NaCl yang telah ditambah penicillin

dan streptomycin kemudian dimasukkan ke dalam

termos dengan temperatur sekitar 35-37 oC,

selanjutnya dibawa ke laboratorium. Stadium siklus

estrus dievaluasi berdasarkan penampakan

gambaran luar dari ovarium setelah ovarium tersebut

diambil dari saluran peranakannya, terlihat adanya

satu atau lebih follikel (diameter 2-10 mm), Diestrus

(fase luteal), terlihat adanya sahr atau lebih korpus

luteum.

Koleksi sel telur dilakukan deng an cara ovarium

diambil dan dicuci beberapa kali dengan PBS.

Koleksi oosit dilakukan dengan metode pencacahan.

Metode pencacahan dilakukan dengan cara

mencacah ovarium dengan menggunakan skalpel

pada suhu ruangan dalam medium tissue culture

medium (TCM)-199 dengan 25 mM Hepes, 1 o/o

larutan p e n i c i I I in - s tre p t o my c i n. Ko leksi dan seleksi

oosit dilakukan di bawah mikroskop dan hanya oosit

grade satu yang digunakan untuk bahan penelitian.

t7



J. Sain Vet. Vol. 29 No, I Th. 2011

Klasifikasi kLralitas oosit yang dipakai berdasarkan

metode Hewitt(1997),yang membagi menjadi 3 tipe

kelas, yaihr: grade l) oosit berwarna gelap dan

sepenuhnya dikelilingi oleh satu atau lebih lapisan

sel kumulus; grade 2) oosit transparan dengan

lapisan sel kumulus yang tidak sempurna; grade 3)

oosit pucat, tidak utuh, dan tanpa lapisan sel

kumulus.

Oosit hasil koleksi dicuci tiga kali untuk

selanjutnya dikultur pada mediurn TCM-199 tanpa

penambahan serum (sebagai control) dan TCM-199

yang telah ditambahkan serum sapi 10%. Sel telur

diinkubasikan pada inkubator dengan suhu 38oC,

kelembaban adara 5%o CO " dan 5o/o O, selama 72 j am.

Setelah inkubasi, sel telur dilepaskan dari kumulus

dengan cara berulang kali memipet selama 10 menit

dalam Tissue Culture Medium (TCM)-199 yang

mengandung 0,5 mg/mL hyaluronidase. Sel telur

yang te lah  h i lang kumulusnya d i f i ksas i

menggunakan cairan formaldehyde-Triton X-100

(Sigma, St Louis, MO) selama 15 menit dan dicuci

dengan PBS. Sel telur dipindahkan ke deck glass dan

dicat dengan i,9 pM Hoechst 33342 (Sigma, St

Louis, MO) dalam gliserol (Sigma, St Louis, MO).

Status kromatin dan posisi spindle dan migrasinya

diamati di bawah lampu UV untuk menentukan

stadium meiosis ciari perkembangan sel telur seperti

stadium Germinal Vesicle (GV), Germinal Vesicle

Breakdown (GVBD), Metafase I (MI),I\{etaphase II

(Mrr).

Data penelitian dianalisa dengan menggunakan

metode ANOVA, sedangkan analisa pencapaian

perkembangan meiotik menggunakan metode chi-

souare.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Kemampuan perkembangan oosit diperoleh

hasil pada stadium proestrus yang mencapai stadium

Metafase I (MI) rnenggunakan media yang

ditambahkan serum sapi 10% sebesar 46,50/0 untuk

pada media yang tidak ditambahkan serum hanya

mencapai I2,5oA. Sedangkan oosit yang degenerasi

setelah diamati mencapai 5o/o.Pada stadium diestrus

diperoleh stadium MI mencapai 34,8o/o pada media

yang ditambahkan serum sapi 10% dan24,5%o pada

media yang tidak diberi serum sapi, tidak nampak

adanya oosit degenerasi. Pada stadium anestrus,

perkembangan oosit mencapai stadium MI

menggunakan media yang ditambahkan serum sapi

10% sebesar 29,4%o dan pada media yang tidak

ditambahkan serum hanya mencapai stadium GVBD

sebesar 88,9oh dan tidak terlihat adanya oosit yang

degenerasi. Penambahan serum sapi l0o/o pada

media kulttu memberikan perkembangan meiosis

yang lebih tinggi (P<0,05) dalam mencapai stadium

MI daripada kontrol dan oosit dari stadium proestrus

mempunyai kompetensi meiosis yang lebih tinggi

(46,5%) dipitaing oosit dari anestrus (29,4o/o) secara

signifikan (P<0,05), tetapi tidak berbeda nyata

(P>0,05) dengan stadirun diestrus (34,8%) (Tabel 1).
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Tabel 1. Kompetensi meiotik oosit anjing dari berbagai stadium estrus yang ditanam pada media kultur yang ditambahr
l0%o serum sapi

