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Jenis kelamin embrio mutlak ditentukan oleh sel

sperma-
tczoa sehinggs dengan teknik manipulasi spermatozoa pembaws
kromosom kelamin akasn didspatksn embrio dengan jenis kelamin

sesugi kebutuhsn. Xarens disustu bidsng peternszkan, Jenis
kelamin ternsk ysng satu lebih bermasnfasat dibandingkan
kelamin vang lain, maska dengan menekan produksil ternsk dsari
Jjeris kelamin yang L“crang bermanfsat den meninghkatkan produk-

si ternak dari jenis kelamin yang bermanfaat, =skan dapst

meningkatkan efisiensi reproduksi secarsz efektif.

Telah banysk penelitian vyvang mengucsahakan pemisahan

spermatozosa

fisik, biokimia wmaupun immunologis disntara spermatozoa

pembawa kromoscom X den Y, namun pemisshan spermatozosa sspi

pembawa kromosom X dan Y berdasarkan

Madura belum pernsh diusahskan.

Jenis

perbedsaan

Penelitian ini bertujusn mengetahui efektivitss berbagai
perlakusn dalam usahsa pemiszahan spermatozos pembawa kromosom

X dan Y sapi Madura dengan kolom Percoll, kolom Sephadex.



teknik swim-up dan teknik aside migration.

Penelitian dilskukan di lsborstorium Kebidanan Veteri-
ner, Fakultas Kedckteran Hewan Unair, mulai bulsn Juli 1948
sampal bulan Janusari 1999,

Dalam penelitian ini sampel berupa semen beku sapi
Madura unggul produksi Balai Inseminasi Buatan Singosﬁri.
Setelash masing-masing perlakuan vaitu prasase melalui kolom
Percoll dan kolom Sephadex untuk mendapatkan spermatozoa
pembawa kromosom X serta dengan teknik swim-up dan a&aside
migration untuk mendspatkan spermatozos pembaws kromosom Y,
spermatozoa difertilisasikan dengan oosit sapi Madura yang
telah masak. Setelah terjadi fertilisasi, cleavage dihentikan
pada stadium metaphsse, embrio dibuat preparat sitogenetik
dan analisa dilskukan di bawah mikroskop dengan perbesaran
kuat untuk penentuan jenis kelamin embrio sehinggs diketshui

kromosom kelamin srermatozeoa yang membuahi oosit tersebut.

Dari hssil penelitiasn dapat disimpulksn sdanya kecende-
rungan perubashan resio spermatozoa pesbawa kromosom X/Y
setelah perlakuan dengan kolom Percoll, kolom Sephadex dan
teknik aside migratiorn yaitu dari 50 : 50 ke 54,9 : 45,1 den
52,3 : 47,7 serta 48,2 : 51,8 berturut-turut. Sedang setelsh
perlakuan dengan teknik swim-up tidak tampak adanya pergeser-

an dari rasio normsl.

Dengsn terkuasszinyvs teknik preparssi ulssan kromosom
untuk sansalisis sitogenetik, menggunshkan embrio sstu sel,
perlu dikembangkan lebih lanjut teknik untuk embrio 8 sel
keatas yang =akan lebih efisien untuk mengukur efektivitas
berbagai modifikasi teknik separasi spermatozoa pembawa
kromosom X dan Y.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belskang M¥asslah

Proses pembentukan spermatozos psda mamslia menghssilksan
2 tipe spermatozos berdassarkan kromatin seks yang dibaws.
Dari kedus tipe gamet ini spermatozoa yang membaws kromosom X
skan menghasilkan embrio betina sedangkan spermatozoa vyang
membawa kromosom Y akan menghasilkan embrio Jjantan setelah

fertiliszasi ovosit.

Dengan demikian Jelaslah bahwa Jjenis kelamin embrio
mutlak ditentukan oleh sel spermatozoz sehingga dengan teknik
mesnipulasi spermatozoa pembawa kromosom seks akan kita dapat-

xan emprio dengan jenis kelamin sesuail kebutuhan.

Bila zemen sapi vang sudah dipisshkan berdasarkan Jjenils
kelaminnys dipakai untuk inseminasi, baik dalam inseminasi
buatsn maupun fertilisasi in vitro, mska efisiensi reproduoksi
aksn dapast ditingkstkzn dengan sangat efektif. Daril suatu
peternakan sapi perah, hanya sapi berkuslitas tinggi vang
diinseminasi dengan semen pembawa Kromosom X sehingga akan
didapatkan pedet betins penerus keturunan dengan knalitss

sapi persh ysng baik. Sedangkan sapl perah yang kualitasnysa






kurang baik bisa diinseminasi dengan spermatczoa pembaws
kromosom Y sehingds didapatkan pedet Jantan yand lebih mend-
untungksn untuk produksi daging, Earena sapi Jantsn tumbuh
lebih cepsat dan memproduksi daging lebih banyak. Jasdl, menga-
o perlu pengaturan jenis Kelamin ternak? Alassan utamanya
adalsh, di sustu bidang satu jenis kelamin lebih bermaﬁfaat
daripada jenis kelamin lainnya sehinggs dengsn mengatur jenis
kelamin peternak dapat meningkatkan perolehan ternsk dari
jenis kelamin yang lebih dibutuhkan serta menekan perolehan
ternak deri jenis kelamin yang kurang dibutuhkan. Selain 1itu
dengan teknik manipulasi ini juga dapat dicegah resiko terjs-
dinys freemartin pada kebuntingan kembar, dimansa kasus free-

martin ini sangsat meruvgikan peternsk sapi.

1.2. Permasalahan

Walaupur banyak peneliti telah rembuktikan adanya berba-
gni perbedaan fisik, bickimia maupun immunologis yang dimi-
1iki spermatozos pembawa kromosom X dan spermatozos pembawa
kromoson Y dan perbedsan-perbedaan ini telsh dipskai sebagai

dssar berbagsi teknik pemisshan spermatozoa.

Sampai sast ini manipulasi pemisahan sel spermatozoa
sapi Madura belum pernsh dilakuksn. Untuk memastikan efekti-
vitas berbagai teknik untuk memisahkan spermatozoa pembawa

kromosom X dan spermatozoa pembawas kromosom Y ini, wmaska perlu






seksali konfirmasi dengan analisis sitogenetik sehingda seka-

ligus dapat diketahui metode pemisah yang paling efektif.

1.3. Tujuan Penelitian

Mengetshui efektivitas pemisahan spermatozos sapi Madnra
pembawa kromosom X dan Y dengan teknik Percoll, Sephadex,
swim up dan aside migration (%) berdasarkan konfirmesi dengan

analisis sitogenetik.

1.4. Manfasat Penelitian

Dengsn diketahuinya efektivitas masing-masing teknik ini
dapat dipilih tekrnik yang paling cocok untuk mendapatkan
spermatoczoa pembaws Kromosom X moupun Y dsri semen sapi

Madurs.







BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Spermatozoa

Kepala spermatczoa berbentuk oval dan pipih, mempunyal
nukleus yang sangat kompak. Jumlah Kromosom dan 1isi DHA
nukleus spermatozos adalah haploid atau setengah dari sel-~
sel somatis dseri spesies ysng bersangkutsn, yang baik berisi
kromosom X atau Y. Kromosom kelamin bertanggung jswab stas
berbagai perbedaan isi DNA (Anderson, 1881) yang menimbulkan
banyak perbedaan potensisl antara spermatozos pembawa Xromo-
som X atau Y. Hampir sepertiga berat kering sel spermatozos
berssal dari nuklens. Kromstin nukleus kurang lebih tersusun
atas setengah bagian DNA dan setengah bagian protein {Garner

dan Hafez, 1383).

Kroratin nuklesus spermatozoa mamalis mempunyai kekakuan
yﬁng khas dan sangat padst. Kondensasi yang sangat tinggil
ini terjadi selams spermatogenesis ketika protein nukleus
digantikan oleh protamin, yaitu proteiln nukleus kaya arginin
yang spesifik pads spermatozoa. Dalam spermatozoa masak
protamin membentuk Jaringan roiekul vang dihubungkan satu
dengan lainnya oleh ikatsn disulfid intra- dan inter-prota-
min. Agens pembuka ikatan disulfid dibutuhkan untuk mengu-
rangi ikatan untuk dekondensasi kromatin spermsatozos (Wyro-

bek =t al., 19380), namun nukleus spermatozos akan membengkak







dan kromatin segers mengslami dekondensasi secsra cepst
begitu spermatozoa berhubungan dengan coplasma (Laurincik et

al., 1984a3,.

Dalam testis sapi, spermatozoa yang membaws kromosom X
dan spermatozosz yang membawa kromosom Y diproduksi dalam
Jumlah yang sama (rasio kelamin primer 1:1) (Gordon, 1984).
Demikian pula hasil beberapa penelitisn menunjukkan bshws
rasic embric sapi Jjsntan : betina hasil fertilisasi in
vitro, baik yang dikultur in vitro maupun in vivo tak jauh

dari 1:1 (King et s81., 1891).

Pada vumumnva pemiszhsn spermatozos pembaws kromosom X
dan Y didasarkan pada berat, densitas stau vkuran kromosom X
den Y sebagal akibat perbedssrn ukursn komponen-kKomponen
spermatozoa yvang berbeds, selain itu dipakal jugs perbedaan
dalam ekspresi haploid Lkromosom X dan Y sebagzi akibat
perbedsaan sifat komponen-konponen spermatozoa (Hafez, 1583},
dimana teknik sitogenetik ini merupsakan satu-satunys pembeda

vang sangat pasti (Gledhill, 1888).

Walaupun perbedsan isi DNA asntars spermstozoa pembawa
kromosom X dan Y hanya kirs-kirs 4 % (Cotincot et al., 1993
untuk ternsk domestik, beberaps peneliti telah sukses meman-
faatkan dengan pewsrnaan fluoresen dan Fflow cytometry

(Garner et al., 1983; Cran et al., 1883}.






Kenyatasn bahws pads mamalia, fertilisasi oleh sperms-
tozoa penbawa kromosom X menghasilken Keturunan betina dan
spermatozca pembaws kromosom Y meﬁghasilkan keturunan Jantan
menimbulkan berbagsi usaha untuk melakukan seleksi Jenis
kelamin sebelum konsepsi sehinggs mengubsah rasio X : Y dalam
populasi spermatozoa, baik in vitro sebelum Inseminasi
Bustan maupun dalsm sSsluran betins serta dalam fertilisasi

in vitro.

Pads mulasnya ussha pemisahan spermatozoa manusia dise-
babkan oleh adanya keinginan untuk mengurangi Kkejadisan
gangguan genetik yang terkait dengan Jjenis kelamin (sex-
linked genetic disorders) yaitu gangguan resesif terkait-X
vang lebih serirng berpengaruh pada keturunan laki-laki.
Sedang pada hewsn domestik dikembangkan untuk rendaprstkan
produksi ternak yang maksimal dari jenis kelamin vang dibu-

turhkan (Windsor et al., 1933).

2.2. Konfirmasi Pemisahan Spermatozoa Pembawa Kromoson X
dan Y

Masalah vsng =2da dalsm penelitian yang mengusahskan
pemisahan spermatozoa pembawa kromosom X dan Y adalah sulit-
nys mengukur efektivitas pemisahan spermatozoa berupa rasio
spermatozoa pembaws kromosom X : Y dari populasi spermatozoa

sudah dipisahksn/dimurnikan (Hafez, 1893; Windsor et al.,






1883). Berbagai cara ysng digunakan untuk mengukur efektivi-

tas hasil pemissahan adslsh:

2.2.1. Melihat jenis kelamin keturunan

Metode ini sangat tidak efektif ksrens hasil sangat
lambat diperoleh serta membutuhkan banyak sekalil induk
resipien untuk penarikan kesimpulan yvang vslid, sedangkan
pengdunaan hewan model tidak menjamin relevansi padsa

spesies vang diinginkan.

2.2.2. Pewarnaan dengan Quinacrine

Pewarnaan dengan guinacrine mustard menyebsbkan
pewernaan fluoresen lengan panjang kromosom Y pada stadi-
um metaphase dasri spermatozoaz manusia selain juds menim-
bulkan titik fluoresen (F-body atau Y-body) pada nuklieus
stadium interphsse dari sel somatik maupun spermatozos.
Namun fluoresensi ini hanya terdeteksi sekitar 40 % dalam
sampel semen normal. Problem lsin yang ada vyaitu bshwa
fluoresensi kromosem Y ini adalah khas untuk setiap
spesies dimana F-body hanya terdeteksi pada spermatozoa
manusia dan gorila (Ericsson dan Glass, 1882). Walaupun
Bhattscharvya et al. (1877 melaporkan keberhasilannysa
mewarnai F-body spermatozoa sapil (disebut sebagai B-body)
setelah perlakuasn dengan protease, namun hal ini tetap

tak terkonfirmasikan secara jelas.






2.2.3. Analisis ksryotype spermaltozoa

Merupaks: perkembangan yang lebih mntskhir berupa
vermeriksaan langsung kromatin spermatozosa dalam keadaan
terkondensasi, vyang diadaptsasi dari tes penetrasi oosit
hamster tanpa zona (pseudo-fertilization) sebsgai assay
viahilitas spermstozoa dengan observasi kromosom Sperma-
tozoa stadium metaphase dalam pronukleus yang terbentuk
(Yanagimachi, 1984). Karena terbukti ocosit hamster tanpa
zona dapat dipenetrasi oleh spermatozoa heteroclog, naka
tes ini dapat digunakan untuk spesies vyang lain. Dan
kemungkinan lainnya adalah aktivasi spermatozoa dengan
ekstrak oosit tanpa sel (Brown et sl., 1887; Ohsumi et

sl., 1988).

