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ABSTRACT

One of the ex situ conservation techniques for poultry that recently developed was to collect primordial germ cell (PGC) or
gonadal primordial germ cell (QPGC) that isolated from embryo development. Primordial germ cells (PGC) are embryonic cells
that migrate to the gonads and form the precursors of gametes. The unique nature and accessibility of PGC during the early
development provides an opportunity to manipulate the poultry germplasm, for example by forming germline chimeras. There
are some stages that must be done through isolation and collection of PGC from its resources i.e. blastoderm, embryonic
circulation blood and gonad. PGC collection originating from the gonads is one of existing PGC resources and technologies.
gonadal PGC have advantages compared with other sources, namely (1) A large number of gonadal PGC can be taken from an
embryo; and (2) A collection of gonadal PGC can be used in developing management systems of local avian germplasm
conservation. This review is intended to describe the usefulness of isolation and collection technology of gonadal PGC as the
local poultry germplasm conservation in Indonesia.
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ABSTRAK

Salah satu cara konservasi ex situ beku pada unggas yang berkembang akhir-akhir ini adalah dengan mengumpulkan
primordial germ cell (PGC) atau gonadal primordial germ cell (gPGC) yang diisolasi dari perkembangan awal embrio.
Primordial germ cell merupakan sel-sel embrio yang bermigrasi ke prekursor gonad dan membentuk gamet. Sifat unik dan
aksebilitas PGC selama perkembangan awal memberikan kesempatan untuk memanipulasi plasma nuftah unggas, misalnya
dengan membentuk germline chimera. Tahapan-tahapan yang harus dilakukan adalah dengan melakukan isolasi dan koleksi dari
tiga sumber utama yaitu blastoderm, sirkulasi darah embrio dan gonad embrio. Koleksi PGC yang berasal dari gonad merupakan
salah satu pilihan dari teknologi koleksi PGC yang ada. Primordial germ cell gonad mempunyai kelebihan dibandingkan dengan
PGC dari sumber lain, yaitu (1) Sejumlah besar dari gonadal PGC dapat diambil dari satu embrio; dan (2) Koleksi gonadal PGC
dapat digunakan dalam membangun sistem manajemen pelestarian plasma nutfah unggas lokal. Makalah ini mengulas kegunaan
teknologi isolasi dan koleksi gonadal PGC sebagai bagian dari sistem pelestarian plasma nutfah unggas lokal di Indonesia.

Kata kunci: Koleksi, gonadal primordial germ cell, ayam lokal

PENDAHULUAN pada unggas, seperti pada ayam dan burung puyuh.
Primordial germ cell dapat diidentifikasi dengan
Untuk  mempertahankan pelestarian plasma ukurannya yang besar, inti yang sperikal dan besar,

nutfah, kegiatan konservasi dapat dilakukan dengan serta butiran lemak terang dalam sitoplasma

beberapa metode antara lain in situ di habitat asalnya,
ex situ hewan hidup di luar habitatnya dan
kriopreservasi sumber daya genetik (ex situ beku).
Salah satu cara konservasi ex situ beku pada unggas
yang berkembang akhir-akhir ini adalah dengan
mengumpulkan dan mentransfer primordial germ cell
(PGC) atau gonadal primordial germ cell (gPGC) yang
diisolasi dari perkembangan awal embrio (Han et al.
2002). Perkembangan awal germ cells telah dipelajari

(Nakamura et al. 2013).

Primordial germ cell adalah prekusor sel telur dan
spermatozoa matang pada unggas dewasa dan
penghubung genetik antar generasi (D’Costa et al.
2001). Tsunekawa et al. (2000) melaporkan bahwa PGC
merupakan gen vasa homolog yang diisolasi pada ayam
dan menunjukkan ekspresi germline khusus dalam
perkembangannya. Pada ayam, gen vasa adalah satu
dari beberapa penanda khusus germline dan banyak
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penelitian PGC ayam berfokus pada gen vasa tersebut.
Selain vasa, gen homolog ayam adalah dead end
(Aramaki et al. 2007; 2009), yang merupakan kode
RNA-binding proteins, yang dapat digunakan sebagai
penanda khusus germline. Vasa dan dead end
diekspresikan pada kedua sel germline jantan dan
betina (Kito et al. 2010).

