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RINGKASAN

Penambahan hormon secara bersama-sama dengan sel-sel folikel, di
antaranya adalah sel granulosa dilaporkan dapat mendorong ekspansi sel-sel
kumulus. Oosit yang dikelilingi oleh sel kumulus yang sehat selanjutnya dapat
berkembang menjadi M-I dan M-II dalam medium pematangan oosit in vitro.
Pengaruh positif yang diberikan sel granulosa dan hormon dalam maturasi oosit
memungkinkan terjadinya interaksi dalam meningkatkan angka pematangan
maupun kadar hormon progesteron dalam medium maturasi tersebut. Penelitian
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh penambahan hormon FSH dan PMSG
dalam medium maturasi oosit in vitro terhadap angka maturasi dan hormon
progesteron.

Oosit yang digunakan dalam penelitian ini berasal dari ovarium ternak sapi
yang dipotong di RPH. Medium maturasi menggunakan TCM-199 yang
disuplementasi serum 10%, gentamicin 50pg/ml, FSH 10pg/ml atau PMSG

10pg/ml dan kultur sel granulosa 1x10° sel/ml. Pada tiap unit perlakuan



digunakan 20 oosit kualitas A dan B dalam 100 pl medium maturasi. Metode
penelitian yang digunakan adalah RAK pola faktorial 2x2 dengan 4 kelompok.
Faktor A kultur (tanpa sel dan sel granulosa), Faktor B hormon (PMSG dan FSH).
Perbedaan antara perlakuan diuji dengan uji lanjut DMRT. Peubah yang diamati
adalah angka maturasi dan kadar hormon progesteron dalam medium maturasi,
diukur menggunakan teknik RIA.

Hasil pengamatan menunjukkan bahwa tidak terdapat interaksi
penambahan sel granulosa dengan hormon terhadap angka maturasi dan kadar
hormon progesteron dalam medium maturasi. Pemakaian kultur sel granulosa
dalam medium maturasi nyata (P<0,05) meningkatkan angka maturasi oosit in
vitro. Angka maturasi tertinggi didapat dari medium yang memakai sel granulosa
dan FSH sebesar 71,25%. Kadar hormon progesteron tertinggi didapat dari

medium yang memakai sel granulosa dan PMSG sebesar 1,40 ng/ml.
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L PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Penerapan bioteknologi merupakan upaya untuk meningkatkan efisiensi
reproduksi ternak, terutama untuk mendapatkan ternak dengan kualitas dan
kuantitas yang baik. Transfer embrio adalah salah satu cara yang dipandang
efisien dan efektif dalam bidang reproduksi, namun produksi embrio secara in
vivo terbatas oleh kemampuan ternak betina donor untuk menghasilkan embrio.
Produksi embrio secara in vitro melalui teknik in vitro Fertilisasi (IVF)
merupakan suatu alternatif untuk menyelesaikan permasalahan tersebut. Teknik
IVF dapat memanfaatkan limbah oosit di Rumah Potong Hewan (RPH).
Pemanfaatan oosit dari hewan yang dipotong merupakan cara produksi embrio
yang ekonomis karena dengan cara ini oosit hewan yang harusnya dibuang dapat
dimanfaatkan untuk dijadikan bakal bibit.

Teknologi IVF merupakan teknologi untuk produksi embrio pada
lingkungan buatan (luar tubuh). Teknologi ini terdiri atas serangkaian kegiatan
yang meliputi maturasi oosit, fertilisasi oosit dengan sperma dan kultur embrio.
Hal yang harus dilakukan pada teknik IVF adalah menciptakan lingkungan in
vitro yang menyerupai lingkungan asalnya di dalam tubuh (in vive). Keadaan
tersebut dapat diciptakan dengan menambahkan hormon ke dalam medium
pematangan maupun medium kultur. Hormon yang umum digunakan adalah
Follicle Stimulating Hormon (FSH), akan tetapi hormon ini relatif mahal. Hormon
lain yang mempunyai kerja yang sama dengan FSH adalah Pregnant Mare's

Serum Gonadotropin (PMSG). Secara fisiologis PMSG lebih bersifat seperti FSH,



PMSG memiliki fungsi merangsang pembentukan dan pertumbuhan folikel
sehingga meningkatkan kadar hormon estrogen dalam darah (disekresikan oleh
folikel de Graaf). Sedangkan sifat PMSG yang mirip dengan LH, mampu
menstimulasi  pertumbuhan  sel-sel interstisial ovarium yang merangsang
terjadinya ovulasi dan terbentuknya sel-sel luteal (Tolihere, 1985 dan
Partodihardjo, 1987).

Tahapan maturasi dalam teknik IVF membutuhkan media kultur, dan yang
sering digunakan adalah Tissue Culture Medium 199 (TCM-199). Media kultur
dapat disuplementasi dengan monolayer sel granulosa yang berasal dari sisa
slicing ovarium (Gordon, 1994). Dalam penelitian Jaswandi er al, (2003)
diketahui bahwa media yang secara kebetulan terdapat sel granulosa yang
merupakan bagian dari folikel, terlihat perkembangan embrio yang lebih baik dari
segi kualitas dan kuantitas sampai tahap morula, tetapi sebagian gagal
berkembang ke tahap berikutnya.

Sel granulosa secara in vivo terdapat pada folikel yang aktif untuk
menghasilkan hormon steroid, di antaranya adalah hormon estrogen. Estrogen
terbentuk dari prekusor cholesterol, proses sintesanya melewati beberapa tahap
yang membutuhkan hormon perantara termasuk di dalamnya hormon progesteron.

