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Solution (Ebss) Terhadap Perkembangan Embrio dalam Pembuahan In Vitro
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The Addition Of Heparin And Hypotaurine In Capacitation Medium Earle’s Balanced Salt
Solution (Ebss) On Embryo Development In Vitro Fertilization Of Dairy Cattle

Tatik Hernawati
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Abstract

The study has investigated the addition of heparin and hypotaurine in capaciation medium Earle’s
Balanced Salt Solution (EBSS) on in vitro fertilization of dairy cattle
Result of this experiment concluded that the addition of heparin, hypotaurine or combination of heparin and
hypotaurine in EBSS media stimulated development of 8 cell stage embryos except for 2 cell embryo was

lower compared with that of EBSS media alone.

Key words : Earle’s Balanced Salt Solution, Earle’s Balanced Salt Solution

Pendahuluan

Pembuahan in vitro adalah pembuahan sel
telur yang terjadi di luar tubuh, yaitu suatu proses
penetrasi sel telur oleh spermatozoa dalam suatu
media biakan . media biakan untuk pembuahan in
vitro harus mendekati sama seperti kondisi
lingkungan in vivo dalam saluran reproduksi
hewan betina dan harus mempunyai kemampuan
merangsang  perkembangan  embrio.  Untuk
mencapai kondisi optimum media yang baik untuk
pembuahan in vitro diperlukan beberapa syarat,
yaitu kemurnian media, tekanan gas yang sesuai,
suhu dan kelembaban. (Hunter, 1995).

Media EBSS selain kaya dengan mineral
seperti kalsium, kalium Magnesium dan natrium
juga mengandung glucosa, Bovine Serum Albumin
(BSA) dan piruvat. Heparin membantu kapasitasi
spernatozoa yaitu dengan adanya residu sulfat
yang dapat memindahkan faktor dekapasitasi yang
melekat pada membram plasma seperti calmodulin
binding protein, dengan demikian calsium masuk
ke dalam sel yang diperlukan untuk kapasitasi
(Parrish, 1995 dikutip CoX, et al, 1994).
Sedangkan an hipotaurin dapat memelihara dan
mestimulasi motilitas, kapasitasi dan reaksi
akrosom (Meizel, 1980).

Bertitik tolak dari uraaian diatas perlu
kiranya diteliti pengaruh penembahan heparin dan
hipotaurin dalam media kapasitasi EBSS terhadap
pembuahan in vitro pada sapi perah.

Materi dan Metode Penelitian

Penelitian laboratorik ini menggunakan
Rancangan Acak Lengkap dengab menggunakan
sample air mani yang diambil secara acak dari 3
ekor sapi FH dengan menggunakan vagina buatan.
Sampel spermatozoa tersebut dibagi dalam 3
kelompok perlakuan media yaitu media EBSS +
heparin, EBSS+ Hipotaurin dan media tanpa
penambahan heparin atau hipotaurin sebagai
kontrol.

Air mani segar 0,25 ml ditambahkan 3 ml
EBSS disentrifuse selama 10 menit dengan
kecepatn 1800 rpm. Cairan sperma bagian atas
dbuang dan pencucian diulang 2 kali . Untuk swim
up spermatozoa, endapan setelah pencucian
ditambahkan EBSS dan disimpan dalam incubator
CO, 5 % suhu 38,5°C selama 30 menit. Kapasitasi
spermatozoa dilakukan dengan mengambil cairan
bagian atas dari spermatozoa yang telah
mengalami swim up dengan konsentrasi 1 X
106/40 ml dan meletakkan pada masing-masing
media perlakukan di atas yang sebelumnya
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disiapkan terlebih dulu dibuat dalam bentuk roset
kemudian diekuilibrasi dan kapasitasi masing-
masing selama 2 jam dalam incubator.

Untuk mengetahui pengaruh spermatozoa
yng telah terkapasitasi pada masing-masing media
perlakuan terhadap perkembangan embryo dalam
pembuahan in vitro dilihat dari pembelahan
embrio, maka dilakukan pembuahan dengan oosit
sapi perah yang telah dipersiapakan terlebih dulu.
Mula-mula ovarium sapi perah yasng diperoleh
dari Rumah potong Hewan dilakukan aspirasi
(penyedotan ) cairan folikel yang berdiametyer 3 —
5 mm, menngunakan alat suntik yang steri; dan
jarum suntik ukuran 18 Gauge. Larutan hangat
Oocyte Washing Solution (OWS) yang digunakan
untuk koleksi, cairan folikel dimasukkan ke dalam
tabung dan disimpan dalam penengas air dengan
suhu  37°C ditunggu 10 menit sampai oosit
mengendap dan diperiksa dibawah mikroskop
sterio dengan pembesaran 100 X, hanya oosit yang
berkumulus lengkap digunakan dan dicuci 2 kali
dengan OMS dan dimatangkan dalam media
Tissue Culture selama 24 jam. Oosit yang matang
dipindahkan  dalam  masing-masing  media
perlakukan untuk kapasitasi spermatozoa yang
juga berfungsi sebagai media pembuahan.
Pengamatan tingkat perkembangan ebrio dilakukan
pada hari kedua (48 jam) setelah pembuahan yaitu
jumlah embrio dalam tingkatan yang berbeda
(2,4,8 dan 16 sel) dari keseluruhan jumlah embrio
yang positif membelah.