Pads metaphase, jumlah, ukuran dan morfologil krome-
som depat dilihat dengan mikroskop cahaya setelsh berba-
gai perlakuan terhadap sel. Pads saat ini membran nukleus
menghilang, kromosom tertata psda bidang ekuatorial.
Kromosom telah mengslami kondensasi sehingga kromatid
tampak memendek serta menebal, menyerupai huruf X Kkarena
sentromernya tidak membelah dan baru akan membelah padsa
tahap berikutnys, anaphase. Pensmpaksn kromosom pada
plate metaphase adalah khas untuk setiap spesies, namun
secars normsal ksryotype adalah relstif konstan dimana

masing-masing lengan terdiri dari Z kromstid yang berdam-






pingan kecusli perbedasn psda psnjang total, letak sen-
tromer serts pola pemitsannys. Pzds msmalia kromosom seks
mempunysl gambarsn sebagal berikut, pada vang betina
mempunyali sepasang kromosom X homolog yang besar dasn pada
yveng Janten mempunyai sebuah kromosom X vang bessr dan

sebuzh kromosom Y vangd kecil.

Berbagal teknik pemitsan, &Q-, G-, R- dan € menghsa-
silkan pola pewarnaan yang berbeda untuk masing-masing

pasangan kromosom yalitu:

1. Metode @ (fluoresensi Quinacrine): Memperlihatkan pi-
ta-pita/bend kromosom tertentu sebagai daerah fluore-

sen di bawah mikroskep fluoresen.

]

Metode G (Giemssa}: memperlihatkan pite-pita sebagsai

daerah tercat uvungu gelap.

3. Metode R (reverse-banding): merupakan metode pemitasn
 kebszlikan dimsna kromosom diperlakukan dengan larutan

alkali sebelum diwarnai.

4. Metode C (centromere): teknik khusus untuk pengecatan

daerah sentromer.







2.2.4. Probe DHA

Kerupakan teknik terbaru dengan penggunsasn probe
urtuk kromosom X, ¥ maupun X dan Y sekaligus (double-
FISH) vyang selanjutnye dilakukan hibridisasi (Fluores-
cence in situ hybridization/FISH). Untuk teknik ini tidak
mutlak diperlukan stadium metsphase karena dapat dilaku-
kan pada sel-sel stadium interphase dan keberhasilannysa
mencapai 95-100 % (Plachot dan Popescu, 1893). Usaha
seksing menggunakan urutan berulang yang spesifik untuk
kromosom Y spermatozoa sapi telah dapat dilakukan karensa
keberhasilan kloning fragmen DNA iri (Schwerin et al.,

189815.

2 3 (eahe-usaha Pemisahan Speramatozca Pembawa Kromoson X
dan Y
Keberhasilan pemisahan spermatozoa pembawa kromosom X
dan Y tergantung dari adsnya beberapsa perbedaan dasar antars

kedua tipe sel tersebut antara lain (¥Windsor et al., 1983)

1. Arus permukaan membran plasma

2. Perbedsan densitas

[F¥]

Perbedaan morfologi nukleus dan kepala
Karakter pergerskan/motilitas

Kandungan DHNA

[« )T 4 B

Sensitivitas pH

7. H-Y antigen pada spermatozoa pembawa Kromosom Y






Ssmpai sekarsng berbsgai teknik telah dikembangksn
dengan tujusn mengeksploitasi beberapa dari perbedasn-
perbedaan diatas untuk memisahkan spermatozos pembaws kromo-

som X dan Y antara lain

2.3.1. KEolom Percoll

Teknik ini berupa sedimentasi ekuilibrium pads gradi-
en densitas. Percoll merupakan medium gradien densitss
yvang dapat digunskan untuk pemurnian sel, virus maupun
organel dengan sedimentasi ke tingkat dimans gravitasi
obyek dan medium adalah sama. Percoll terdiri dari parti-
kel-partikel koloid silika dengan diameter 15 -~ 30 nm vang
dilapisi dengdsan polyvinyl pyrrolidone (PVP). Dinyatakan
tidask toksik terhadep sel dan di bidang fertilisasi in
vitro manusia maupun hewan telah digunakan untuk mendapat-
ksn spermatozoa motil dengan angka rekoveri sekitar 50 %
(discontinuous Percoll gradient 55 dan 80 % ; densitas
1,082 - 1,117 g/ml) yang 5 - 10 kali lebih tinggi diban-

ding dengzan prosedur swim-up (Avery dan Greve, 1895).

2.3.2. Kolom Sephadex

Merupakan teknik sedimentasi non-ekuilibrium (yang

didasarkasn pada laju endap) berupa filtrasl spermatozoa







melalui suatu kolom Sephadex yang berisi butiran/biji Jjel
Sephadex berdiameter 40-120 pm. Spermstozoa diambil dari
fraksi tertentu dari filtrat. Pada manusia keberhasilan

dari teknik ini mencspai 70-80 % (Zarutskie et al., 1889).

2.3.3. Teknik swim-up

Parrish et al. (1986) melskukan modifikasi teknik ini
dari ilmu kedokitersn manusis untuk digunakan dalam ferti-
lisasi in vitro pada sapi. Untuk pemisahan jenis kelamin
spermatozosa, digunakan perbedaan karskter pergerakan
spermatozos dimana spermatozos pembaws hkromosom Y bergerak
lebih cepat ke permuksan media segar dibanding spermatozoa

pembewa krcmosom X karena lebih kecil securs morphologis.

2.3.4. Teknik aside migration

Jugs menggunakan perbedasn karaskter pergerakan sper-
matozoa dimana spermatozoa pembaws kromosom Y bergerak

lebih cepat dslam medis dsri pusat ke tepl roset { rosette)

(Mahsputras et al., 1987).

2.3.5. Flow cytomelry

Teknik ini membedakan spermatozoa pembawa kromosom X
dan Y berdassrkan DNA total relatif dimana spermatozoa

pembawa kromosom X mengandung 2,8 - 7,5 % iebih banysk DHNA







(Johnson, 19968). Pengukuran intensitas fluoresensi dilaku-
ksn dengan flow cytometer setelah pewarnaan dengan Tluo-
rokrom khusus DMNA, seperti Hoechst 33342. Pada ternsk,
hssil konfirmasi dengan jenis kelamin keturunan mencapai

90 ¥ (Johnson, 1897).

2.3.6. Teknik arus permukaan sperratozoa

Masih ada 2 pendapst, yang pertama sdalah bsbwa
spermatozosa pembaws kromosom X bersrus positif dan sperma-
tozoa pembawa kromosom Y berarus negatif (Bhattacharva et
al., 1879) sedangkan pendapat kedua adslah bshwa semnua
spermatozoa secara keseluruhan berarus negatif, dengan
cspermatozoa pembawa Kkromoscm X mempunyail srus negatif yang

lebih knst {(Ishijimau et a&i., 1992).

2.3.7. Teknik sntigen H-Y

/Merupakan uszha pemisashan spermatozoa berdassarkan
sdanya antigen spesifik jsntan yaitu antigen H-Y. Untuk
identifikasi spermatozoa Y vang mengandung santigen ini,
digunakan antibodi H-Y yang dikompetisikan dengan antibodi
berlabel fluoreszen. Akurasi cari teknik ini tidak melebihi
80 - 90 % (VanVliet et al., 1888). Cara lain yaitu meng-
hambat perkembangan morula ke blastosis pada embrio jantan

dengsn menambahkan antibodi ini (Utsumi et al., 1883).