Hewan-hewan betina sejak lahir pada ovariumnya sudah dilengkapi oleh
ratusan ribu folikel, namun selama hidupnya hanya sebagian kecil saja yang
berhasil diovulasikan. Upaya untuk memaksimalkan sel granulosa sebagai sumber

daya biologik hormon endogen perlu sentuhan teknologi .



Melihat dari kondisi tersebut perlu adanya kajian untuk memodifikasi
teknik kultur dengan menambahkan sel granulosa ke dalam media maturasi.
Penambahan sel granulosa ini diharapkan dapat menyediakan zat atau faktor
penumbuh bagi embrio tanpa terjadi kompetisi nutrisi. Faktor tersebut dapat
berupa kandungan hormon progesteron.

Menurut Setiadi ef al., (2002) penambahan hormon secara bersama-sama
dengan sel-sel folikel dilaporkan dapat mendorong ekspansi sel-sel kumulus.
Kondisi sel-sel kumulus yang mengelilingi oosit menjadi penentu kualitas dari
oosit tersebut. Qosit yang dikelilingi oleh sel kumulus yang sehat selanjutnya
dapat berkembang menjadi M-I dan M-Il dalam medium pematangan oosit in
vitro (Hunter, 1995). Pengaruh positif yang diberikan sel granulosa dan hormon
dalam maturasi oosit memungkinkan terjadinya interaksi dalam meningkatkan
angka pematangan maupun kadar hormon progesteron dalam medium maturasi
tersebut.

Berdasarkan penjelasan di atas penulis tertarik melakukan penelitian
dengan judul ”Pengaruh Penambahan FSH dan PMSG dalam Medium
Kultur Sel Granulosa Terhadap Konsentrasi Progesteron pada Maturasi

Qosit In Vitro”.

B. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah :
1. Mengetahui interaksi penambahan hormon FSH dan PMSG dengan sel

granulosa dalam maturasi oosit in vitro pada ternak sapi.




2. Mengetahui pengaruh penambahan hormon FSH dan PMSG dalam
medium maturasi oosit in vitro terhadap angka maturasi.

3. Mengetahui pengaruh penambahan sel granulosa dalam medium TCM-
199 terhadap angka maturasi oosit in vitro

4. Mengetahui kadar hormon progesteron dalam medium maturasi oosit in

vitro.

C. Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini dapat memberikan
informasi mengenai kultur sel granulosa pada medium maturasi in vitro yang

menggunakan hormon FSH dan PMSG.

D. Hipotesis penelitian
Terdapat interaksi penambahan sel granulosa dengan hormon FSH dan
PMSG terhadap kadar hormon progesteron dan angka maturasi pada medium

maturasi 0osit in vitro.




II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Perkembangan Oosit

Jumlah oosit yang terdapat pada ovarium mamalia diperkirakan mencapai
200.000 buah. Namun demikian tidak semua oosit tersebut tumbuh menjadi
matang, hanya sekitar 300 buah yang dapat mencapai tahap pematangan dan dapat
diovulasikan, sedangkan yang lainnya mengalami pertumbuhan sesaat dan
kemudian mati (Gordon, 1994).

Perkembangan oosit terjadi dua tahap, yaitu fase pertama perkembangan
cepat dan berhubungan dengan perkembangan ovarium dimulai pada folikel. Fase
kedua, oosit tidak berkembang ukuran sementara folikel ovarium yang merespon
hormon pituitari meningkat diameternya dengan cepat. Pertumbuhan oosit
ditandai oleh pembesaran sitoplasma karena penumpukan granula-granula
deutoplasma (kuning telur) dalam berbagai ukuran, pembentukan zona pelllucida
dan poliferasi (memperbanyak diri) mitosis epitel folikuler kira-kira pada waktu
pertumbuhan antrum dimulai dalam folikel (Toelihere, 1985)

Perkembangan pehaﬁngm oosit dapat dibedakan atas beberapa stadium
(Lanzerdorf ef al., 1990) yang diikuti Gordon (1994) yaitu :

1. Stadium inti (Germinal Vesicle = GV), inti yang dikelilingi oleh

lapisan corona pekat terlihat jelas. Berlangsung selama 0 — 8,0 jam.

2. Stadium Germinal Vesicle Break Down (GVBD), ditandai oleh

membran yang mulai hilang dan tidak beraturan. Berlangsung selama

8,0 — 10,3 jam.



3. Stadium Metafase 1 (M-I), terjadi peleburan inti sehingga tidak
terlihat di dalam sel. Berlangsung selama 10,3 — 15,4 jam.

4.  Stadium Metafase I (M-II), terlihat adanya benda kutub (PB-I)..
Pada stadium M-II inilah yang dianggap matang. Berlangsung

selama 18,0 — 24,0 jam. Seperti terlihat pada Gambar 1.

o
Sumber: Boediono (2006)

Gambar 1. Status inti oosit setelah pematangan in vifro. Tanda panah menunjukkan status
inti pada tahap: a. Germinal Vesicle Break Down (GVBD), b. Metafase | (MI),
c. Metafase Il (MIH). Garis skala = 50 pm.

