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ABSTRAK

ERNI DAMAYANTI. Kajian In Vitro Embrio Sapi Bali untuk Menghasilkan
Kualitas Embrio yang Layak Transfer (dibimbing oleh HERRY SONJAYA,
SUDIRMAN BACO dan HASBI)

Tujuan penelitian adalah mengkaji produksi embrio sapi Bali secara in
vitro. Tujuan penelitian terdiri dari empat bagian dengan tujuan spesifik: 1).
Mengkaji vitrifikasi oosit sapi Bali, 2). Mengkaji embrio sapi Bali yang mampu
mencapai tahap morula atau blastosis dan kaitannya dengan hidrogen perioksida
(H20,); 3). Mengkaji tingkat apoptosis sel pada embrio sapi Bali yang diproduksi
secara in vitro; 4). Mengkaji faktor pertumbuhan pada cairan folikel, media
maturasi dan media kultur. Penelitian ini mengunakan ovarium yang berasal dari
rumah potong hewan dan difertilisasi menggunakan semen yang berasal dari
satu pejantan. Hasil penelitian menunjukkan adanya perbedaan nyata antar
oosit yang divitrifikasi sebelum dimatangkan dan oosit yang divitrifikasi setelah
dimatangkan (P<05). Tingkat viabilitas oosit setelah dimatangkan lebih tinggi
dibanding dengan oosit yang tidak dimatangkan sebelum vitrifikasi yaitu
63,74+4,82 vs 76,27+1,81, tingkat maturasi metafase Il (MIl) 19,81+1,62 vs 30
50,2248,29 dan tingkat fertilisasi 2PN 32,02+6,44 vs 45,3646,02. Embrio 2 sel
tidak mampu mencapai morula, sedangkan tahap 4, 8 dan 16 sel mampu
berkembang sampai tahap morula masing-masing 9,83%, 12,83% dan 25,00%.
Konsentrasi H,O, pada setiap kelompok sel tidak berbeda nyata (P>0,05). Hasil
uji korelasi konsentrasi H,O, dengan kemampuan embrio untuk mencapai tahap
morula berkorelasi negatif yaitu semakin rendah konsentrasi H,O, pada embrio
peluang embrio untuk mencapai tahap morula semakin tinggi. Persentase
embrio yang mengandung setidaknya 1 nukleus yang menunjukkan karakteristik
tunel dari apoptosis yaitu 2 sel (28,33%), 4 sel (41,93%) 8 sel (43,48%) dan 16
sel (50%). EGF ditemukan pada cairan folikel dan media kultur embrio. FGF2
ditemukan pada cairan folikel, media maturasi dan media kultur. Kesimpulan
penelitian yaitu vitrifikasi oosit sebaiknya dilakukan setelah dilakukan
pematangan oosit, Konsentrasi H,O, yang tinggi menghambat perkembangan
embrio, semakin cepat sel mengalami apoptosis semakin rendah tingkat
kemampuan sel untuk berkembang lebih lanjut. Semakin tinggi persentase
embrio yang mencapai morula semakin rendah konsentrasi Growth Factor dalam
media.

Kata kunci: Embrio Sapi Bali, Hidrogen Perioksida, Apoptosis, Growth Factor,
vitrifikasi, Fertilisasi in vitro
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ABSTRACT

ERNI DAMAYANTI. Study of Bali Cattle Embryos to Produce Better
Embryo Quality In Vitro (supervised HERRY SONJAYA, SUDIRMAN BACO
and HASBI)