Stadium Media Stadium maturasi inti sel

GVoosit MI-
MII

Degene
rasi

Proestnrs

Diestrus

Anestrns

tanpa serum

10%Serum
sapi

tanpa serum

10%Serum
sapi

tanpa serLrm

lO%Serum
sapi

40

5 8

45

69

l 8

l 7

25%

l0,3yo

22,2%

17,4oh

l l , lyo

9,4o

57,5Yo

34,4o4

53,30/o

34,lyo

88,9%o

4l ,2oA

12,soha

46,5Yob

24,5Yoa

34,8Yoa

29,4o/oa

5%

8,6yo

8,1yo

Ket.: "'osuperscrip yang berbeda menunjukkan perbedaan yang signifikan (P<0,05), GV: Germinal Vesikel; GVBD:
Germinal Vesikel Break Down, MI: Metafase I; MII: Metafase II

Mekanisme reproduksi anjing betina berbeda

dengan mekanisme pada mamalia yang lain. Oosit

anjing diovulasikan pada stadium Germinal Vesikel

dan membutuhkan waktu 2-5 hari untuk mencapai

pemasakan yang sempurna, sedangkan mamalia lain

sel telur diovulasikan dalam keadaan masak

(stadium metafase II) dan siap untuk dibuahi. Martin

dkk. (2006) menunjukkan bahwa oosit pada stadium

estrus, oosit yang dikultur berkembang secara cepat

mencapai MI dengan persentase 15,3yo. Konsentrasi

plasma progesteron dalam anjing betina meningkat

selama fase proestrus sebagaimana waktu puncak

estradiol. Concanon dkk. (1975) menyatakan bahwa

oosit dalam kondisi progesteron yang tinggi sebelum

ovulasi.

Banyak macam serum yang telah digunakan

sebagai zat penambah untuk mendapatkan

lingkungan yang maksirnal sebagaimana kondisi

dalam lingkungan oviduk, tempat oosit diovulasikan

seeara in vivo. Serum anak sapi atau serum anjing

estrus dengan konsentrasi yang bermacam-macam

telah dilaporkan digunakan (Mahi dan Yanagimachi,

1976; Yamada dkk., 1992; Nickson dkk., 1993;

Hewitt dan England, 1998). Fetal bovine serum

hanya mendukung kehidupan oosit dalam mediajika

konsentrasinya lebih dari l0% dengan tidak

memberikan efek.yang menguntungkan terhadap

maturasi. Namun Bolamba dkk. (2002) melaporkan

bahwa penambahan serum anak sapi dengan

albumin serum sapi pada media sederhana

menunjukkan tidak essential untuk membantu

pemasakan oosit anj ing secara in v it ro.

Perpitaingan antara penambahan serum ajing

estrus dengan serum sapi estrus menunjukkan

perpitaingan tingkat perrtumbuhan lebih baik untuk

serum anjing estrus (10,40 : 4,2o/o) dalam

pencapaian stadium Metafase I (MI). Penambahan

serum pada media memberikan pengaruh yang

bermacam-macam : serum anjing estrus (CES) dapat

meningkatkan pengaruh dari maturasi oosit

( O t o i , 1 9 9 9 )  s e d a n g k a n  d i l a p o r k a n  t i d a k

memberikan pengaruh pada penelitian yang lain
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(Rodrigues dkk., 2003); penambahan 0,3% BSA

(bov ine  serum a lbumin)  secara  langsung

rnemberikan hasil yang lebih baik dari pada serum

anak sapi, dan dengan konsentrasi semm 200%

merupakan penambahan paling optimal untuk

penanaman 96 jam (Hewitt dan England, 1998);

keberadaan dari semm bermanfaat untuk menceqah

terj adinya pengerasan zona pelusida.

Ketidakpastian hasil dari penambahan semm

dikarenakan darah mempunyai kandungan tidak

hanya protein, disamping komponen protein

(albumin), beberapa hormon seperti gonadotrophin,

steroid, dan factor perhrmbuhan atau sitokin. Hal

ini lah yang menyebabkan alasan sul i tnya

menentukan senyawa spesifik yang memberikan

efek positif pada maturasi ooosit anjing (Luvoni

dkk., 2005). Mungkin kadar hormon atau protein

yang ter(andung pada serum sapi yang diigunakan

tidak mempunyai konsenffasi yang cukup untuk

pelkembangan maturasi oo s it anj ing. Kemungkinan

lain yang bisa terjadi adalah pencampuran

pencampurall dari faktor-faktor yang terkandung di

dalam serum sapi sehingga mendapatkan hasil yang

kurang maksimal, sehingga salah satu faktor dapat

bersifat menghambat bagi faktor yang lain.

