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ABSTRACT

UDIN, Z., JASWANDI, T. AFRIANI and LEONARDO E. 2007. Use of pregnant mare’s sera gonadotropin (PMSG) in media in vitro
maturation of cow oocytes. JITV 12(1): 55-59.

It is known that hormone addition in media helps in vitro maturation of oocyte. This research was aimmed to determine the
effect of PMSG in media to maturation rate and nucleous developvement of cow oocyte. Ovaries were obtainned from local
slaughterhouse. The media used for in vitro maturation of oocyte was TCM- 199 and the treatment was 3 levels of PMSG: 0, 10
and 20 mg/ml. Result of this research showed that the dose of PMSG in maturation media was significantly affected (P<0.05)
nucleolus development of oocytes and maturation rate. The average of germinal vesicle (GV) stage in 3 levels of PMSG 0, 10
and 20 mg/ml were 38.33; 12.64 and 9.64%, respectivelly. There was no germinal vesicle breakdown (GVBD) found in 3 levels
of PMSG addition. The nucleous development of metaphase—I (M-I) were 7.64; 20.2 and 22.00%, but the average of maturation
rate (M-11) was 16.32; 48.10 and 35.34% for 3 levels of PMSG: 0, 10 and 20 mg/ml, respectivelly. It is concluded that 10 mg/ml
PMSG in media of in vitro maturation resuls in the highest maturation rate of cow oocyte.
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ABSTRAK

UDIN, Z., JASWANDI, T. AFRIANI dan LEONARDO E. 2007. Penggunaan pregnant mare's serum gonadotropin (PMSG) dalam
pematangan in vitro oosit sapi. JITV 12(1): 55-59.

Telah diketahui bahwa penambahan hormon dalam medium sangat membantu untuk pematangan oosit in vitro. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan dosis PMSG yang terbaik ditambahkan dalam medium pematangan terhadap persentase oosit yang
matang dan tingkat perkembangan inti oosit in vitro. Ovarium sapi yang dikoleksi dari Rumah Potong Hewan, kemudian oosit
dari ovarium tersebut dikoleksi dengan cara slicing setelah dicuci dengan medium PBS. Medium pematangan oosit digunakan
TCM-199 yang ditambahkan PMSG dengan dosis 0 mg/ml; 10 mg/ml dan 20 mg/ml sebagai perlakuan dengan 5 ulangan. Oosit
yang berkualitas A dan B diinkubasi pada temperatur 38°C selama 24 jam untuk mengevaluasi tingkat perkembangan inti oosit.
Rancangan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap (RAL) dengan uji lanjut DMRT. Hasil penelitian menunjukkan dosis
PMSG berbeda nyata (P<0,05) terhadap perkembangan inti oosit dan persentase 0osit yang matang in vitro. Perkembangan inti
oosit pada tahap GV masing-masing 38,33; 12,64 dan 9,64% untuk dosis 0, 10 dan 20 mg/ml. Tidak ada perkembangan inti oosit
pada tahap GVBD. Perkembangan inti oosit pada tahap M-I berturut-turut 7,64; 20,2 dan 22,0%, sedangkan pada tahap M-Il
adalah 16,32%; 48,10% dan 35,34 mg/ml masing-masing untuk perlakuan penambahan PMSG 0, 10 dan 20 mg/m. Dapat
disimpulkan bahwa penambahan PMSG 10 mg/ml dalam medium maturasi adalah yang terbaik dalam penelitian ini.

Kata Kunci: In vitro, Oosit sapi, PMSG, Medium

PENDAHULUAN pematangan oosit in vitro masih belum dapat

menghasilkan angka pematangan oosit yang optimal.

Fertilisasi in vitro (IVF) merupakan teknologi yang
memproduksi embrio dalam jumlah banyak dan relatif
murah. Perkembangan IVF telah semakin meluas
dengan menggunakan materi, baik dari sapi yang masih
hidup maupun yang sudah dipotong. Ovarium sapi yang
berasal dari Rumah Potong Hewan merupakan sumber
o0osit yang murah dan mampu menyediakan oosit dalam
jumlah yang banyak. Namun demikian belum semua
potensi ovarium dapat dimanfaatkan karena daya hidup
0osit yang terbatas dan medium yang digunakan dalam

Teknologi fertilisasi in vitro dapat menjadi alternatif
untuk produksi embrio dalam jumlah banyak. Produksi
embrio in vitro telah banyak dilakukan pada sapi
(TROUNSON et al., 1994).