2.4. Transformasi Spermatozoa dalam Ooplasna

Segera =setelah penetrasi melalui zons pelusida kepalsa
spermatozos mulai membengkak. Ekor dan elemen kepals sperma-
tozosa terpisah dari nukleus dan segera mengalsmi degenerasi
(Anderson, 1877). Membran nukleus menghilang. mengsakibatksan
kontsk langsuné kromatin paternal ke ooplasma. Nukleus sper-
matozoa terus membengkak dan mengalami serangkaian transfor-

masi daslam ooplasma (Abeydeera dan Niwa, 1892).

Faktor-faktor ooplasmsa menginduksi berbagai perubahan
molekuler dalam spermatozos, termasuk berkursngnya ikatan-
ikatan disulfid serta degradasi ensimatik protein nukleus.
Pelepasan prctamin spesifik spermastozoa yang digantikan oleh
histon yveng berasal dari ocosit menyebabkan terjadinya dekon-
densasi nukleus sperma diikuti pembentukan sejumlah nukleoli
serta membrsn nukleus dari retikulum endoplasmik halus.
Selanjutnye struktur ini disebut dengan pronukleus Jantan
vang selsnjutnys membengkak. Secara simultsn, akibat aktivasi
oleh spermatozos, miosis berlanjut pada oosit menghasilkan
cosit masak serta pelepasan badan kutub II, kemudian terjadi
pembentukan nukleoli dan membran nukleus disekitar Kromatin
betina yang mengslami dekondensasi (Laurincik et al., 1894a),
diikuti pula dengan pembengkakan struktur ini yang sekarang

¥

selanjutnva disebut dengan pronukleus betinsa.

Qoplasms menjadi kompeten untuk dekondensasi nukleus







spermatozos bila bercampur dengsn materi vesikel germinal
vang dilepsas selams maturasi. Sedang ocsit yang belum masak,
dengan vesikel germinal yang utuh tsk dapat menimbulkan
dekondensasi kromstin spermatozos. Pengatur perkembangan
pronukleus jantan acalah fakteor sitoplasmik dalam cosit yang
disebut WPGF (Male Pronucleus Growth Factor) MPGF ini te}da—
pat pada oosit yang betul-betul masak dan seringkali sangat
sedikit ditemukan pada ocsit hasil pemasskan in vitro (Lau-
rincik et al., 13894b) dalam kondisi vang tidak optimal.
Ooplasma akan kehilangan aktivitas MPGF dalam beberspa Jjam

setelah aktivasi (Crozet, 18993}.

Segera setelah penyelesaian meiosis cosit, oosit yang
sudah terfertilisasi (sigot) mengandung 2 nukleus haplcid
(pronukleus). bLerkembangd, meningkat volumenya secsrs sinkron
dangan pronukleus Jjantan sedikit lebih besar. Padas sapi
bentukan pronukleus ini tak dapat dilihat secara langsung
tarpa pewarna&an Karena tekstur sitoplasmanya. Apsalagi pada
keadasn In vitro dimsna berbagai granula dalam sitcplasma
vang terbentuk dengan ukuran lebih besar (McLaren, 1880).
Replikasi DNA terjadi dalam kedusa pronukleus yang membesar

dalam migrasinya kearsh satu sama lainnya menuju pusat oosit.

-







tirst division spindle

Gambar 2.1. Transformasi Spermatozoa dalam Ooplasms.
a). spermatozoa sisp memasuki oosit meassk dengan badan
tub I dan plate metaphsse
h-f). aktivasi spermatozoa menginduksi penyeleszian meiosis
11 dengan nelerassn badsn kutub II.
g-i). pronukleus jsntan dan betins terbentuk, menuju ke
musat o0o0si1t.

3i). stadium metaphase dari siklus sel pertama

(dimodifikasi dari Crozet, 1993).

Pesisi pronukleus Jjantan dan betina yang berhadap-
hadapan di pusat ocosit merupakan prasyarst bsgi pembentukan
kromosom paternal dan maternsl pada spindel pembelahan clea-
vage pertama. Perpindahan kedua pronukleus tergantung pada
sktivitas sitoskeleton. Duplikasi kromatin terjadi dalam
kedus pronukleus secara bersamaan dan menjelang prophase

pembelshan clesvage pertama komplemen kromatin paternal dan







maternsl mengslami Kondensasi. Pada akhir siklus sel pertams,
komplemen kromatin paternal dan maternal mengalami kondensasi
dalam kedus pronukleus yang tetap delam posisi berhadapan.
Walaupun kedusa pronukleus sangat berdekatan, tetapl fusi
tidak terjadi pads mamalia (Crozet, 1893). Setelah hilangnya
membran keduas pronukleus, terjadi kombinasi kromosom oatérnal
dan maternsal membentuk sebush nuklens yang diploid. Selanjut-
nya kromosom tertata pada bidang ekustorial (plate meta-
phase) dari kutub spindel yang diorganisasi oleh sentromer
dan mikrotubulus di daerah sitoplasma sekitarnya. Selanjutnya
pada ansphase, pasangan-pasangan kromosom di bidang ekuatori-
al terpisah, masing-masing bergerak ke arah kutub spindel
vang berlswsnan sepanjang mik¥rotubulus kinetcker yang memen-

dek.







BAB 3
METODE PERELITIAE

Penelitian ini dilskuksn di sub-laborstorium Fertilisa-
si JIn Vitro, laboratorium Kebidanan Veteriner, Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlanggs mulai bulan Juli 19898

sampai dengsn bulan Januari 1989.

Dalam penelitian 1ini sampel semen beku sapi MHadurs
unggul, diperoleh dari sspi yang sama (Komara), dalam kema-
san mini straw vysng diproduksi Balai Inseminasi Buatan

Singosar:.

Setelah mesing-masing rerlakuan yaitu pasese melalui
kolom Percell dan Sephadex untuk mendapatkan spermatozoa
pembaws kromosom X scria dendan teknik swim-up dan aside
migration untuk mendspatkan spermatozos pembawa kromosom Y,
spermatozoa difertilisasikan dengan cosit sapi Madura vyang
telah masak. Setelah terjadi fertilisasi, cleavage dihenti-
kan pada stadium metaphsse, embrioc dibuat preparat sitogene-—
tik dan dianslisa di bawah mikroskop dengan perbesaran kuat
untuk menentukan jenis kelamin embrio, sehingga diketahui

kiomosom kelamin spermatozoa yang membushi oosit tersebut.

Sebelum masing-masing perlakuan, semen beku dithawing

dzngan cara dibisrkan selama 5 detik di temperatur kamar,







kemudisn direndam dalam sir hangat 38 ©C selams 30 detik.

Sembva prosedur dalam penelitian inl sgedspat mungkin
dilakukzn dalam kabiret Jlaminair air flow (Speg Air Tench,
PRC). Diluar ksbinet, sterilitas dijags secermst mungkin.
Pemakaisn semusa bshan untuk kultur diusshskan vyang telsh
diuji psada embrio. Semuz medis dipersiapkan dengan penys-
ringan melalui filter dengsan lubang berdismeter 0,2 pm
(Acrodise, Gelman Sciences) dan diekuilibrasikan wrinimal
selams 2Z jam sebelum dipaksil dslam inkubator untuk optima-
lisasi pH, temperatur serta fase gas dalam media. Penguapan
media dalam inkubator dicegah dengan adanya kelembaban
maksimal serta penutupan dengan minvak minersl sehingga pH
dan osmolalitas media terjaga. Selain itu minyak mineral
jugs berfungsi mencegah kcntaminasi dan mengurangi fluktuasi

suhu yang ekstrim.