Primordial germ cell pada unggas memiliki
potensi yang signifikan untuk digunakan dalam studi

Gambar 1.

berbasis sel dan pelestarian plasma nuftah unggas,
karena PGC dapat dikoleksi dari blastoderm, darah
embrio dan gonad embrio (Chojnacka-Puchta et al.
2012) (Gambar 1, 2 dan 3). Meskipun tidak ada
perubahan fenotipik di antara berbagai sumber PGC
yang diamati dan pola ekspresi penanda tertentu,
namun keuntungan dari PGC gonad dibandingkan
dengan sumber lain adalah sejumlah besar PGC dapat
diambil hanya dari satu embrio (Park & Han 2012).
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(A) Daerah sel blastoderm yang berbentuk cincin dari telur fertil yang tidak diinkubasi; (B) Primordial germ cell

yang telah dimurnikan yang berasal dari sel blastoderm

Sumber: A: Koleksi pribadi; B: Chojnacka-Puchta et al. (2012)
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Gambar 2. (A) Daerah aorta dorsalis (anak panah) untuk pengambilan sampel darah dari telur yang diinkubasi selama tiga
hari; (B) Primordial germ cell yang telah dimurnikan yang berasal dari sirkulasi darah embrio

Sumber: Koleksi pribadi
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Gambar 3. (A) Gonad yang diambil dari telur yang diinkubasi selama tujuh hari (anak panah); (B) Primordial germ cell yang
telah dimurnikan yang berasal dari gonad embrio

Sumber: Koleksi pribadi
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Sifat unik dari PGC unggas selama perkembangan
awal memberikan kesempatan untuk memanipulasi
plasma nutfah unggas. Dua penggunaan PGC yang
sering dilaporkan, yaitu sel-sel ini dapat digunakan
untuk konservasi sumber daya genetik dan produksi
unggas transgenik (Nakamura et al. 2013). Aplikasi
yang utama dari teknologi PGC adalah untuk
pelestarian plasma nutfah dari jenis unggas langka
(Glover & McGrew 2012). Tulisan ini ditujukan untuk
menguraikan teknologi isolasi dan koleksi PGC gonad
untuk pelestarian sumber daya genetik plasma nutfah
unggas lokal di Indonesia.

PERKEMBANGAN MORFOLOGI
GONAD AYAM

Perkembangan gonad adalah sebuah rangkaian
proses yang berurutan dan dapat dibagi menjadi tiga
bagian, yaitu migrasi PGC, penentuan jenis kelamin
dan diferensiasi gonad dimana semua proses tersebut
berjalan dalam lima fase. Fase pertama, pada tahap 1,
PGC ayam berada pada bagian ventral area pelusida
(Tsunekawa et al. 2000). Fase kedua, tahap 2-6, secara
bertahap PGC meninggalkan epiblas untuk bermigrasi
ke permukaan hipoblas secara kontinyu. Pada waktu
yang bersamaan, terjadi proses gastrulasi yang
menggerakkan hipoblas ke arah anterior yang secara
langsung menghanyutkan PGC menuju germinal
crescent. Migrasi PGC akan terhenti pada akhir proses
gastrulasi (Ginsburg 1997). Fase ketiga, tahap 7-12,
dampak pergerakan sebelumnya membuat lapisan
mesoderm mencapai daerah germinal crescent dan
PGC sudah berada di antara lapis endoderm dan
ektoderm. Selanjutnya, sel-sel pada mesoderm
membentuk pulau-pulau darah dan PGC segera
bergerak secara aktif menembus/memasuki pembuluh
darah. Ketika sistem peredaran darah terbentuk
sempurna pada tahap 12, maka PGC akan terhanyut
dalam sirkulasi peredaran darah (D’Costa et al. 2001).
Fase keempat, tahap 13-16, PGC masih tetap berada di
pembuluh darah (Meyer 1964) dan memasuki tahap 17-
19 PGC mulai meninggalkan pembuluh darah.