Pematangan oosit in vitro merupakan rangkaian
kegiatan teknologi fertilisasi in vitro. Medium yang
digunakan untuk pematangan oosit in vitro umumnya
ditambahkan dengan FSH dan LH. Hasil penelitian
yang dilakukan oleh ToTey et al. (1993) dengan
menggunakan hormon FSH (0,5 pg/ml), LH (5 pg/ml)
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dan estradiol (1 pg/ml) yang ditambahkan serum 10%
didapatkan angka pematangan oosit meningkat
dibandingkan dengan medium yang tidak ditambahkan
hormon, tetapi diantara ketiga hormon angka
kematangan oosit tidak berbeda nyata. Ditambahkan
oleh Lee dan Fukui (1996) melakukan pematangan 30 -
40 oosit di dalam 100 ml TCM-199 yang ditambah
dengan FSH dan LH. Selanjutnya CHol et al. (2001)
menambahkan beberapa dosis FSH dan LH dapat
meningkatkan ekspansi sel-sel kumulus, tetapi tidak
menunjukkan pengaruh yang nyata terhadap angka
blastosis.

Penggunaan PMSG yang mempunyai fungsi sama
dengan FSH merupakan alternatif untuk ditambahkan
dalam medium pematangan oosit in vitro. PMSG ini
merupakan hormon gonadotropin yang relatif lebih
murah dan mudah didapatkan. Upaya meningkatkan
keberhasilan pematangan oosit in vitro dewasa ini terus
disempurnakan dengan penambahan berbagai hormon
maupun growth faktor pada medium TCM-199. Pada
penelitian ini digunakan medium yang tidak ditambah
hormon dan medium yang ditambah hormon PMSG
dengan dosis yang berbeda untuk mendapatkan
alternatif medium pematangan oosit yang optimal.

Untuk mengetahui dosis PMSG yang terbaik dalam
proses pematangan oosit sapi, maka pada penelitian ini
dilakukan penambahan PMSG dalam medium TCM-
199 terhadap tingkat perkembangan inti oosit in vitro.

MATERI DAN METODE

Ovarium sapi diperoleh dari Rumah Potong Hewan
sejumlah 22 pasang. Sementara itu, medium yang
digunakan untuk koleksi ovarium dan oosit adalah NaCl
fisiologis dan phosphate buffer solution (PBS). Untuk
pematangan oosit digunakan larutan TCM-199 yang
ditambahkan dengan PMSG. Jumlah oosit yang
digunakan pada penelitian ini adalah 300 oosit yang
berkualitas A dan B. Penelitian ini dilakukan di
laboratorium Fisiologi Reproduksi Ternak/Al Fakultas
Peternakan Universits Andalas, Padang.

Koleksi ovarium dari Rumah Potong Hewan dibawa
dengan termos yang berisi larutan NaCl fisiologis ke
laboratorium. Kemudian di laboratorium ovarium
dibersihkan dari sisa lemak dan dicuci dengan NaCl
fisiologis.

Koleksi oosit dilakukan dengan metoda slicing
dengan medium dasar PBS yang telah disuplementasi
dengan serum 5%. Oosit yang dikoleksi dicuci dengan
medium PBS dengan 5% serum sapi sebanyak 3 kali
dan selanjutnya kualitas oosit ditentukan berdasarkan
kriteria yang dikemukakan oleh Loos et al. (1989).
Oosit yang digunakan pada penelitian ini adalah yang
berkualitas A dan B yaitu yang dikelilingi oleh 4 — 5
lapisan sel kumulus. Ditambahkan oleh MOSTAFIZUR et
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al. (2003) bahwa oosit kualitas A dan B didapatkan
pada folikel yang berdiameter 2 — 6 mm.