The aim of study was to examine the in vitro embryonic production of Bali
cattle. The study consisted of four parts with specific objectives: 1). Assessing
the vitrification of Bali cattle oocytes, 2). Assessing Bali cattle embryos that can
reach the morula or blastocyst and their relation to hydrogen perixide (H,05,); 3).
Assessing the level of cell apoptosis in Bali cattle embryos produced in vitro; 4).
Assessing growth factors in follicular fluid, maturation media and culture media.
This study used ovaries from slaughterhouses and was fertilized using semen
from one bull. The results showed that there was a significant difference
between the vitrified oocytes before maturation and the vitrified oocytes after
maturation (P<05).The viability level of oocytes after vitrification was higher than
that of oocytes that were not matured before vitrification, there are 63.74+4.82 vs
76.27+£1.81, metaphase Il (MIl) maturation rate 19.81+1.62 vs 50.22+8.29 and
fertilization rate 2PN 32.02+6.44 vs 45.36+6.02. The 2-cell embryo is not capable
of reaching the morula, while stage 4-, 8- and 16-cell can develop to the morula
stage of 9.83%, 12.83% and 25.00%, respectively. The concentration of H,O, in
each group of cells did not differ distinctly (P>0.05). The results of the H,0,
concentration correlation test with the embryo's ability to reach the morula stage
are negatively correlated, viz. The lower the concentration of H,O, in the embryo,
the higher the chances of the embryo reaching the morula stage. The percentage
of embryos containing at least 1 nucleus that shows TUNEL characteristics of
apoptosis is 2 cells (28.33%), 4 cells (41.93%) 8 cells (43.48%) and 16 cells
(50%). Epidermal growth factor (EGF) is found in follicular fluid and embryo
culture media. Fibroblast growth factor 2 (FGF2) is found in follicular fluid,
maturation media and culture media. In conclusion, vitrification of oocytes should
be carried out after oocyte maturation. High H,O, concentrations inhibit
embryonic development. The faster cells undergo apoptosis, the lower the level
of cell ability to develop further. The higher the percentage of embryos that reach
morula the lower the concentration of Growth Factor in the medium.

Keyword: Apoptosis, Bali cattle embryo, Growth Factor, Hydrogen Peroxide, In
Vitro Fertilization, Vitrification,
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1.1 Latar Belakang

Sapi Bali merupakan sapi lokal asli Indonesia yang banyak
dikembangkan oleh masyarakat peternak. Salah satu cara untuk
mempertahankan kualitas dan kuantitas sapi Bali adalah pemanfaatan teknologi
berbantuan yaitu produksi embrio secara in vitro. Produksi embrio secara in vitro
dapat dilakukan dengan memanfaatkan limbah ovarium sapi yang berasal dari
rumah potong hewan (RPH) (Abraham et al., 2012). Produksi embrio sapi Bali
secara in vitro masih perlu dilakukan perbaikan untuk mendapatkan embrio
berkualitas yang dapat menunjang keberhasilan transfer embrio. Kualitas embrio
in vitro dapat dicapai dengan adanya keseragaman pembelahan pada sel untuk
mencapai blastosis. Keberhasilan produksi embrio in vitro biasanya dinilai dari
jumlah embrio yang mencapai tahap morula atau blastosis dan kemampuan
embrio yang dihasilkan untuk recovery kembali setelah dilakukan kriopreservasi.
Pembekuan pada oosit dapat menyebabkan oosit mengalami cold shock
sehingga kemampuan untuk recovery rendah. Untuk menghindari tersebut maka
digunakan krioprotektan Malenko et. al. (2017). Sopiyana (2006) bahwa
krioprotektan yang dapat digunakan dalam pembekuan embrio yaitu Etilen Glikol
(EG), Dimethyil Sufoxide (DMSO) dan Sucrose. Selain itu mengingat vitrifikasi
merupakan juga perlu dilakukan pengkajian terhadap oosit sapi Bali yang
diproduksi secara in vitro.

Studi pendahuluan bahwa terdapat perbedaan perkembangan embrio
sapi Bali secara in vitro selama di kultur, pada lama kultur yang sama beberapa
embrio yang berkembang berbeda, pada umur 2 hari bervariasi yaitu dari 2 sel, 4
sel, 8 sel hingga mencapai 16 sel (Sonjaya dan Hasbi, 2019), sedangkan
menurut Gordon (2003) bahwa hari ke 1-2 hari setelah fertilisasi embrio
berkembang menjadi 1 sampai 2 sel, umur 2-3 hari mencapai 4 sel. Setelah
proses fertilisasi in vitro, proporsi zigot yang dapat berkembang hingga ke tahap
blastosis selama kultur sekitar 30-40% (Rizos et.al., 2002). Kualitas intrinsik oosit
dan lingkungan atau media kultur setelah fertilisasi merupakan faktor utama yang
sangat memengaruhi kemampuan perkembangan hingga ke tahap blastosis
(Feugang et.al. 2009). Lebih lanjut di jelaskan bahwa embrio sangat rentan

terhadap berbagai stress in vitro termasuk diantaranya dapat disebabkan oleh



formulasi media yang tidak tepat, suplementasi media, masalah dalam sistem
kultur, masalah teknis atau kurangnya kontrol kualitas yang tepat dan jaminan
kualitas.