Berdasarkan keadaan sel-sel kumulus dan sitoplasma oosit, Loose et al
(1989) dalam Gordon (1994) mengelompokkan oosit atas empat kategori kualitas,
yaitu: (A) oosit yang dikelilingi oleh multi lapisan sel-sel kumulus dan
mempunyai sitoplasma homogen, terang dan transparan, (B) oosit yang dikelilingi
oleh multi lapisan sel-sel kumulus dan mempunyai sitoplasma kompak, kasar dan
bagian tepi agak hitam, (C) oosit yang dikelilingi oleh lapisan sel-sel kumulus
yang kurang kompak dan mempunyai sitoplasma yang tidak beraturan dengan
bercak-bercak hitam dan lebih gelap dari kualitas A dan B, dan (D) lapisan sel-sel
kumulus berpencar membentuk gumpalan gelap dan sitoplasma tidak beraturan
serta oosit secara keseluruhan menghitam. Djati (1999) mengemukakan bahwa

tingkat pematangan oosit A dan B tidak dipengaruhi oleh musim maupun bangsa




ternak, sehingga dapat digunakan untuk mengurangi ketidakseragaman individu
dari sampel dan kondisi lingkungan atau musim.

De Smedt et al. (1992) menyatakan kisaran ukuran folikel yang digunakan
sebagai sumber oosit untuk pematangan in vitro adalah 2 — 6 mm. Oosit yang
berasal dari folikel yang kurang dari 2 mm menghasilkan angka cleavage yang
lebih rendah dari ukuran 2 — 6 mm.

Viabilitas oosit dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti metode koleksi
ovarium, sumber oosit dan kualitas oosit. Ovarium umumnya diambil dan dibawa
ke laboratorium dalam waktu satu sampai dua jam setelah hewan dipotong dengan
suhu 30 — 35°C (Gordon,1994). Koleksi oosit dari ovarium dapat dilakukan
dengan dua cara yaitu aspirasi dan penyayatan (slicing). Meskipun teknik aspirasi
menghasilkan jumlah oosit yang lebih banyak per ovarium, tetapi persentase oosit
dengan kumulus yang kompak lebih tinggi diperoleh dengan metode penyayatan

(Paswhe et al, 1994).

B. Maturasi Oosit In Vitro

Maturasi oosit merupakan suatu proses pematangan sitoplasma yang
dilengkapi pematangan inti. Maturasi oosit bertujuan untuk mendapatkan oosit
sekunder haploid yang dilengkapi dengan berbagai kebutuhan biologis yang
diperlukan untuk keberhasilan perkembangan embrio berikutnya (Hyttel et al,
1997). Kematangan inti akan ditandai oleh terlihatnya polar bodi dan kromatin
metafase-II (M-II) (Gordon, 1994). Menurut Jaswandi (2000), waktu yang efektif
untuk pematangan inti adalah selama 24 jam. Apabila diperpanjang (32 jam) akan

mengurangi fertilisasi oosit yang mengalami pematangan lebih awal.




1. Medium

Medium merupakan media tumbuh dalam produksi embrio. Medium yang
sering digunakan dalam pematangan oosit adalah fissue culture medium -199
(TCM-199). TCM-199 terdiri dari garam-garam Earle’s yang mengandung N-(2-
hidroxylthil)-piperrazine-N-(2-ethane ~ sulfonic acid) HEPES dan natrium
bikarbonat sebagai penyangga dan disuplementasi dengan piruvat, laktat, asam
amino, vitamin, purin dan subtansi lain yang terdapat dalam serum (Gordon,
1994). Penambahan serum ke dalam medium pematangan dapat meningkatkan
perkembangan oosit dan sebagai sumber nutrisi seperti asam-asam amino dan
garam-garam organik (Walker er al., 1994). Serum mungkin mempengaruhi
perkembangan oosit secara langsung atau secara tak langsung melalui sel-sel
kumulus (Trounson et al., 1994)

Hasil penelitian Mundana dan Jaswandi (2003) 60.3% oosit sapi pesisir
yang berasal dari folikel 2 — 6 mm mengalami pematangan sempurna dalam
medium TCM-199 yang disuplementasi Fetal Calf Serum (FSC) 10%, FSH 10
pg/ml, LH 10 pg/ml dan estradiol 1 pg/ml. Demikian Jjuga hasil penelitian
Jaswandi ef al. (2003) menyimpulkan bahwa pematangan oosit secara in vitro
dapat dilakukan dalam straw dengan mengkultur 10-30 oosit dengan

menggunakan medium TCM-199 yang disuplementasi dengan hepes 10-20 mM.

2. Sistem Inkubasi
Umumnya oosit dimatangkan secara in vitro menggunakan sistem kultur
static, dimana 10 — 20 oosit dimatangkan dalam 50 — 100 ul medium. Penggunaan

tetesan (drop) yang ditutupi dengan minyak mineral memberikan beberapa



keuntungan seperti mencegah dan mengurangi penguapan, mencegah kontaminasi
mikroba, mengurangi fluktuasi suhu dan memudahkan pengamatan selama

inkubasi (Gordon, 1994).

3. Teknik Kultur

Ko-kultur sel yang berasal dari lingkungan alamiahnya seperti sel
granulosa, sel kumulus, sel oviduk dan sel fibrolas dari uterus dapat digunakan
untuk medium pematangan oosit dan pertumbuhan embrio. Oosit sapi yang
ditumbuhkan di dalam kultur sel kumulus mampu berkembang mencapai blastosis
(Lim et al, 1996). Tidak ada perbedaan antara persentase pembelahan embrio dan
tahap blastula pada kultur dengan sel kumulus dan sel oviduk (Bohboodi ef al.,
1992). Ditambahkan oleh Braukelman et a/ (2004) hasil penelitiannya tidak
didapati adanya kelainan dari anak yang dilahirkan dari hasil kebuntingan

menggunakan embrio in vitre dari teknik ko kultur.