Media dasar untuk koleksi oosit digunakan PBS
yang ditambahkan dengan serum sapi 5% dan media
untuk pamatangan ditambahkan 10% serum sapi dalam
media TCM-199. Medium pematangan (TCM-199)
oosit in vitro ditambahkan dengan 3 dosis PMSG
sebagai perlakuan dan 5 ulangan. Dosis PMSG terdiri
dari: Perlakuan A = 0 mg/ml; Perlakuan B = 10 mg/ml;
Perlakuan C = 20 mg/ml. Selanjutnya oosit dicuci
dengan medium TCM-199 sebanyak 3X,
disedot/dimasukkan ke dalam straw sebanyak 20 oosit
dalam 100 pl medium TCM-199 untuk setiap ulangan.
Jumlah oosit untuk setiap perlakuan berjumlah 100
oosit. Kemudian diinkubasi pada temperatur 38°C
selama 24 jam. HINRICH et al. (1993) melaporkan
bahwa angka kematangan lebih tinggi didapatkan pada
lama inkubasi 24 jam untuk oosit yang mempunyai
kumulus lengkap. Ditambahkan oleh GORDON (1994)
bahwa perkembangan inti oosit selama pematangan in
vitro fase Metafase-1l (M-11) dicapai pada 18-24 jam
inkubasi.

Evaluasi pematangan oosit dilakukan dengan teknik
pewarnaan dan fiksasi untuk mengetahui tingkat
kematangan inti oosit sapi setelah inkubasi. Pewarnaan
oosit dengan menggunakan aceto-orcein dilakukan
selama 15 menit, dan sisa-sisa pewarnaan dicuci dengan
larutan gliserol asetal. Tingkat kematangan inti oosit
diamati di bawah mikroskop.

Peubah yang diamati adalah tingkat perkembangan
inti oosit yang mencakup tahap germinal vesicle (GV),
germinal visicle breakdown (GVBD), Metafase-1 (M-I)
dan Metafase-11 (M-11). Analisis data dilakukan dengan
analisis ragam dalam Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dan uji lanjut DMRT menurut (STEEL dan TORRIE,
1993).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Tingkat perkembangan inti oosit

Tingkat perkembangan inti oosit berdasarkan status
pematangan oosit in vitro pada 3 dosis PMSG dapat
dilihat pada Tabel 1.

Persentase tingkat perkembangan inti oosit pada
tahap GV yang tertinggi adalah pada perlakuan A (0
mg/ml) yaitu 38,33%, perlakuan B (10 mg/ml) adalah
12,64% dan terendah perlakuan C (20 mg/ml) adalah
9,64%. Hasil penelitian ini  menunjukan bahwa
penambahan hormon PMSG dapat meransang
perkembangan inti oosit, sehingga jumlah oosit yang
berhenti perkembangannya hanya sedikit. Hasil analisis
statistik menunjukkan dosis PMSG berbeda nyata
(P<0,05) terhadap status inti tahap GV. Uji lanjut
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Tabel 1. Tingkat perkembangan inti oosit sapi pada 3 dosis

PMSG

Dosis PMSG Perkembangan inti oosit (%)
umlah = o GyBD M-I
oosit (n)

0 mg/ml 100 38,33 0 7,64°

10 mg/ml 100 12,64° 0 20,52°

20 mg/ml 100 9,64 0 22,00°

Superskript yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukan perbedaan nyata (P<0,05)

DMRT menunjukkan bahwa dosis PMSG 0 mg/ml
berbeda nyata dengan dosis PMSG 10 mg/ml dan 20
mg/ml. Sedangkan antara dosis 10 mg/ml dan 20 mg/ml
tidak berbeda nyata (P>0,05) terhadap status inti tahap
GV. Ini menunjukkan bahwa pada medium TCM-199
yang tidak ditambahkan dengan hormon PMSG,
persentase oosit yang tidak mampu melewati tahap GV
lebih banyak, walaupun masih ada sejumlah oosit yang
lain terus berkembang ketahap berikutnya. Medium
yang tidak ditambah dengan PMSG tidak dapat
memenuhi kebutuhan akan hormon dan nutrisi untuk
tumbuh oosit. Ini sesuai dengan yang dilaporkan oleh
CHol et al. (2001) bahwa penambahan berbagai dosis
FSH (0-10 pg) dan LH (10-49 pg) meningkatkan
ekspansi sel-sel kumulus, tetapi tidak menunjukkan
pengaruh yang nyata terhadap angka blastosis.
Selanjutnya  DiuitA  (2001) vyang melakukan
pengamatan inti oosit domba sebelum dan sesudah
pematangan baik yang dibekukan maupun tanpa
pembekuan dengan metoda vitrifikasi melaporkan
bahwa 94% oosit berada pada tahap GV dan 6% berada
pada tahap GVBD.