Berbagai faktor yang perlu diketahui dalam produksi embrio secara in
vitro diantaranya adalah hubungannya dengan hidrogen perioksida (H,O,),
apoptosis dan Growth Factor. Sistem kultur embrio in vitro belum mampu di
kondisikan menyerupai in vivo dengan baik sehingga dapat menyebabkan
peningkatan reaktif oksigen spesies (Agarwal et al., 2006). ROS menghasilkan
oksigen radikal bebas seperti hidrogen peroksida (H,O,) hidroksil radikal (OH)
dan radikal anion superoksida (O,) serta merupakan produk sampingan dari
metabolisme sel (Takahashi, 2012). Oosit yang mengalami stress oksidatif dapat
menyebabkan masalah selama meiosis (Perkins et al., 2016) dan peningkatan
fragmentasi pada embrio (Arias et al., 2012). Embrio abnormal yang dihasilkan
secara in vitro memicu penuaan pada tingkat sel dengan memasuki penghentian
siklus sel dan menunjukkan metabolisme aktif dan tingkat reaktif oksigen spesies
(ROS) yang tinggi (Nandi et al., 2019).

Apoptosis adalah suatu proses kematian sel yang terjadi pada sel tunggal
secara terencana yang ditandai dengan gambaran morfologi dan biokimiawi khas
sebagai akibat dari inisiasi oleh stimuli fisiologis maupun patologis (Zeiss, 2003).
Apoptosis merupakan proses aktif yang memerlukan energi karena prosesnya
terjadi oleh sel sendiri hingga mengakibatkan kematian sel (Chang dan Yang,
2000). Terjadinya apoptosis pada sel sapi Bali diduga dapat menghambat
perkembangan sel pada embrio.

Perkembangan embrio sapi Bali juga diduga berkaitan dengan faktor
pertumbuhan. Mani et al. (2010) melaporkan bahwa salah satu faktor
pertumbuhan yang dapat digunakan dalam produksi embrio secara in vitro yaitu
IGF-I. IGF-I merupakan stimulator utama proliferasi seluler, diferensiasi dan
perkembangan sel, regulasi proses steroidogenesis oleh sel-sel granulosa dan
apoptosis selama perkembangan folikel. Selain itu, IGF-I juga berperan
menginduksi proses pembelahan mitosis pada sel-sel granulosa (Spanos, et.al.,
2000), Beberapa Growth Factor yang berpengaruh dalam produksi embrio yaitu
Epidermal Growth Factor (EGF) plus fibroblast growth factor (FGF) dan Stem
Cell Factor (SCF) (Suthar et.al., 2009, Dhali et al., 2011). Untuk menghasilkan
embrio yang seragam maka perlu diketahui karakteristik morfologi, fisiologi

maupun biokimia dari embrio sapi Bali yang diproduksi secara in vitro dan



hubungannya dengan Growth Factor. Oleh karena itu pada penelitian ini akan
mengkaji keseragaman pembelahan hubungannya dengan konsentrasi hidrogen
perioksida, apoptosis dan Growth Factor pada embrio sapi Bali perlu dilakukan.

1.2 Rumusan Masalah

Pemanfaatan ovarium sapi Bali dari rumah potong hewan (RPH) masih
sangat terbatas. Oosit dari rumah potong hewan dapat dibekukan atau langsung
difertilisasi setelah dimatangkan secara in vitro. Penelitian mengenai
kriopreservasi oosit (pembekuan oosit) pada sapi Bali Masih sangat terbatas.
Pembekuan juga perlu dilakukan pengkajian mengingat pentingnya proses
pembekuan dalam mempertahankan kualitas oosit atau embrio selama
pembekuan. Pembelahan sel pada produksi embrio sapi Bali secara in vitro
terdapat ketidakseragam pada umur 2 hari kultur dan embrio yang dapat
mencapai morula dan blastosis masih sangat rendah. Hal ini perlu dilakukan
pengkajian mengenai perkembangan embrio pada sapi Bali yang di produksi
secara in vitro dan hubungannya dengan hidrogen perioksida (H,O,), apotosis,
hormon pertumbuhan (EGF dan FGF2). Berdasarkan latar belakang
perkembangan embrio sapi Bali secara in vitro memiliki kajian yang masih sangat
terbatas untuk menghasilkan embrio yang baik sehingga rumusan masalah
dalam penelitian ini yaitu
1) Bagaimana pengaruh vitrifikasi terhadap kualitas oosit sapi Bali?