C. Sel Granulosa

Sel granulosa merupakan komponen dari folikel de Graaf. Sel-sel ini
melapisi dinding antrum, juga menjadi cumulus ooparus; masa sel granulosa yang
membungkus sel telur dan terletak paling dekat dengan telur disebut Corona
radiata. Pada sapi sel telur meninggalkan folikel dengan disertai beberapa lapis
sel granulosa (Partodihardjo, 1987 dan Frandsond, 1992). Sel-sel corona radiata
membentuk prosesus melalui zona pelusida ke membran vitelin (membran sel)
dari ovum yang merupakan suplai material kuning telur kepada telur (Frandson,

1992).




Gordon (1994) mengungkapkan bahwa pada media koleksi bekas slicing
ovarium akan terdapat sel-sel granulosa. Sel ini dicuci dua kali dan disentrifuse
selama 5 menit. Hasil pemisahan sel granulosa dari media koleksi dapat
digunakan pada maturasi in vitro.

Hasil penelitian Haney and Schomberg (1981) menunjukkan produksi
progesteron oleh sel granulosa meningkat pada kelompok folikel 9 — 12 mm.
Teotia (2001) juga mendapatkan sel granulosa dari folikel mendukung proses
maturasi sitoplasma oosit kambing sebagaimana yang terlihat dari maturasi yang
lebih baik, tingginya angka fertilisasi, angka cleavage meningkat dan

pembentukan morula yang lebih baik.

D. Follicel Stimulating Hormon (FSH)

FSH merupakan gonadotropin yang terdapat pada hipofisa anterior. Baik
FSH maupun LH adalah glycoprotein yang mempunyai berat molekul antara
30.000 sampai 67.000. hingga kini baik FSH maupun LH belum ada yang dapat
dimurnikan secara 100%. Preparat FSH selalu mengandung sedikit LH dan
sebaliknya. Namun FSH kurang sempurna larut dalam air, molekulnya stabil pada
pH 4 sampai 11 dengan titik isoelektriknya pada pH 4,8. dalam rantai asam
aminonya didapatkan karbohidrat. Macam karbohidrat yang terdapat dalam rantai
asam amino ini tergantung pada spesies dari FSH itu diekstrak. Tetapi pada
umumnya FSH mengandung fruktosa, hexose (mannose), hexosamine dan asam
sialat (sialic acid atau neuraminic acid).asam neuraminic ini memegang peranan

amat penting untuk fungsi biologik FSH, kalau asam ini hancur atau terlepas dari
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rangkaian asam amino yang membentuk molekul FSH, FSH tersebut akan
kehilangan daya kerjanya (Partodihardjo, 1987).

Fungsi utama FSH adalah menstimulasi pertumbuhan dan pematangan
folikel de Graaf dalam ovarium dan spermatogenesis dalam tubuli seminiferi
testes. FSH murni menstimuler pertumbuhan folikel pada hewan betina yang
dihipofasektomi tetapi tidak menyebabkan ovulasi, luteinisasi atau stimulasi
terhadap jaringan interstitial ovarium. LH bekerja sama dengan FSH untuk
menstimulir pematangan folikel dan pelepasan estrogen.sesudah pematangan
folikel, LH menyebabkan ovulasi dengan menggertak pemecahan dinding sel dan
pelepasan ovum. la mungkin juga ikut berpengaruh terhadap pembentukan corpus
luteum yang berasal dari folikel yang sudah pecah. Sekresi LH yang terus menerus
mungkin penting untuk mempertahankan corpus luteum dan sekresi progesteron

untuk kelanjutan kebuntingan pada sapi (Toelihere, 1985).

E. Pregnan Mare’s Serum Gonadotropin (PMSG)

PMSG merupakan gonadotropin yang dalam konsentrasi tinggi terdapat
dalam serum darah kuda bunting. Hormon PMSG dihasilkan oleh mangkok-
mangkok endometrium uterus kuda bunting (Toelihere, 1985 dan Nalbandov,
1990). Hormon PMSG mulai terdapat dalam serum darah kuda pada hari ke-40
masa kebuntingan dan mencapai konsentrasi tertinggi pada hari ke-60 sampai 65,
namun akan menurun sampai mencapai kadar yang tidak dapat diukur, ini terjadi
kira-kira pada hari ke-170 masa kebuntingan (Toelihere, 1985 dan Partodihardjo,
1987).
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Menurut Nalbandov (1990), PMSG merupakan gonadotropin yang
pertama kali diproduksi secara komersial yang digunakan untuk superovulasi
dalam program transfer embrio pada ternak sapi, domba dan babi. Waktu
pengaruh biologis dalam darah sangat panjang karena tidak mudah dimetabolisme
sehingga pemberian dengan suntikan tunggal sama efektifnya dengan suntikan
secara bertahap. Hal ini berbeda dengan gonadotropin lain yang dimetabolisme
secara cepat sehingga penyuntikan secara bertahap akan lebih efektif.

Superovulasi dengan menggunakan PMSG merupakan suatu teknik untuk
merangsang pembentukan dan pertumbuhan folikel di ovarium dalam jumlah
banyak serta mematangkannya lebih cepat dari kemampuan alamiah, sehingga
ketika berahi lebih banyak sel telur yang dihasilkan (melebihi normal). Pada
kondisi ini FSH menggertak pematangan beberapa folikel sedangkan LH

menyebabkan ovulasi (Toelihere, 1985).