Persentase tingkat perkembangan inti oosit pada
tahap GVBD untuk ke 3 dosis PMSG tidak tampak.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semua oosit
tidak ada yang berhenti pada tahap GVBD dan mampu
berkembang ke tahap berikutnya tanpa hambatan. Hal
ini mungkin disebabkan oleh waktu inkubasi yang
digunakan relatif lebih lama yaitu 24 jam, sedangkan
tahap ini terjadi pada awal proses pematangan oosit. Ini
sesuai dengan hasil penelitian DiATI (1999) bahwa
penambahan PMSG dan LH menyebabkan tingkat
perkembangan inti oosit pada tahap GV dan GVBD
adalah 0%. Ditambahkan oleh Xu dan GREVE (1988)
bahwa sapi yang mengalami superovulasi, tahap GVBD
bisa dicapai pada waktu 6 - 12 jam setelah maturasi.
Selanjutnya PAWSHE et al. (1994) menyatakan bahwa
metafase Il yang ditandai dengan keluarnya benda
kutub-1 (BK-I) terjadi setelah 16 jam dan mencapai
87% setelah 24 jam. Menurut DE SMEDT et al. (1992)
menyatakan bahwa lama pematangan in vitro adalah
24-27 jam.

Persentase tingkat perkembangan inti oosit pada
tahap metafase-1 (M-I) yang terendah didapatkan pada
dosis PMSG 0 mg/ml dan diikuti dosis PMSG 10
mg/ml dan tertinggi pada dosis PMSG 20 mg/ml (Tabel
1). Hasil analisa statistik menunjukkan dosis PMSG
berbeda nyata (P<0,05) terhadap status inti oosit pada
tahap Metafase-1 (M-I). Uji lanjut DMRT menunjukkan
bahwa PMSG 0 mg/ml berbeda sangat nyata (P<0,01)
dengan dosis PMSG 10 mg/ml dan dosis PMSG 20
mg/ml. Sementara itu, antara dosis 10 pg/ml dengan
dosisi 20 pg tidak berbeda nyata (P>0,05). Persentase
yang meningkat dari tahap GV ke tahap M-I merupakan
suatu penurunan terhadap jumlah perkembangan inti
oosit yang dihasilkan pada dosis 10 mg/ml dan
menyebabkan berkurangnya persentase o0osit yang
berkembang sampai tahap akhir atau M-II. Hasil
penelitian ini menunjukkan bahwa penurunan jumlah
oosit sampai pada tahap M-l disebabkan adanya
degenerasi  oosit. Disamping itu, boleh jadi
terkoleksinya oosit dari folikel yang kurang dari 2 mm
menyebabkan terhentinya perkembangan inti oosit,
sehingga tingkat perkembangan inti oosit hanya sampai
pada tahap M-I. Status perkembangan inti oosit pada
tahap M-I ini, hampir sama dengan yang dilaporkan
oleh HUNTER (1987) yaitu pematangan oosit sapi
14,21% akan terhenti pada tahap M-l. Sementara itu,
SEATON (1991) melaporkan bahwa pematangan inti
0osit dengan tanpa medium pada tahap metafase-I
adalah 13,9%.

Persentase oosit matang (tahap M-I1) in vitro

Persentase oosit yang matang in vitro pada 3 dosis
PMSG yaitu: 0, 10 dan 20 mg/ml adalah 16,32, 48,10
dan 35,84% secara berturut-turut (Tabel 2). Rataan
keseluruhan oosit yang matang in vitro pada tahap
Metafase - 11 (M-11) adalah 33,44%.