Fase kelima, tahap 20-36, pada tahap 20, sebagian
besar PGC telah meninggalkan pembuluh darah dan
banyak yang telah tiba di gonadal anlage (bakal gonad)
(Ukeshima et al. 1991) dan pembentukan jenis kelamin
dimulai. Pada tahap 21-22, gonad menonjol keluar dari
sudut dorsal rongga selom dan bentuk asimetri antara
gonad kiri dan kanan terus meningkat. Tahap 23-24,
gonadogenesis dimulai setelah 72 jam masa inkubasi
(Hamburger & Hamilton 1951). Pada tahap 25, genital
ridges menonjol ke dalam rongga selom sebagai organ
yang berbeda disebut epitel germinal dalam epithelial
cords. Organ ini berasal dari germinal epithelium dan
mesonefrik (Sekido & Lovell-Badge 2007). Perbedaan
antara organ reproduksi jantan dan betina terlihat lebih

nyata dari morfologi asimetri antara gonad Kiri dan
kanan yaitu pada penebalan lapisan epitel gonad Kiri
yang lebih tebal dari yang kanan (Carlon & Stahl
1985). Pada tahap 26 genital (gonadal ridges) belum
tampak jelas secara makroskopik dengan ukuran
panjang 1,5 mm dan lebar 0,1 mm (Carlon & Stahl
1985). Gambaran asimetris ini dipertahankan pada
kedua jenis kelamin sampai penentuan seks gonad
(tahap 27-28).

Diferensiasi seks gonad dimulai pada tahap 29,
sel-sel epitel mengelilingi gonad secara merata dan
membentuk squamous dimana asimetri gonad kiri dan
kanan pada kedua jenis kelamin secara bertahap mulai
tampak semakin jelas (Carlon & Stahl 1985).
Diferensiasi terus berlangsung, perbedaan morfologi
antara gonad kiri dan kanan pada betina menjadi lebih
jelas dan asimetri antara gonad jantan berkurang. Pada
tahap 30-33, situasi ini terus berlanjut hanya pada
gonad Kiri betina, sedangkan sel germinal terdistribusi
secara acak di seluruh gonad betina dan kedua gonad
jantan. Pada tahap 34-35, PGC pada gonad kiri betina
mulai berdiferensiasi menjadi oosit primer.

Pada tahap 36, gonad jantan dan betina terlihat
jelas perbedaannya dimana gonad betina memiliki
ukuran yang lebih kecil dari testis. Testis kanan dan
kiri membentuk struktur tubular dengan panjang 5 mm
dan lebar 1,5 mm sedangkan pada betina panjang
gonad kanan 2,6 mm dan lebar 0,5 mm dan gonad Kiri
memiliki panjang 3,2 mm dan lebar 0,8 mm (Carlon &
Stahl 1985). Sepanjang perkembangan embrio, organ
reproduksi jantan dan betina terus meningkat sampai
menjelang menetas.

ISOLASI GONADAL PRIMORDIAL GERM CELL
DI BALAI PENELITIAN TERNAK

Isolasi gPGC pada unggas dapat dilakukan dengan
beberapa  metode, diantaranya menggunakan
proteinaseK (Tajima et al. 1998), fluorescence-
activated cell sorting (Mozdziak et al. 2005), magnetic-
activated cell sorting (Kim et al. 2005) dan larutan
phosphate-buffered saline (PBS) (Nakajima et al.
2011).

Proteinase K

Proteinase K umumnya digunakan dalam aplikasi
biologi molekuler untuk mencerna protein yang tidak
diinginkan. ProteinaseK digunakan untuk
menghancurkan protein dalam jaringan dan kultur sel,
serta membebaskan asam nukleat yang sangat efektif
menonaktifkan DNA dan RNA. Metode ini efektif
dalam isolasi gPGC dengan tingkat kemurnian tinggi.
Kelemahannya memerlukan tambahan enzim dalam
proses pemurnian (Tajima et al. 1998).
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Fluorescence-activated cell sorting

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
digunakan untuk memurnikan populasi sel (Basu et al.
2010). Metode ini mampu mengisolasi gonad embrio
dan populasi sel darah untuk PGC, tetapi tidak dapat
mengevaluasi sel germinal. Kelemahannya memerlukan
peralatan mahal dan gPGC yang diperoleh rendah
antara 53-73% (Mozdziak et al. 2005).