F. Progesteron

Progesteron adalah progestogen alamiah terpenting yang disekresikan oleh
sel-sel lutein corpus luteum. Disamping itu hormon ini dihasilkan juga oleh
plasenta. Sejumlah kecil progesteron telah diisoler dari testis dan kelenjar adrenal,
karena progesteron mungkin merupakan suatu zat intermediair dalam biosinthesa
coticoid adrenal atau androgen testikuler. Fungsi progesteron sulit dipisahkan dari
hormon lain seperti estrogen. Estrogen menyebabkan proses-proses pertumbuhan
sedangkan progesteron menstrimulir diferensiasi jaringan. Pengaruh khusus
progesteron lainnya yaitu mempertahankan kebuntingan dengan menghasilkan

suatu lingkungan endometrial yang sesuai untuk kelangsungan hidup dan
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perkembangan embrio (Toelihere, 1985). Rumus bangun progesteron dapat dilihat

pada Gambar 2.
CH,
PROGESTOREN ,
CcC=0 .
Progesteron
CH,
Z

Gambar 2. Rumus Bangun Hormon Progesteron
Sumber : Toelihere (1985)

Progesteron dikenal sebagai hormon kebuntingan karena menyebabkan
penebalan endometrium dan perkembangan kelenjer uterin mendahului terjadinya
implantasi dari ovum yang dibuahi. Pentingnya progesteron dalam
mempertahankan kebuntingan tercermin dari kenyataan bahwa hewan abortus
yang spontan terjadi pada beberapa hewan apabila ovarinya diambil pada masa
kebuntingan, dengan konsekuensi penurunan jumlah progesteron (Frandson,

1994).

G. Radioimmunoassay (RIA)

Radioimmunoassay (RIA) adalah teknik yang banyak digunakan untuk
menentukan konsentrasi hormon. Pengujian ini menggunakan anti bodi yang
spesifik untuk hormon sebagai protein yang terikat (Edqvist ef al., dalam Zen dkk

(1996). Dasar kerja RIA adalah pengikatan anti gen progesteron yang terkandung
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dalam susu atau serum dengan progesteron anti bodi spesifik yang dilapiskan pada
bagian dalam dinding tabung. Sisa anti bodi spesifik yang tidak diikat oleh anti
gen progesteron sampel akan mengikat '*I. Makin banyak '* yang tercacah
berarti makin sedikit kadar progesteron di dalam sampel (Maryati dan Nuniek,
1985).

Metode RIA ini mempunyai kemampuan untuk menentukan zat-zat
fisiologis sampai konsentrasi yang sangat rendah sekali, sampai sekitar nanogram
(ng = 10”) dan bahkan dapat mencapai konsentrasi pictogram (pg = 10"°) untuk
setiap 1 ml (Djojosoebagio, 1987). Metode ini sangat penting dalam penentuan
peptida dan hormon steroid yang terdapat di dalam serum yang konsentrasinya
sangat rendah. Metode RIA ini tergantung kepada kompetisi untuk mendapatkan
tempat-tempat kedudukan (ikatan) pada anti bodi yang spesifik dari suatu zat
tertentu antara zat yang terdapat di dalam serum dan zat yang sama ditandai
dengan radio aktif. Zat ini misalnya suatu hormon seperti tiroksin, FSH dan lain-
lain (Partodihardjo, 1987). Ditambahkan oleh Soewondo (1988) Prinsip dasar dari
teknik RIA ini adalah ikatan antara anti gen dan antibody dan di dalam ikatan ini
yang utama adalah sifat kekhususannya. Sebuah anti bodi yang berkaitan dengan
anti gen yang spesifik untuknya dan tidak mengadakan reaksi silang (cross
reaction) dengan tipe anti gen yang sama.

Kelebihan RIA dibandingkan teknik lain diantarannya mudah dikerjakan,
mempunyai ketepatan yang tinggi, pekerjaannya lebih cepat dan tidak

memerlukan jumlah sampel yang besar (Soewondo, 1988).
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III. MATERI DAN METODE PENELITIAN

A. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Reproduksi Ternak Jurusan
Produksi Ternak Fakultas Peternakan Universitas Andalas Padang, pada bulan

September 2009 sampai Januari 2010.

B. Materi Penelitian
Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah :

1. Oosit dan sel granulosa diperoleh dari ovarium ternak sapi yang dipotong
di Rumah Potong Hewan (RPH).

2. Bahan-bahan yang digunakan; NaCl Fisiologis 0,9%, Phosphate Buffered
Salline (PBS;Nissui Jepang), Tissue Culture Medium-199 (TCM-
199;Sigma, M-5017), serum sapi 10%, FSH 10 pg/ml, PMSG 10 pg/ml,
gentamisin 50 pg/ml, mineral oil (M-8410, SIGMA), insulin, tissue dan
alumunium foil.

3. Alat-alat yang digunakan; termos untuk tempat ovarium saat transportasi
ke laboratorium, pisau silet untuk slicing ovarium, pipet pasteur (fisher),
pipet eppendorf, filter millipore 0,22 pm, inkubator, timbangan analitik,
sentrifuge, mikroskop stereo, lemari es, bunsen, oven, petridis 35 dan 60

mm, disposable syringe, refrigerator, laminar flow.