Data yang diperoleh ditabulasikan dan
dianaliss secara statistik ~menggunakan uji
multivariate, bila tampat ada pengaruh dilanjutkan
dengan uji F univariate yang kemudian dilanjukan
dengan uji LSD (Norusis, 1991).

Hasil Dan Pembahasan

Rata-rata persentase (+ SD) tingkat
perkembangan embrio 2 sel, 4 sel, 8 sel dan 16 sel
pada media EBSS + heparin, EBSS + hipotaurin,
EBSS + heparin + Hipotaurin dan EBSS selama 48
jam dapat dilihat pada Tabel 1.

Dari hasil diatas berdasarkan tingkat
perkembangan embrio menjadi 2 sel dan 8 sel, ada
perbedaan yang bermakna (P<0,05) diantara media
perlakuan ~ EBSS+heparin,  EBSS+hipotaurin,
EBSS+heparin+hipotaurin dan EBSS. Tapi tidak
ada perbedaan yang nyata (P>0,05) diantara media
perlakuan  di  atas  berdasarkan  tingkat
perkembangan embrio 4 sel dan 16nsel.

Penggunaan heaprin menurut Kurosaka et
al, 1990 dikutip Gordon, 1994 selan
mempengaruhi proses fertilisasi yaitu denagn
membantu  kapasitasi juga  mempengaruhi
perkembangan embro. Parrish dan Niwa (1988)
melaporkan pada hewan mamalia, media yang
paling cocok untuk kapasitasi dan pembuahan
adalah media yamg selain mengandung mineral
juga dilengkapi dengan heparin dan kafein.
Penambahan heparin dan kafein pada media BO
dapat meningkatkan daya penetrasi spermatozoa
pada sel telur. :

Hipotaurin dengan dosis 10 ug yang
dikombinasikan dengan penisillamin, epinephrin
disingkat PHE  menurut  Gordon  (1994)
mempunyai pengaruh sebagai faktor motilitas
spermatozoa pada fertilisasi in vitro pada sapi,
angka fertilisasi mencapai 87,5 %. Menurut
Barnett dan Bavister (1992) hipotaurin melindungi
kondisi lingkungan in vitro, seperti perokdasi
lemak-lemak membram dengan dua pengaruh
stimulasinya yaitu sebagai antioksidan yang
putative, dan pengaruh positif terhadap rendahnya
tekanan oksigen selama kultur embrio yang
kemungkinan berhubungan dengan sensitivitas
dari embrio awal (embrio yang baru membelah)
terhadap radikal bebas yang merusak, yang
mungkin menghambat atau bahkan mencegah
pembelahan embrio. Sedangkan menurut Dasrul
(1997) timbulnya ketidak  seragaman tingkat
perkembangan embrio diduga disebabkan oleh
kurang sempurnanya pematangan inti oosit atau
berbeda tingkat pematangan oosit sewaktu
dilakukan pembuahan.

Tabel 1. Persentase rata-rata tingkat perkembangan embrio 2 sel, 4 sel, 8 sel dan 16 sel pada media EBSS
+ heparin, EBSS + hipotaurin, EBSS + heparin + Hipotaurin dan EBSS selama 48 jam

Perkembangan embrio

Media

2 sel 8 sel 16 sel
EBSS+hepar 32.95+ 20.07° 28.63 15.84° 22.32 15.24° 15.38 16.18*
EBSS+hipo 3299+ 18.91* 29.46 17.39° 22.29 15.42° 16.38 12.15
EBSS+hep+hipo 25.75 = 17.17° 24.94 17.82° 28.38 12.56" 22.0511.16
EBSS 50.75 + 12.92 33.69 17.86 7.01 9.34° 8.55 8.24°

Keterangan : Huruf superskrip yang berbeda dalam kolom yang sama memperliharkan perbedaan yang

nyata ( P,0,05)
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Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian pengaruh
penambahan heparin, hepotaurin dan kombinasi
heparin hipotaurin pada media kapasitasi terhadap
perkembangan embrio pada pembuahan in vitro,
maka dapat diambil  kesimpulan  bahwa
penambahan heparin, hipotaurin atau kombinasi
heparin  hipotaurin  dalam  media EBSS
mempengaruhi perkembangan embrio dengan rata-
rata persentase dua sel lebih rendah dan 8 sel lebih
tinggi dibandingkan media EBSS saja tanpa
penambahan hepain atau hipotaurin
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