Data disajikan dalam bentuk deskriptif berupa persen-
tase spermatozca pembawa kromosom X seteléh perlakuan dengan
kolom Perecoll dan Sephadex serts persentase spermatozoa
pembawa kromosom Y setelsh perlakuan dengan teknik swim-up

dan aside migration.

3.1. MHaturasi QOosit
Qosit dikumpulkan dengsn melaskukan aspirasi folikel
yvang berdiameter 2-7 mm pada ovarium sapi vang didspst dari

Rumah Potong Hewan Pegirian, Kotamadys Sursbaya. QOosit







dimaturasi secara in vitro dalam media maturasil Tissue
Culture Medium-199 (TCH-199, Medium 198, Hepes modification,
Sigma M-2520) vang mengsandung 10 % serum sspi dan bufer
NaHC03. Sebelum pemasszkan, oosit dicuci dengan media pencuci
cosit (Lesmpiran 1.) dan dibilas dengan media maturasi.
Setiap 20 ocosit dimssukkan dalsm tetes maturasi (100 ulﬁ dan
ditutup dengsn minyvak mineral (Sigma, H¥-8410). Pemasakan
dilakukan selams 24 jam dalam inkubator (Compact CO5 series
5000, Thermolyne, USA) dengan fase gas CO5 5 % dalam udsara,

temperatur 38,5 °C dan kelembaban maksimal.

3.2. Perlakusn I. Pemanenan Spermatozoa Pembawa Kromosom X

dengan KEolom Percoll

Semen beku yang sudah dithawing dituang ke dalam tabung
berdiameter 120 mm dengsn dasar berbentuk kKerucut berisi 2
lepis larutesn Percoll (Sigma, P-1644) yang telah disiapkan
sebelumnys, dalsm inkubator (38,5 ®C). Lapisan yang berada
di dasar tabung adalah larutan Percoll dengan konsentrasi 80
¥ sebanyak 3 ml, sedasng lapisan diatasnya adalsh larutan
Perccll dengan konsentrasi 45 % sebanysk 3 ml. Selanjutnya
tabung dipusingkan dengan kecepatan 750 x £ selama 20 menit,
Pelet spermatozoa di dasar tabung dicueci dalam Earle's
Balanced Salt Solution (EBSS, Sigma E-6132) yang mengandung

1,5 ¥ Bovine Serum Albumin (BSA, FAF free, Sigma A-60003).







3.3. Perlakuan II. Pemanenan Spermatozos Pembawa Kromosom X

dengsn Kolom Sephadex

Rolon Sephadex 2,5 % (Sephadex G-20C, Sigms G-200-120)
dalam buret dengsn diameter 150 mm dan tinggi S c¢m diper-
siampkan 24 jam sebelum dipskai. Satu straw semen beku yang
telah dihangatkan ditusng di permukazsn kolom dan katup vang
berada di bagian bawsh dari kolom dibuka sehingga media
menetes ke bawah dan sambil menambahkan EBSS ke bagian satas
koiom lewat dinding tabung untuk menjaga kesinambungan
terjadinya srus aliran kearah bawah disela-sela butiran Jjel
Sephadex, tetes ke 21 sampai dengan tetes ke 30 ditsmpung
dslam vial. Tetes pertama sampai dengan tetes ke 20 dibuang
karena belum terdapat spermatozoa di dalamnys. Selanjutnya
spermatozoa yang ditsmpung dibersihkan dari sisa-sisa Sephsa-

dex denzan EBSS.

3. 4. Perlskunan III. Pemanenan Spermatozoa Pembawa Kromosom Y

dengan Teknik Swim-up

Setelah dithawing, satu straw semen dicuei dalam EBSS
dengan pemusingan 700 x g selama 5 menit. Setelah supernatan
di bagian atas tabung dibusng dan hanya disissakan peletnyva,
ke dalam tabung dimasukkan 3 ml EBSS secara perlahan-lahan
melslui dindingnys. Tsbung dibiarkan pads posisi wmiring 45
dersjad dalam inkubator. Setelah 30 menit, spermatozoa dalsam

EBSS di permuksan atas tabung diambil.







3.5. Perlakuan IV. Pemanenan Spermatozoa Pembawa EKromosom Y

dengan Teknik Aside migration

Tetes medis EBRSS berbentuk roset dipersiapkan dalam
cawan petri berdismeter 35 mm dengan membuat 6 tetes kecil
(25 pl) di bagian tepi dari cawan petri mengelilingi sebush
tetes besar (200 upl) di pusat cawan petri. Setelah itu
keenam tetes kecil dihubungkan ke tetes pusat dengan menarik
media tipis-tipis membentuk huruf ‘s’ dan segera ditutup

dengan lspisan minvek minersal. Roset fertilisasi ini diekui-

librasikan dalam inkubator minimal selama 2 janm.

Setelah dithawing, semen dicuci dalam EBSS dengan
pemwvsingan 700 X g selawma 5 menit. Setelah ita supernatan di
bagian atas tsbung dibuang, dsn 20 pl campuran pelet dan
sisa supernatan dimasvkkan ke dalsm tetes di pusat roset.
Kemudian spermatozoa dibiarkan berenang dsril pusat roset ke
Ltetes-tetes diI Dbagian tepi rosst dengan meletakkan cawan
petri dalﬁm inkubator (CO, & %, 0, 20 %, No, 75 %, temperatur

38,5 ©°C dan kelembaban maksimal) selama 30 menit.

3.6. Fertilisasi

Seteish perlaskuan dengan kolom Percoll, kolom Sephadex
dan teknik swim up, dibuat tetes-tetes fertilisasi dengsan
volume 45 ul dibawash lapisan minyak mineral, kemudian disim-

pan dalam inkubsator sampai ocosit siap difertilisasikan.







Demikian pulsa untuk kontrol yang tidak menerima perlakuan
apapun selain pencucian dalam EBSS dengan pemusingan 700 x g
selama 5 menit. Sedanghkan untuk perlakusn dengan teknik
aside migration, tetes fertilisasi (EBSS)Y) berbentuk roset
vang telah dipersiapkan terlebih dahulu sebelum pelepasan
spermatozoa. Konsenirssi spermatozos vyang dipsaskai aalam

penelitian ini adalah 1,5 x 108 spermatozoa m1~1,

Sebelum dimasukkan dalam tetes fertilisasi oosit yang
telah masak dicuci dahulu dslam larutan pencuci oosit dan

dibilas dengan EBSS.