C. Metode penelitian
1. Prosedur Kerja
a. Koleksi oosit

Oosit diperoleh dari ovarium sapi yang dipotong di RPH. Ovarium yang
diperoleh dari RPH dibawa ke laboratorium dengan termos yang berisi media
NaCl fisiologis (0,9%) pada temperatur 30 — 35°C. Koleksi oosit dari ovarium
dilakukan dengan cara slicing dalam petridis yang berisi medium PBS yang
disuplementasi dengan serum sapi 10% dan gentamisin 50 pg/ml dan oosit yang
terlepas diamati di bawah mikroskop. Oosit yang digunakan dalam pematangan
adalah oosit yang dikelilingi sel-sel kumulus kompak dan mempunyai sitoplasma
yang homogen (kualitas A dan B), dilakukan menurut prosedur yang

dikemukakan oleh Jaswandi et al. (2003).

b. Penyiapan Sel Granulosa untuk Kultur

Sel granulosa diperoleh dari sisa slicing ovarium untuk koleksi oosit. Sel
didistriped dalam medium D-PBS yang mengandung tripsin 0.25%. sel
dihomogenisasi dengan magnetic strirrer, lalu disentrifugasi 2 kali. Endapan yang
diperoleh diencerkan dengan medium TCM-199 sampai konsentrasi 1 x 10°
sel/ml. Selanjutnya dikultur untuk mendapatkan monolayer sel granulosa pada

dasar pedtridis.
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¢. Maturasi oosit in vitro

Dalam tahap maturasi dilakukan pengujian terhadap pengaruh medium
kultur sel granulosa yang diberi FSH dan PMSG terhadap tingkat maturasi oosit.
Prosedur maturasi oosit in vitro dilakukan menurut prosedur yang dikemukakan
oleh Jaswandi (2000). Oosit yang diperoleh dicuci 3 kali dalam medium PBS dan
dilanjutkan dalam medium maturasi. Medium maturasi oosit yang digunakan yaitu
medium TCM-199 yang disuplementasi dengan FSH 10pg/ml atau PMSG 10
pg/ml, serum sapi 10% dan gentamisin 50 pg/ml serta ditambahkan sel granulosa.
Oosit yang telah dicuci dalam medium TCM-199 dimasukkan ke dalam 200 pl
mikrodrop medium yang dibuat pada sebuah pedtridis, kemudian ditutupi dengan
mineral oil. Penggunaan medium yang ditutup dengan minyak mineral
memberikan beberapa keuntungan seperti mencegah atau mengurangi penguapan
air, mencegah kontaminasi mikroba, mengurangi fluktuasi suhu dan memudahkan
selama pengamatan (Gordon,1994)..

Oosit ditempatkan secara acak pada 2 medium perlakuan kultur tanpa sel
dan kokultur sel granulosa serta 2 macam hormon PMSG dan FSH. Masing-
masing perlakuan terdiri dari 4 ulangan dan setiap unit ulangan atau eksperimen
terdiri dari 20 oosit. Qosit semua perlakuan dikultur atau diinkubasi selama 24
jam pada suhu 38,5°C dalam inkubator dengan CO; 5%.

Medium kultur adalah TCM-199 yang disuplementasi dengan serum 10%,
Insulin 5pg/ml dan gentamisin 50pg/ml. Setelah proses inkubasi media maturasi
yang digunakan dimasukan ke dalam botol untuk dianalisis kandungan hormon

progesteron dengan metode RIA.
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2. Variabel yang diamati

a. Angka Maturasi, yaitu jumlah oosit yang telah matang atau telah
terlihat polar bodi dan kromatin metafase II, dibandingkan dengan
jumlah oosit yang dimatangkan.

b. Kadar hormon progesteron dalam medium maturasi oosit in vitro.

3. Analisis Statistik

Data kadar progesteron yang diperoleh disajikan secara deskriptif dalam
bentuk grafik, sedangkan data maturasi dianalisis dengan menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK) pola faktorial 2 x 2 dengan 4 ulangan sebagai
kelompok, yang dikemukakan oleh Steel dan Torrie (1995).

Faktor pertama (Faktor A) adalah dua macam kultur, yaitu kultur tanpa sel
(A) dan kokultur sel granulosa (A,). Faktor ke dua (Faktor B) adalah dua macam
hormon, yaitu FSH (B,) dan PMSG (B;). Kombinasi perlakuan dapat dilihat pada
Tabel 1., sedangkan penyajian data pada Tabel 2. dan analisis keragaman pada

Tabel 3.

Tabel 1. Kombinasi Perlakuan untuk Rancangan Acak Kelompok Faktorial

Faktor A Faktor B (hormon)

(kultur) B B
Ay AB A1 B,
A; A; B A2 B;
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Tabel 2. Penyajian Data Tiap Perlakuan

Faktor A  Faktor B Kelompok
Kulwr  Homon 1 2 3 g o Batem
Tanpa  PMSG  YII1 YII2 Y13 Y114 YIL.  YIl.
Sel FSH  YI21 YI22 YI23 Y124 YI2. YI2
Total TS Hormon Yii Yi2 Y13 ¥Yid4 Yi. Y.
Sel PMSG Y211 Y212 Y213 Y214 Y2l. Y2I
Granulosa FSH Y221 Y222 Y223 Y224 Y22. Y22
Total SG Hormon w2321 y223- Sypal) AYD 4 o MYy Y.
Total Kelompok .1 Yo ¥.J Y..4 Y..all §Y...
Tabel 3. Analisis Keragaman Rancangan Acak Kelompok (RAK)
SK db K KT Fhitung ~ —Ftabel
0.05_0.01
Kelompok n-1=3 JKK JKK /3 KTK/KTAcak 3.86 6.99
A a-1=1 JKA JKA /1 KTA / KTAcak 5.12 10.59
B b-1=1 JKB JKB/1 KTB/KTAcak  5.12 10.59
AB (a-1)b-1)=1  JKAB JKAB/1 KTAB/KTAcak 5.12 10.59
Acak (n-1)@b-1)=9 JKAcak  JKAcak/9
Total Abn-1 =15 JK

Jika terdapat pengaruh yang nyata, maka analisis dilanjutkan dengan uji

Duncan’s Murtiple Range Test (DMRT) (Steel dan Torrie, 1995). Bagan

penelitian keseluruhan dapat dilihat pada Gambar 3.
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Pengumpulan Ovarium