Magnetic-activated cell sorting

Magnetic-activated  cell  sorting (MACS)
merupakan metode pemurnian gPGC menggunakan
medan magnet, pengikatan antibodi dan MACS buffer
serta mini MACS system untuk memisahkan sel PGC
dari sel lainnya. Pada ayam, MACS berhasil
mendapatkan gPGC murni sebesar 16,7 kali lebih besar
dari teknik lainnya melalui kultur PGC (Kim et al.
2005). Kelemahannya memerlukan bahan dan peralatan
mahal.

Phosphate-buffered saline

Metode isolasi gPGC menggunakan larutan
phosphate-buffered saline (PBS) merupakan cara
sederhana untuk isolasi gPGC ayam yang berasal dari
jaringan gonad. Keuntungan dari isolasi gPGC
menggunakan larutan PBS adalah gPGC dapat
dikumpulkan dalam waktu singkat, tidak memerlukan
peralatan mahal dan tingkat kemurnian yang diperoleh
sangat tinggi, yaitu 95% (Nakajima et al. 2011).

Berdasarkan Kkeuntungan dan kerugian dari
masing-masing metode tersebut, maka isolasi gPGC
yang dilakukan di Balai Penelitian Ternak (Balitnak)
adalah dengan menggunakan larutan PBS dan waktu
inkubasi selama satu jam pada suhu 37,8°C (Nakajima
et al. 2011) dengan sedikit modifikasi dan terbukti
sukses pada isolasi PGC dari unggas di Indonesia.

Penggunaan larutan PBS adalah sebagai
penyangga untuk mempertahankan pH tetap konstan,
menjaga keseimbangan osmotik serta mempertahankan
kecukupan air dalam sel dan ion anorganik agar sel
tetap dalam kondisi baik. Hasil isolasi gPGC dari ayam
lokal dan asli Indonesia sampai dengan satu jam masa
inkubasi memperlihatkan sel tetap dalam kondisi baik,
tidak cacat, ukuran sama besar dan simetris (Gambar
4a, 4b dan 4c) (Kostaman 2013; Kostaman & Sopiyana
2015). Pada ayam KUB berhasil dipanen gPGC 148 sel
per embrio.
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(A) Gonad embrio ayam KUB umur tujuh hari; (B) Setelah
0,5 jam masa inkubasi; (C) Gonadal primordial germ cell
yang berhasil diisolasi setelah satu jam masa inkubasi

Gambar 4. Proses pelepasan gPGC dari gonad embrio ayam
KUB setelah inkubasi di larutan PBS

Sumber: Koleksi pribadi

KRIOPRESERVASI GONADAL PRIMORDIAL
GERM CELL

Kriopreservasi merupakan teknik penyimpanan
material genetik beku dalam nitrogen cair (-196°C).
Keuntungan teknik penyimpanan ini, yaitu efisien dari
segi biaya, waktu penyimpanan panjang, ruang
penyimpanan sempit dan tenaga yang dibutuhkan
sedikit, serta mudah untuk dibawa ke tempat lain
(Sawicka et al. 2011).

Teknik kriopreservasi ex situ pada unggas yang
populer saat ini adalah semen beku (Hammerstedt
1995). Fertilitas semen segar dan beku pada unggas
lebih rendah dibandingkan dengan spesies lain sehingga
perlu banyak penyempurnaan sebelum digunakan
dalam industri perunggasan (Chalah et al. 1999).
Kriopreservasi oosit dan embrio unggas belum
dikembangkan, karena karakteristik fisiologis dan
anatominya yang unik. Kriopreservasi gPGC dapat
menjadi pilihan yang lebih baik untuk penyimpanan
material genetik unggas (Nakamura et al. 2013).

Squires et al. (2004) dan Alvarenga et al. (2005)
berpendapat bahwa dasar pemilihan krioprotektan yang
akan digunakan untuk kriopreservasi adalah (1)
Mampu melindungi sel selama pembekuan; (2)
Mempunyai bobot molekul yang kecil agar lebih
mudah dan cepat masuk ke dalam sel, serta mengurangi
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toksisitas akibat osmolaritas yang tinggi; dan (3)
Mudah larut dalam air. Pada dasarnya tujuan utama
dari kriopreservasi gPGC adalah melestarikan plasma
nutfah unggas yang mendekati kepunahan. Penyebab
utama kerusakan dalam kriopreservasi gPGC selama
pembekuan adalah tergantung pada jumlah air bebas
dan air yang mengkristal. Selama pembekuan, sebagian
besar air berubah menjadi es dan metabolisme sel
berhenti (Best 1990).