3.7. Penghentian Cleavage

Tiga vuluh =zatu jamr setelah fertilisasi, kedalam tetes
fertilisasi dimasckkan colehicine (Dewecolein, Sigms, Hybri-
mex D-B278) dengan konesentrasi akhir 0,1 pl/ml EBSS. Sigot
diinkubasi (CCZ 5 %, 38,5 °C, kelembaban maksimal) selama 12

Jam.
3.8. Preparasi Ulasan Kromosom

Setelah 12 Jjam inkubasi dengan colchicine, embrio
dicuci 2 kali dalam media pencuci oosit dan kemudian dice-
lupkan ke dalam campuran Trypsin 0,25 % dan EDTA 0,02 %

(b/v) selsma 60 detik untuk melunskkan zons pelusida dan






melepasksn sel-sel kumnlus dari zona pelusida, yang dibantu
secatra mekanis dengsn berkali-keali melewstkan melaluil lubang
uiung pipet mikrc. Embrio yang telsh benar-benar bersih dsri
sel kumulns kemundisrn direndam dslam larutan garsm hipotonik
Nstrium sitrat 0,9 ¥ (b/v) (tri-Sodium citrate dehydrate,
Merck) vang berfungsi membengkakkan sel dan meneba?kan
kromosom. Dus belas menit kemudian, embrio yang telah meng-
gembung dipindahkan ke atas gelas obyek yang telah dibersih-
kan dar kemudian difiksasi dengan meneteskan larutan fiksa-
tif berupa campuram methanol @ asam asetat glasial dengan
perbandingsan 1:1 (v/v) selama 5 menit, kemudian fiksasi
dilanjutkan dengan campuran methanol : asam asetat glasial
dengan perbandingan 3:1 (v/v) selsma minimal 24 Jam pada
temperatur -20 °C. Preparat kemudian dibilas dengan aquades
dan dikeringksn diudsrs lalu disimpan pada temperatur kamar

selama 1 minggu sebelum diwarnai.

Gambar 3.2. Ulasan Kromosom Embrio Sapi
(panah panjang: X, panah pendek: Y}
(Sumber: Iwasaki dan HNahkshara, 1880).







Pewarnsan dilakukan dengan meneteskan laruvtan Giemsa 4 %
(v/v) dalam bufer phosphst (pH 6,8; Lampiran 1.) selams 3,5
rmenit kemudian dicueci dengan aquades dan dikeringksan di
vdara. Preparst vyang telah kering Remudian diperiksa di
bawah mikroskop dcngan perbessran rendah untuk menghitung
jumlah embrio dengan plate metaphase. Kromosom diperiksa
pada pembessran 1000 x (CK-2, Olympus, Japan) dibawah minyak
emersi dan kromosom Jjenis kelamin ditentukan dengan identi-
fikasi sebuah kromosom Y atsu 2 kromosom X, setelah pemerik-
saan kelengkapan seluruh kromosom. Embrioc yang hanya mempu-
nyai sebush kromosom X tetapi tanpa kromosom Y tidak dipa-

kai.







BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

Dalam rpelaksanaan preparssi untuk anslisis sitogenetik
dengan karyotyping, diperluksn stadium metaphsse dgri suatu
sel, karens pads sast ini kromosom paling jelas dapat diiden-
tifikasi, untuk itu hanya bisa dipaksai sel yang sedang sktif
membelah (Hafez, 1893). Karena dalam nukleus spermatozosz
sudah tidak terjadi pembelahan lagi, maka perlu dilakukan
fertilisasi (in vitro) untuk mendapatkan tatanan kromosom

paternal pads plate metaphsse.

Dalam penelitian ini, embrio sapi Madura satu sel hsasil
fertilisasi in vitro telah dibuat preparst sitogenetik untuk
keperluan seksing, sehingga selsniutnys dapst diketahuj,
perubshan rasio spermatozos pembaws kromosom X : Y setelal

berbagsi perlshkusn dslam usshs untuk pemisahannya.

Seperti dapat dilihat psds Tabel 4.1., dalam usahs untuk
meranen spermatozos pembaws kromosom X dengsn melewstkan
spermsatozos melslui kolom Percoll didspatksn 54,3 % dan
melslui kolom Sephsdex didspatksn 52,3 %. Sedangksn usaha
pemurnian spermatozos pembaws kromosom Y dengsn teknik Swim-
up didapatkan has=sil 50 % dan dengan teknik aside migration

didapatksn hasil 51,8 %. Pada kelomrok kontrol, dimans semen







hanya dicuci dalam media EBSS dengan sentrifugasi didapstkan
persentase spermatozos pembswa kromosom X dan Y masing-masing

50,5 % dsn 48,5 %.

Tabel 4.1. Persentase hasil pemisshan spermatozos pembaws
kromosom X dan Y dengan kolom Percoll, kolom
Sephadex, teknik swim-up dsn teknik aside migra-
tion serts konirol,

persentase hasil pemissahan

)¢ Y
Percoll 54,9 45,1
Sephadex 52,3 47,7
Swim-up 50,0 50,0
Aside migration 48,2 51,8
Kontrol 50.5 49,5

Hasii penelitian ini menunjukkan adsnya kecenderungan
perubahan rasioc spermstczosa pembaws kromosom X/Y setelah
perlakuan dengan kolom Perccll, kolom Sephadex dan teknik
aside migration yaitu dari 50 : 50 ke 54,9 : 45,1 dan 52,3
47,7 sertas 48,2 : 51,8. Sedang setelah perlakuan dengan
teknik swim-up tidak tasmpak adanya pergeseran dari rasio
normal (Tabel 4.1.). Bila dibandingkan antarsa kelompok Per-
éoll dengan kelompok Sephadex, terlihat puls adanya kecende-

rungan bsahwa kelompok Percoll lebih efektif dalam memanen







spermatozos pembawa kromosom X. Walaupun dengan jumlah ulang-
an kecil, namun hasil penelitian iri menunjukkan adanys
kemungkinan memperkayva proporsi spermatozonz pembswa kromosom

X dengsn kolom Percoll.

Untuk meningksatkan efektivitas pemanenan spermatozoa
pembawa kromosom X dengan kolom Percoll kemungkinan dapat
dipakai Jjumlah gradien yang berbeda dengan densitas yang
berbeda. Dalam penelitian ini, dengan gradien Percoll 45 ¥
dan 80 X masing-masing sebanyak 3 ml dengan sentrifugasi 750
X g selama 20 menit, masih banyak spermatozoa pembawsa kromo-
som Y yang menembus ke dassr gradien Percoll 80 ¥%. Schwerin
et al. {1991) melskuksn pemisshan spermatozoa ssapi dengan 2
kali fraksinasi melalui 10 gradien Percoll dengan densitsas
berkisar antara 1,034 - 1,068 g/ml. Tentu saja dengan peru-
bahan gradien ini harus disntisipasi perlunva perubshzn
kecepstan dan lamz sentrifugasi. Pada manusia, usaha separasi
spermatozoa menggunsakan teknik ini memberi hasil yang berki-
sar antara tidak adanya perubahan rasio (Gawecka-Szczygiel
dan Kurpisz, 1985) ssmpai adanya perubshsn rasio yang tidak
signifikan secara klinis (Flsherty dan Matthews, 1998),.
Terlepas dari sdanya perbedaan interspesies untuk perbedazan

kandungan DNA sntsra spermatozoa pembawa kromosom X dan Y,

-

sudah semestinyas prosedur yang berbedsa memberiksn hasil vang

berbeds.