Diperoleh dari RPH  dibawa
menggunakan termos  (30-35°C)
berisi cairan NaCL fisiologis (0,9%)

1

Pembersihan dan Koleksi Qosit

Pembersihan lemak, dicuci dengan NaCL fisiologis
(0,9%). Slicing dilakukan dalam cawan petri yang berisi
PBS. Tiga kali pencucian oosit didalam media PBS

5

Maturasi Oosit

TCM 199 + Serum + Gentamisin +
PMSG/FSH + Kultur sel granulosa

U

Pengamatan dan Evaluasi

Perhitungan oosit yang mencapai
tahap M 11

)

Pengambilan Media

Media maturasi diambil untuk
dianalisis kadar Progesteron dengan
metode RIA

Gambar 3. Alur Pelaksanaan Penelitian
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Persentase Maturasi Oosit secara In Vitro

Persentase maturasi didapat dari jumlah oosit yang telah terlihat polar
bodi dan kromatin metafase II, dibandingkan dengan jumlah oosit yang
dimaturasi. Hasil penelitian yang dilakukan didapat oosit yang telah mencapai

tahap metafase II atau telah memiliki polar bodi dapat dilihat pada Gambar 4. dan

angka persentase oosit yang telah matang dapat dilihat pada Tabel 4.

Sumber : Hasil penelitian di Laboratorium Reproduksi Ternak (2010)
Gambar 4. (a) Oosit yang telah dimaturasi
(b) Oosit terlihat telah memiliki polar bodi

Tabel 4. Persentase Maturasi Oosit secara In Vitro (%)

Faktor B (Hormon)
Faktor A (Kultur) Rataan Kultur
PMSG FSH
Tanpa Sel (43/80) 53.75 (47/80) 58.75 56.25*+ 3.54
Sel Granulosa (51/80) 63.75 (57/80) 71.25 67.50°+ 5.30
Rataan Hormon 58.75+7.07 65.00 + 8.84

Ket : Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan hasil yang

berbeda nyata (P<0.05)




Hasil analisis statistik tidak terdapat interaksi dari penambahan kultur sel
granulosa dengan hormon FSH dan PMSG dalam medium maturasi oosit terhadap
angka maturasi oosit in vifro. Hal tersebut menunjukkan bahwa penggunaan
hormon FSH dan PMSG sama efektifnya dalam mendorong perkembangan
pematangan oosit.

Hasil penelitian menunjukkan terjadinya peningkatan persentase maturasi
oosit yang dikultur dengan sel granulosa. Oosit yang dimatangkan dalam medium
maturasi tanpa sel mencapai tingkat maturasi sebesar 53,75% — 58,75%,
sedangkan maturasi dengan kultur sel granulosa mencapai tingkat maturasi
63,75% — 71,25%. Hasil ini menunjukkan persentase maturasi oosit lebih tinggi
medium dengan sel granulosa dari pada tanpa sel granulosa. Perbedaan hasil yang
diperoleh dapat disebabkan oleh metode pematangan yang digunakan. Hasil ini
sesuai dengan yang dikemukakan oleh Gordon (1994), bahwa faktor medium yang
ditambahkan dengan sel-sel granulosa, yang dapat meningkatkan angka maturasi
oosit. Hasil penelitian ini lebih tinggi dari hasil yang didapatkan oleh Hendri
(1999) dengan angka kematangan oosit sebesar 60%.

Hasil analisis stastistik faktor A (kultur) terhadap angka pengamatan
menunjukkan perbedaan yang sangat nyata (P<0,01). Namun hasil uji DMRT
menunjukkan bahwa perlakuan medium tanpa sel granulosa berbeda nyata
(P<0,05) terhadap medium yang memakai kultur sel granulosa.

Hal ini berarti pemakaian kultur sel granulosa dalam medium maturasi
oosit dapat meningkatkan persentase oosit yang matang. Sesuai dengan hasil

penelitian yang dikemukakan Jaswandi et al, (2003) bahwa medium yang di
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dalamnya terkandung sel granulosa yang merupakan bagian dari folikel, terlihat
perkembangan embrio yang lebih baik dari segi kualitas dan kuantitas. Demikian
juga dari hasil penelitian Teotia (2001) yang mendapatkan sel granulosa dari
folikel mendukung proses maturasi sitoplasma oosit kambing sebagaimana yang
terlihat dari maturasi yang lebih baik, tingginya angka fertilisasi, angka cleavage
meningkat dan pembentukan morula yang lebih baik.

Pemakaian hormon PMSG dan FSH dalam medium maturasi oosit in vitro
tidak menunjukkan perbedaan yang nyata (P>0,05), namun terlihat peningkatan
persentase maturasi oosit yang lebih tinggi pada pemakaian FSH. Dimana angka
maturasi yang didapat pada pemakaian PMSG sebesar 53,75% — 63,75%.
Sedangkan pada pemakaian FSH didapat angka maturasi sebesar 58,75% —
71,25%. Hasil ini sesuai dengan pendapat Sahmirza (2006), yang menyatakan
bahwa pemakaian hormon PMSG dan FSH dalam medium maturasi oosit in vitro
tidak berpengaruh nyata terhadap tingkat kematangan inti oosit (M II).