Beberapa krioprotektan yang telah digunakan
dalam kriopreservasi sel germinal pada unggas adalah
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Moore et al. 2006;
Setioko et al. 2007; Kostaman & Setioko 2011; Kim et
al. 2013b; Sawicka et al. 2015) dan etilen glikol (GE)
(Kobayashi et al. 2003; Moore et al. 2006; Kim et al.
2013b). Keuntungan dan kerugian dari krioprotektan di
atas telah dilaporkan oleh Kostaman & Setioko (2011).

Untuk melihat keberhasilan kriopreserpasi gPGC
secara in vitro, dapat dilihat dari jumlah sel yang
berhasil pulih setelah pembekuan (recovery rate) dan
viabilitasnya. Contoh hasil recovery rate dan viabilitas
kriopreservasi gPGC tertera pada Tabel 1. Recovery
rate  maksimum tergantung pada berkurangnya
pembentukan kristal es intraselular dan kerusakan
kriogenik yang disebabkan oleh konsentrasi larutan
yang tinggi pada saat cairan intraselular membeku
(Setioko 2008).

Dua pendekatan yang digunakan  untuk
meningkatkan recovery rate dan viabilitas adalah (1)
Pendinginan sel secara bertahap sampai tingkat terendah
tanpa menyebabkan pembentukan es intraseluler; dan
(2) Penambahan berat molekul senyawa rendah dengan
cryomedium. Perbaikan lebih lanjut diperlukan, seperti
untuk tingkat pendinginan dan pemanasan, serta jenis
dan konsentrasi agen krioprotektan (Nakamura et al.
2013). Jadi, kriopreservasi gPGC adalah strategi yang
layak digunakan untuk konservasi plasma nutfah
unggas jantan dan betina (Nakamura et al. 2013).

Tabel 1. Kualitas gPGC unggas setelah pembekuan

Jenis Kualitas gPGC

— Sumber
ayam Recovery rate  Viabilitas
Broiler 39,446,5% - Tajima et al.
(42L) (2003)+ A
White 36,8+1,5% - Kohara et al.
Leghorn (2008)% A
White 56,7+3,0% - Kohara et al.
Leghorn (2008)1A
Korean native - 50,39 Kim et al.
chicken (2013a)-B
Korean native - 64,36 Kim et al.
chicken (2013a) ¢

!Metode pembekuan lambat; 2Metode vitrifikasi; YDMSO +
Fetal Bovine Serum (FBS) 10%; ®DMSO + FBS 15%; 9EG
+ FBS 10%

PEMANFAATAN GONADAL PRIMORDIAL
GERM CELL UNTUK PELESTARIAN PLASMA
NUTFAH UNGGAS DI INDONESIA

Untuk mempertahankan keberadaan plasma nutfah
unggas, khususnya ayam, maka sejak tahun 2008
Balitnak mulai melakukan penelitian dan penyimpanan
material genetik dari PGC yang diisolasi dari sirkulasi
darah embrio ayam-ayam lokal Indonesia dikenal
sebagai PGC-sirkulasi. Material genetik dari PGC
dapat digunakan untuk pengembangan unggas di masa
mendatang.

PGC-sirkulasi ayam lokal Indonesia jumlahnya
relatif masih rendah jika dibandingkan dengan PGC-
sirkulasi ayam ras (Kostaman et al. 2013). Konsentrasi
PGC-sirkulasi tertinggi, yaitu pada tahap 14 atau 15
pada embrio ayam (Tajima et al. 1999). Waktu
inkubasi yang diperlukan untuk mencapai tahap 14-15
bervariasi antara individu embrio (Tajima et al. 1999).
Proporsi PGC terhadap sel darah 0,02% (Yasuda et al.
1992). Oleh karena itu, untuk menjamin perolehan
koleksi PGC-sirkulasi pada tahap 14-15 untuk
menghasilkan germline chimera dibutuhkan jumlah
telur fertil yang banyak.