2) Bagaimana kemampuan perkembangan embrio dari tahapan perkembangan
embrio yang berbeda-beda secara in vitro dan kaitannya dengan konsentrasi
hidrogen perioksida (H,0,)?

3) Bagaimana hubungan perkembangan embrio dengan apoptosis pada sel
embrio Sapi Bali secara in vitro?

4) Bagaimana peranan Growth Factor pada cairan folikel, media maturasi dan
media kultur dalam merangsang dan meningkatkan jumlah embrio pada sapi

Bali?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan yang ingin dicapai dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1) Mengkaji dan manganalisis pengaruh vitrifikasi oosit pada sapi Bali



2) Mengkaji embrio sapi Bali yang mampu mencapai tahap morula atau
blastosis dari tahapan pembelahan embrio yang berbeda-beda secara in vitro
dan kaitannya dengan hidrogen perioksida.

3) Mengkaji apoptosis pada sel embrio sapi Bali yang diproduksi secara in vitro

4) Mengkaji dan menganalisis faktor Growth Factor (EGF dan FGF2) yang
dapat medium kultur untuk meningkatkan jumlah embrio yang dapat

mencapai morula atau blastosis.

1.4 Kegunaan Penelitian

Kegunaan penelitian ini yaitu diharapkan mendapatkan referensi
mengenai vitrifikasi oosit sehingga bisa diaplikasikan di berbagai daerah sentra
sapi potong, terdapatnya informasi mengenai kecepatan pembelahan embrio
sapi Bali yang di produksi secara in vitro dengan pengelompokan jumlah sel
dihari umur kultur 2 hari dalam mencapai morula atau blastosis sehingga
menghasilkan embrio yang berkualitas dan layak transfer. Selain itu dengan
adanya penelitian ini dapat menambah khasanah ilmu pengetahuan dibidang

peternakan.

1.5 Ruang Lingkup Penelitian

Secara umum terdapat pendekatan untuk mengetahui pengaruh vitrifikasi
terhadap kualitas oosit, mengetahui hubungan perkembangan embrio dengan
hidrogen perioksida dan apoptosis pada sel serta EGF dan FGF2 pada cairan
folikel, media maturasi dan media kultur embrio. Dalam penelitian ini dilakukan
pengelompokan sel yang merupakan salah satu alternatif untuk melihat
kemampuan embrio dalam mencapai morula atau blastosis. Penelitian ini
dilakukan dengan 4 tahapan kegiatan yaitu:

Tahap pertama yaitu vitrifikasi oosit sapi Bali, Tahap kedua kultur embrio
sapi Bali secara in vitro dengan pengelompokan berdasarkan jumlah sel embrio
di umur 2 hari kultur dan kaitannya dengan hidrogen perioksida. Tahap Ketiga
kultur embrio berdasarkan jumlah sel dan kaitannya dengan apoptosis. Tahap
keempat yaitu kajian EGF dan FGF2 pada cairan folikel, media maturasi dan

media kultur embrio sapi Bali.



1.6 Kebaruan Penelitian (Novelty)

Kebaruan dari penelitian yatu melaporkan tentang vitrifikasi oosit pada
sapi Bali. Produksi embrio sapi Bali secara in vitro dengan pengelompokan sel
berdasarkan jumlah sel. Selain itu laporan mengenai konsentrasi hidrogen
perioksida dan apoptosis pada embrio sapi Bali pertama kali dilaporkan serta
konsentrasi Growth Factor (EGF dan FGF2) pada cairan folikel, media maturasi
dan media kultur juga pertama dilaporkan. Penelitian ini juga memahami teori

yang menyebabkan perbedaan perkembangan embrio sapi Bali secara in vitro.