Hasil penelitian ini menunjukkan persentase oosit
matang pada tahap Metafase-1l (M-11) yang terendah
pada dosis 0 mg/ml dan diikuti pada dosis 20 mg/ml
dan tertinggi pada dosis 10 mg/ml. Hasil analisis
statistik menunjukkan dosis PMSG berbeda sangat
nyata (P<0,01) terhadap persentase 0osit yang matang
in vitro. Uji lanjut DMRT menunjukkan bahwa antara
oosit PMSG 0 mg/ml dengan dosis 10 mg/ml berbeda
sangat nyata (P<0,01) terhadap persentase oosit matang.
Sementara itu, antara dosis 0 mg/ml dengan dosis
PMSG 20 mg/ml menunjukkan perbedaan yang nyata
(P<0,05) terhadap oosit matang in vitro. Ini
menunjukkan bahwa penambahan PMSG akan
meningkatkan persentase oosit matang in vitro dan
penambahan dosis PMSG 10 mg/ml telah mampu
meningkatkan aktivitas pematangan inti oosit sampai
pada tahap Metafase-11 (M-II). Ini sesuai dengan yang
disampaikan oleh CHol et al. (2001) bahwa
penambahan berbagai dosis FSH (0 — 15 pg/ml) dan LH
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(10-49 pg/ml) meningkatkan exspansi sel-sel kumulus
dan expansi sel-sel kumulus yang maximal terjadi pada
penambahan FSH 1 pg/ml dan LH 1 pg/ml dalam
medium. Ditambahkan oleh BAVISTER dan NiwA
(1992) bahwa medium yang digunakan dalam
pematangan oosit in vitro tidak hanya dapat
mempengaruhi proporsi oosit yang mencapai M-I1 atau
fertilisasi  tetapi  juga dapat  mempengaruhi
perkembangan berikutnya.

Tabel 2. Persentase oosit matang (M-I1) pada 3 dosis PMSG

Dosis PMSG Persentase oosit matang (M-11)
0 mg/ml 16,32*
10 mg/ml 48,10
20 mg/ml 35,84°
Rataan 33,44%

Superskript yang berbeda menunjukan perbedaan yang
sangat nyata (P<0,01)

Secara fisiologis PMSG lebih bersifat seperti FSH
yang memiliki fungsi merangsang pembentukan dan
pertumbuhan folikel, sehingga meningkatkan kadar
hormon estrogen di dalam darah. Disamping itu
persentase oosit matang in vitro juga berasal dari
kondisi oosit yang digunakan yaitu masih mempunyai
kumulus utuh dan fungsional. Menurut PAWSHE et al.
(1994) koleksi oosit dari ovarium dengan teknik
penyayatan adalah metoda yang sederhana dan efisien,
karena dapat memperoleh persentase o0osit dengan
kumulus kompak yang lebih tinggi. Oosit dengan
kumulus yang kompak menghasilkan  angka
pematangannya tinggi.

Rataan persentase oosit yang matang pada penelitian
adalah 33,44% lebih rendah dibandingkan dengan hasil
penelitian yang didapatkan JAswANDI (2001) pada
domba, yakni 40, 59 dan 60% pada suhu 4, 24 dan 35°C
secara berturut-turut. Perbedaan ini disebabkan
sensitifitas terhadap suhu dari kedua spesies dan suhu
transparasi ovarium dari rumah potong hewan. Nilai ini
sesuai dengan pendapat GORDON (1994) bahwa
terbatasnya daya hidup oasit karena kematian yang
segera diikuti oleh perubahan generatif pada ovarium.
Perubahan itu akan lebih cepat pada kondisi tubuh (35-
38,5°C) daripada suhu yang lebih rendah. Pada
penelitian ini suhu transparasi ovarium adalah 27°C
atau suhu kamar. Selanjutnya SoLANO et al. (1994)
melaporkan bahwa oasit yang disimpan secara intra
folikuler pada suhu 4°C selama 24 jam masih
mempunyai kapabilitas untuk mengalami pematangan
dan fertilisasi.
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KESIMPULAN

Tingkat perkembangan inti oosit lebih banyak
terhenti pada tahap GV dalam medium yang tidak
ditambah hormon PMSG (0 mg/ml). Penambahan
PMSG dalam medium pematangan sangat nyata
(P<0,05) mempengaruhi persentase perkembangan inti
oosit. Penambahan dosis PMSG 10 mg/ml dalam
medium pematangan oosit sapi in vitro adalah yang
terbaik dengan rataan oosit matang in vitro pada tingkat
perkembangan inti oosit tahap M-11 adalah 48,10%.
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