Protein dalam serum mempunyai pengaruh

terhadap perkembangan oosit karena kandungan

growth faktor yang terikat bersamanya. Dengan

kapasitas yang cukup, albumin serum menyebabkan

inaktivasi metabolisme toksik dari produksi oksigen

radikal bebas dan mempersatukan komponen yang

lain, seperti steroid, vitamin, asam lemak (Luvoni

dkk., 2004). Penambahan dan ketersediaan yang

baik EGF murni meningkatkan hasil IVM dan dapat

berpengaruh terhadap tingkat fertil isasi dan

pembelahan sel pada berbagai spesies (Cui dkk.,

2005). Namun, hal yang berbeda ditunjuldcan oleh

Cui dkk. (2005) yang melaporkan bahwa

p e n g g a n t i a n  s e r u m  d e n g a n  B S A  d a p a t

meningkatkan oosit degeneratif setelah IVM.

Kondisi ini mungkin disebabkan karena BSA dan

FBS yang dijual dipasaran mengandung beberapa

material yang tidak diketahui secara pasti yang dapat

berpengaruh terhadap hasil penelitian.

Oosit dipilih dari berbagai stadium estms karena

adanya dugaan bahwa stadium estrus berpengaruh

terhadap tingkat maturasi inti oosit anjing yang

dimungkinkan karena besarnya fluktuasi dari

reseptor estrogen dan progesteron selama siklus

reproduksi akan memberikan perbedaan yang

signifikan dalam tingkat IVM. Hasil penelitian

menunjukkan adanya hubungan yang signifikan

antara stadium siklus estfus terhadap perkembangan

oosit anjing yang dimasakkan secara in vitro.

Stadium proestnrs mempunyai persentase yang

pal ing besar untuk mencapai stadium MI

dipitaingkan stadium yang lain. Hubungan atau

komunikasi antar sel merupakan hubungan antara sel

kumulus dan oosit yang memfasilitasi perpindahan

nutrisi, ion dan molekul kecil yang lain seperti Ca'*

dan cAMP (Rodrigrres dkk., 2002). Hubungan ini

tidak ditemukan selama masa anestrus. Sehingga

oosit yapg ditanam berasal dari stadium anestnrs

mempunyai kemungkinan kecil untuk rnencapai

pembelahan meiotik (Luvoni dl*., 2001). Pada data

menunjukkan kesesuaian distribusi stadium anestrus

mempunyai persentase pal ing rendah j ika

dipitaingkan dengan stadium yang lain (88,9% untuk

kontrol dan 24,9%a pada perlakuan) tingkat

perkembangan proestrus yang tinggi mungkin

disebabkan ketersediaan d ari gab j u n c t ion yang telah

terbuka saat perkembangan oosit di dalam folikel.
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Pelepasan oosit dari folikel tidak selalu dalam

stadium GV hal ini sesuai dengan penelitian Fujii

dkk., 1999 bahwa terdapat l% (l oosit) dari

pemasakan inti langsung ke stadium MI.

Pada tabel 1 terlihat oosit yang mengalami

degenerasi, pada stadium proestms mencapai 5%o

pada rnedia TCM-199 tanpa serum, sedang untuk

mediayang ditambahkan serum mencapai 8%. Pada

stadium diestnrs hanya media dengan penambahan

serllm yang menunjuldcan terjadinya degenerasi

oosit. Banyak peneliti yang menyatakan tingginya

tingkat degenerasi pada oosit anjing terjadi sejak

pengkoleksian, dan setelah kultur (Hewitt dan

England, 1998; Theiss, 2001). Hewitt dan England

(1998) melaporkan bahwa efek negatif dari

penggunaan serum dapat meningkatkan tingkat

degeneras i  oos i t ,  seh ingga d imungk inkan

degenerasi yang terjadi pada stadium proestrus dan

diestrus terjadi karena penambahan serum pada

media.

Penambahan 100% senrm sapi pada media TCM

199 pada maturasi in vitro oosit anjing secara

keselunrhan tidak memberikan perbedaan yang

signifikan dipitaingkan dengan kontrol, hanya

mempunyai makna pada stadium proestrus dan

anestrus (P<0,05). Jumlah dan persentase oosit pada

tiap stadium perkembangan meiosis tergantung dari

stadium siklus estms. Baik penambahan I}Yo senrm

maupun kontrol memberikan hasil yang berbeda

pada persentase perkembangan stadium meiosis

tiaptiap stadium siklus estrus.
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