Hengenai penggunasn kolom Sephadex untuk usaha separasi,
perlu diperhatikan kecepatan arus yang ditimbulksn disntars
biji-biji Jel Sephadex. Untuk itu perlu dicari, kecepatsan
vang tepat untuk dapat menggelontor spermatozos pembaws
kromosom X ssajsa, yang jugs harus dipadukan dengan ukuran
biji-biji jel Sephadex yang secara langsung menentuksan Sesar
rongga antara, tempat lewatnya spermatozoa. Kebanysksn ussha
pemisahan dengan kolom Sephadex pada manusia mengalami kega-
gslan (Lobel et al., 1993; Vidal et al., 1993; Gawecka-
Szczygiel dan Rurpisz, 1995) namun Zarutskie et al. (1989)
merekomendasikan penggunsannysa sebagai satu-satunya teknik

vang dapat merubsh rassio seks.

Ussha seksing spermatozos dendan teknik swim-up belun
banysk diteliti psda hewan, tetapi pada manusia percobaan-
percobsan menunjukkan kegagalan (Lobel et &l., 19293; Samurs
et al. , 13887). Tampaknya, perbedaan kecil pada kandungan DNA
disntara spermatozoa pembawa kromosom X dan Y menimbulkan
perbedasn yang lebih kecil puls pada massa dan kecepatan
gerak spermatozos, sehingga dengan perbedasn kecepatsn gerak
spermatozoa vyang sangat kecil ini, dibutuhkan Jjarsk tempuh
vang lebih panjisng, untuk keberhssilan wussha frsksinasi.
Flaherty dan Matthews (1996), yvang juga mengalami kegagalan
bahkan telah mencoba teknik ini dengan memakai varisbel waktu

(15, 30, 45 dan B0 menit).







Teknik aside migration menggunakan dasar yang sams,
vaitu perbedasn kecepatan pergerskan spermatczoa. Hanys dalam
teknik ini, pergersksn spermatozoa lebih terasrshkan, vaitn ke
tepi roset sehingda pergerakan spermatozos vang timbul 1lebih
linear dibsnding dalam teknik swim-up. Bisa saja dslam teknik
swim-up, spermatozos pembawa kromosom Y yang motil, beréerak
secarsa progresif hanya di setengah bagian bawah tsbung karens
mengingat ukuran spermatozoa yang sangat kecil bila dibanding
dengan ukuran diameter tabung. Dengan modifikasi ke bentuk
lain, yang tetap dalam bentuk garis, yang menyediakan jarak
tempuh lebih jauh sangat diyakini fraksinasi berhasil dengan

baik.

Untuk mendapatksn zmbric satu sel (sigot) pads stadium
metaphase, psda kultur diberiken arresting agent berupa col-
chicine yang menghambst aktivitas mikrotubulus sehinggs tidak
terjadi pemisshan pasangan-pasangsn kromosom pada plate
metaphase. Untuk pemberisn colchicine ini harus memperhatikan
lams tercapainya fertilisasi yaitu total wasktu dari insemina-
sl sampail terjadinva ecleavage pertams. Colchicine harus
diberikan tepat sebelum metsphase dan kesulitannya adalah,
harus diberikan pada suatu populasi cosit-embrio yang tidak
sama kecepatan perkembangannys (stadium). Bila diberikan
terlalu dini, sebagian oosit yang sudah terfertilisasi akan
terhambat pada metaphase, sedsngkan yang lsmbst atan belum

terfertilizasi sakan terhambat pads metaphase I dari wmiosis







sehingga tidak terjsdi fertilisasi. Bila colchicine diberikan
terlalu lambat, lebih banyak embrio yang tak terpskai karena
telah mengalami pembelahan. Demikian pula, bila inkubasi
dalam colchicine terlialu lams, sigot akan mengslsmi kerusak-
an. yang terutama akan sangat mempengsruhi kuslitas preparasi

kromosom.

Dari hasil penelitian pendshuluan, untuk kondisi peneli-
tian ini colchicine paling baik diberikan 31 jam setelah
fertilisasi. Ternyata ini sesuai dengan hasil berbagai peneli-
tian yang menyatskan bahwa secara in vivo maupun in vitro,
pada sapi, sigot mencapai cleavage pertama dalam 23 - 31 jam
setelah fertilisasi (Laurincik et 7., 1984a). Inkubasi dengan
colchicine dilakukan selsms 12 jam karena paling tidak 12 Jam
vang sama dengan satu siklus sel sudsh cukup uvntuk menjaring
seseluruhar populasi  sigot namun tidsk  terlalu lama untuk

menimbulken kerusakan psada kromoscm dslam nukleus.

Dalam proses pembuatan preparst ulas dan fiksssi, sejumn-
lah embrio hilang dan rusak. Sisanya sejumlah 1067 embrio sstu
sel (Lampiran 2.), terbagi dslam 3 ulangan untuk masing-masing
4 kelompok perlakuan dan kontrol. berhasil mencap=ai tahap
pewarnaan hinggs evalussi. Embrio yvang telah melewsati siklus
sel pertamanya (lebih dari satu sel) tidsk dipakai dalam
penelitian inl karena membutuhkan protokol berbeda untuk
persispan kromosomnya yang kelihatannya disebabksn oleh adanys

perbedaan rasic nukleus dan sitoplasma yang cukup besar.







Tanps membedskan kelompok perlakuan maupun kontrol,
plate metaphase yang didapatkan adslah 23,7 % (Tabel 4.2.).
Seperti telah diuraikan sebelumnys, cosit vyang terinkubasil
dangsn colchicine sebelum berhasilnya sktivasi oleh spermsto-
zoa, aksn terhenti pada metaphase II sehingga tak dapat dipa-
kai dalsm penelitisn ini. Alasan lain dari rendahnysa peroiehan
plate metsphase ini adslash bahwa plate metaphase hanya terben-
tuk tepat sebelum cleavage, sedang tanpa pemberiasn colchicine
angks cleavage yang pada kebanyskan penelitian dihitung pada
48 jsm setelsh fertilisasi maksimal mencapai 80 %. Apalagi
Fiksasi dilakukan 43 jam setelah fertilisasi sehinggs sejumlah
oosit vyang sudah terfertilisasi, karensa perkembangannysa vang
lambat belam mencapai stadium metaphase dari siklus sel

pertamanyas pada saat fiksasi.

Iwssaki den Nakahasra (1830) melaporkan hasil penelitian-
nys melakukan preparasi sitogenetik menggunakan blacstosis,
bahwa embrio hasil ip vivo menghasilkan plate_metaphase vang
jauh 1lebih banyak dibandingkan embric produksi in vitro.
Dalam penelitian lain, Kawarsky et al. (1998) melakuksan pre-
parasi sitogenetik embrio sspi dari berbagail stadium, dan
menyatakan bahwa semskin lanjut stadium, semakin besar Keber-

hasilan karyotyping.







Tabel 4.2 .Persentase plate metaphase dari jumlah embrio, per-

sentase preparst terdiagnosa dan tak terdiagnosa.