Untuk mengurangi penggunaan telur fertil, sejak
tahun 2015 dilakukan penelitian membandingkan hasil
isolasi PGC yang berasal dari gonad dan dari sirkulasi.
Hasil sementara menunjukkan bahwa gPGC gonad
jumlahnya tiga kali lipat lebih banyak dari PGC-
sirkulasi (Kostaman & Sopiyana 2015) yang akan
berdampak pada penggunaan telur fertil yang lebih
sedikit dalam membuat germline chimera.

Beberapa peneliti berhasil melakukan transfer
gPGC yang di isolasi dari gonad embrio ayam umur
tujuh hari masa inkubasi (Nakajima et al. 2011) ke
dalam aliran darah embrio resipien dan mampu
berdiferensiasi tumbuh menjadi gamet normal pada
gonad resipien (Tajima et al. 2004; Kim et al. 2005;
Park et al. 2008; Nakajima et al. 2011; 2012). Jadi
gPGC yang telah dibekukan dapat digunakan untuk
menghasilkan keturunan ayam yang sehat melalui
ayam germline chimera, antara lain menghasilkan
ayam dengan ayam hutan (Kang et al. 2009) dan ayam
dengan itik (Liu et al. 2012). Selain itu, metode isolasi
gPGC dapat digunakan dalam pembentukan sistem
manajemen  reproduksi  spesies  spesifik  untuk
keberhasilan konservasi sumber daya genetik unggas
(Glover & McGrew 2012).

Teknologi ini diharapkan dapat membantu dalam
mempelajari perkembangan sel germinal, konservasi
sumber daya genetik, produksi hewan transgenik dan
mempertahankan plasma nutfah sehingga mengurangi
biaya pemeliharaan ternak unggas agar aman dari
outbreak penyakit menular dan bencana alam. Manfaat
ini terutama disadari ketika teknologi germline chimera
dikombinasikan dengan kriopreservasi gPGC sehingga
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memungkinkan perbaikan jangka panjang dari sumber
daya genetik unggas yang hampir punah/langka. Selain

itu, teknologi germline chimera mungkin dapat
mengurangi dampak lingkungan yang berpotensi
negatif dari strategi konvensional ex situ untuk

melestarikan sumber daya genetik unggas (Nakajima &
Tajima 2013). Ringkasan beberapa aplikasi dan
keberhasilan penggunaan PGC pada unggas disajikan
pada Tabel 2.

Tabel 2. Aplikasi penggunaan primordial germ cell unggas

Pustaka
Salter et al. (1986)

Hasil Penelitian

Keberhasilan pengembangan
ayam transgenik

Dihasilkan pertama kali ayam
germline chimeric

Petitte et al. (1990)

Dihasilkan burung transgenik dari
transfer PGC

Pluripotent embrionic stem cell
(ESC) yang berasal dari
blastoderm

Vick et al. (1993)

Pain et al. (1996)

Chimera somatik menghasilkan
sejumlah besar antibodi terapeutik
di dalam putih telur

Pertumbuhan germline secara in
vitro, dan rekayasa genetika PGC

Zhu et al. (2005)

van de Lavoir et al.
(2006)

Penekanan penularan flu burung Lyall et al. (2011)

pada rekayasa genetika ayam

Penggunaan transposon untuk
memodifikasi genom ayam

Macdonald et al. (2012);
Park & Han (2012); Yang
& Kim (2012)

Kasperczyk et al.
(2012)

Kultur epitel saluran telur ayam

Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian
(Balitbangtan)  mencanangkan  komitmen  untuk
berperan aktif dalam mendukung kegiatan pelestarian
sumber daya genetik lokal (SDGL) dengan mendirikan
gene bank sebagai tempat penyimpanan gen-gen SDGL
dalam bentuk kriopreservasi termasuk penyimpanan
gPGC ayam lokal Indonesia.

KESIMPULAN

Koleksi PGC dari gPGC saat ini merupakan
pilihan terbaik dari teknologi koleksi PGC yang ada
dan sudah dikuasai dengan baik di Indonesia. Hal ini
karena jumlah gPGC yang dipanen lebih banyak
dibandingkan dengan metode isolasi PGC yang berasal
dari sumber lain. Hal tersebut akan mempermudah
dalam aplikasi  teknologi  konservasi  dengan
pembentukan germline chimera dalam rangka
mempertahankan keberadaan plasma nutfah unggas
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lokal dan asli yang ada di Indonesia dan pengembangan
unggas transgenik untuk industri ke depan.
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