Jumlah plate terdisgnoss * tak

embrio metaphase terdiagnoss
Percoll 215 26,4 55,86 44,4
Sephadex 214 24,1 50,5 49,5
Swim-up 240 23,7 50,6 49,4
Aside migration 183 23,0 55,8 44 .4
Fontrol 215 21,3 56,9 43,1
Rata-rata 23,7 53,8 46,2

* Persentase preparsf terdiagnosa dari jumlash plate metaphase

Perbedaan perolehan plate metaphsse diantsre kelompok-
kelompok perlskuan dsn kontrol (Tabel 4.2.) dapat dipastikan
dipengaruhi oleh perbedsan keberhasilsn fertilisasi akibat
perbedaan dalam preparasi spermatozos yvsng merupskan fFaktor
tunggsl dalam hal ini. Sejumlah plate metaphase dsri embrio
vang dianslisa (rata-rats dari seluruh kelompck 46,2 %, Tabel
4.2.), tak dapat didiagnosa oleh karens hilangnys kromoson,
atan kurang baiknya ulasan kromosom sehinggs menyulitkan
identifikasi kromosom. Dalsm hal ini bisa terjsdi, kromosom-
Kromosom terletak dalam posisi vang terlalu berdekstan karens
perlskuan hipotonik ysng kurang efektif skibat terlalu lams
menunggu dalam inkubasi dengasn colchicine, atau terlalu sing
kat dalsm larutan hipotonik. Demikisn pula bila terlalun lams

berada dalam larutan hipotonik, kromoscm aksn terlalu menve-






Kondigi lsinnya adalsh hasil pewarnaan yang kurang tajam
yang kemungkinan disebsbkan rendahnya kualitas kromosom
sehinggs menyulitkasn diagnosa. Dalam hal ini batas antars
kromosom dsn nukleoplasms tidak jelas, apalagi pemitaannya,
tampsk sangst kabur. Lechniak et al. (1886) melaporkan adanys
pengaruh kursng optimal dan konstannys temperatur ﬁedia
selama prosedur in vitre terhadap terjadinya kerusakan plate
metaphase dan multipolar spindle. Hal ini sesvual dengan
pernyataan Moor dan Crosby (1985) bahwa germinal vesicle
break down (GVBD) dan akhir metsphase I adalah stadium yang
sangat sensitif terhadsp perubahan temperatur. Dari peneli-
tian pendahuluan didapatkan bahwa dalam kondisi penelitian

ini perlskusn hipotonik paling baik diiskuksn selama 12

menit.

Melihat hasil-hasil dari penelitian pendahuluan untnk
mendapatksn prosedur yvang tepat daslam preparasi kromosem ini
dapat disimpulkan bahwa bila digunskan sigot, persentase
plate metasphase vysng didapat sangat rendsh, vyang terutama
disebabksn pada saat ini sebetulnya oosit tersebut hanya
terduga (presumptive) sigot. Bila digunskan embrio 2, 4
atsupun 8 sel, akan sangst sulit mendapatkan dsalam Jjumlah
banyak seksligus. Jadi vang paling menjanjikan sdalah morula,
dimana pads stadium ini kalsupun terdspat perbedsan Jjumlah
blastomer, ukuran sel astavupun rasio nukleus/sitoplasma masih

relstif sams.







BAB o
KESTMPULAN DAN SARAR

Kesimpulan

Filtrssi spermatozoa sapi Madura melewati kolom Per-
coll dan Sephadex cenderung meningkatkan Proporsi sperms-
tozoa pembawa kromosom X yaitu masing-masing sebesar 4,8 %

dan 2,3 %.

Penerspan teknik swim-up pada semen sapi Madursz tidsak

meningkatkan proporsi spermatozoa pembaws Kromosom Y.

Penerapan teknik aside migration pada semen sapil Madurs
cenderung meningdkatkan proporsi spermafozoa pembawa kromo-

som Y sebessr 1,8 %.

Diantara seluruh perlakuan, kolom Percoll paling banysak
mengubash rasio spermatozoa pembawa kromosom X/Y dari

niormalnya.







Saran

Dengan terkuaszinys teknik preparasi ulasan kromosom
untuk snalisis sitogenetik menggunakan embrio satu sel, perlu
dikembangkan lebih lanjut teknik untuk embrio delapan 'sel
kestas vang skan lebih efisien untuk mengukur efektivitas

berbagai teknik pemisahan.

Perlu puls penelitian lebih 1lanjut tentang berbagsai
pengembangan teknik separasi spermatozoa dengan kolom Per-
coll, kolom Sephadex, teknik swim-up maupun teknik aside

migration untuk meningkstkan perubszhan rasio.
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Lampiran 1. Romposisi larutan pencucl oosit, stok TL Hepes
dan buffer Phosphat.

Romposisi larutan pencuci gosit (100 mid:
stok TL Hepes 89 ml
Piruvat 1 ml
Gentamisin 50 pl
BSA fraksi V 300 mg

Egmpgsjqj SIQK Ill HQEQE {;2”[! m[}:
NaCll 3,330 g
KC1 0,120 g
NaHCO3 G,084 g
NaH2P0O4 .H20 0.028 g
Na lactat 8930 ui
HEPES 1,200 g
Fenicilin 0,0325 g
Phenol red 0,005 g
CaClZ2.2H20 0.150 g
MgClZ.6H20 0,050 g

Kompesisi buffer Phosphat (100 mlo:

KHZP04 0,07 M 9 ml
NaZ2HPO4 0,07 M 11 ml






Lampiran 2.

Hasil pembuatan preparat

sitogenetik untuk kon-

firmasi pemisshan spermstozos pembaws kromecsom X
kolom Sephadex,tfeknik
swim-up dan teknik aside migration.

dsn Y dengsan kolowm Percoll,

terdiagnosa ]
wlangan Jjumlah  plate tak

embric metaphase X Y terdiagnoss

Percoll 1 86 24 (27,9 8 (54,5) 5 (45,5) 13 (54,2)
2 B0 16 (28,7) 5 (55,6) 4 (44,4) 7 (43,8)

69 17 (24,9%) B (54,5) 5 (45,5) B (35,3)

Sephadex 89 21 (23,8) 5 (82,5) 3 (37,5) 13 (61,8)
2 55 15 (27,3) 4 (50,0) 4 (50,03 7 (46,7)

3 70 15 (21,43 4 (44,4) 5 (55,8) 6 (40,0)

Swim-up i 67 18 (23,9) 5 (55,8) 4 (44,4) 7 (43,8)
A 103 22 (21,4 5 (50,0) 5 (50,0) 12 (54,5)

3 70 18 (25,7) 4 (44,4} 5 (55,6) 8 (80,0)

Aside

migration 1 68 17 (24,8) 3 (37,5} S (82,5 9 (52,9
2 50 12 (24,0) 4 (57,1) 3 42,9 5 (41,7

64 13 (20,3) 4 (50,0) 4 (50,0 5 (38,5)

hontrol 84 18 (22,8 5 (50,0 5 (50,0 g (47.4)
2 58 13 (22,0 4 (57,1> 3 (42,9 6 (46,2)

3 72 14 (19,4) 4 (44,4) 5 (55,8) 5 (35,7
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