Tingkat kematangan inti yang hampir sama di antara kedua perlakuan
hormonal menunjukkan aktifitas biologis yang hampir sama dari hormon PMSG
dan FSH dalam menstimulasi pertumbuhan folikel dan pematangan inti oosit
sampai tahap metafase II. Seperti yang dikemukakan oleh Cole and Cupps (1997)
dalam Toelihere (1985) dan Partodihardjo (1987), bahwa secara fisiologis PMSG
lebih bersifat FSH yang memiliki fungsi merangsang pembentukan dan
pertumbuhan folikel sehingga meningkatkan kadar hormon estrogen di dalam
darah (disekresikan oleh folikel de Graaf). Sedangkan PMSG yang mirip dengan

LH, mampu menstimulasi pertumbuhan sel-sel interstisial ovarium yang
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merangsang terjadinya ovulasi dan merangsang terbentuknya sel-sel luteal. PMSG
dalam dosis yang rendah akan memperlihatkan pengaruh yang mirip seperti FSH,
jika dosisnya ditingkatkan maka pengaruhnya yang mirip LH akan terlihat
(Nalbandov and Casida, 1940). Hasil ini juga diperkuat oleh Gupta ef al., (2004)
bahwa PMSG efektif untuk menggantikan peranan FSH untuk maturasi in vitro.
Tingkat kematangan yang sedikit rendah pada pemakaian PMSG
dibanding FSH pada penelitian ini kemungkinan disebabkan oleh dosis yang
belum optimal dari PMSG. Hasil penelitian Gupta et al., (2004) pada kerbau
menunjukkan bahwa hasil terbaik dari penggunaan PMSG dalam medium

pematangan oosit kerbau secara in vitro adalah dengan dosis 40 — 50 TU/ml.

B. Kadar Hormon Progesteron dalam Medium Maturasi Qosit secara In
Vitro

Kadar hormon progesteron yang didapat selama penelitian ini adalah dari
medium maturasi oosit yang dikultur dengan sel granulosa yang ditambahkan
hormon PMSG dan FSH secara in vitro. Hasil dari penelitian ini dapat dilihat
pada Tabel 5 dan Grafik 1.

Tabel 5. Kadar Hormon Progesteron pada Maturasi Oosit secara In Vitro (ng/ml)

Faktor B (Hormon)
Faktor A (Kultur) Rataan Kultur
PMSG FSH
Tanpa Sel 0.74 0.71 0.72+0.02
Sel Granulosa 1.40 0.70 1.05+ 049
Rataan Hormon 1.07+047 | 0.70+0.01
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KardariHom;on Progesteron

Tanpa Sel Tanpa Sel Sel Granulosa Sel Granulosa kit il
PMSG FSH PMSG FSH

Grafik 1. Kadar Hormon Progesteron dalam Medium Maturasi In Vitro

Hasil penelitian dan uji statistik menunjukkan bahwa tidak terdapat
interaksi dari penambahan sel granulosa dengan hormon FSH dan PMSG dalam
medium maturasi oosit terhadap kadar hormon progesteron. Hal ini kemungkinan
disebabkan karena kinerja sel granulosa tidak saling berkaitan dengan kinerja
hormon FSH dan PMSG. Namun terdapat sel lain seperti sel kumulus dalam
penelitian Shirazi and Moalenian (2007) yang menunjukkan bahwa sel kumulus
dalam maturasi in vitro berperan terhadap produksi hormon steroid dalam
maturasi oosit in vitro.

Hasil penelitian menunjukkan produksi hormon progesteron paling tinggi
terdapat pada medium maturasi oosit yang menggunakan hormon PMSG, yaitu
sebesar 0,74 — 1,40 ng/ml. Sedangkan medium yang menggunakan hormon FSH
sebesar 0,71-0,70 ng/ml. Hal ini menunjukkan bahwa peranan hormon PMSG

dalam medium maturasi hampir setara dengan FSH. Seperti yang dikemukakan
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oleh Nalbandov and Casida (1940) bahwa, PMSG dalam dosis yang rendah akan
memperlihatkan pengaruh yang mirip seperti FSH, jika dosisnya ditingkatkan
maka pengaruhnya yang mirip LH akan terlihat. Sebelumnya juga telah
dikemukakan oleh Cole and Cupps (1969) dalam Toelihere (1985) dan
Partodihardjo (1987), bahwa secara fisiologis PMSG lebih bersifat FSH yang
memiliki fungsi merangsang pembentukan dan pertumbuhan folikel sehingga
meningkatkan kadar hormon estrogen di dalam darah (disekresikan oleh folikel de
Graaf).

Pemakaian medium maturasi kultur sel granulosa menghasilkan hormon
progesteron yang lebih tinggi dari pada medium maturasi tanpa sel, yaitu sebesar
0,70 — 1,40 ng/ml. Dalam hal ini sel granulosa yang merupakan bagian dari folikel
ikut memberi pengaruh terhadap kadar hormon progesteron. Progesteron disekresi
oleh masing-masing komponen sel folikel, namun output tertinggi terjadi pada
monolayer sel granulosa yang ditumbuhkan dalam kultur in vitro pada domba
(Moor,1977). Hasil penelitian Haney and Schomberg (1981) menunjukkan
produksi progesteron oleh sel granulosa meningkat secara dramatis pada
kelompok folikel 9 — 12 mm. Sesuai dengan pendapat Partodihardjo (1987) bahwa
bagian ovarium yang menghasilkan progesteron adalah folikel, CL dan sel-sel
ovarium (in vivo). Ditambahkan oleh Nalbandov (1990) bahwa dua komponen
yang terdapat pada ovarium adalah folikel dan CL yang keduanya mengeluarkan

hormon progesteron (in vivo).
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Hasil analisis stastistik menunjukkan terdapat perbedaan yang tidak nyata
(P>0,05) pada tiap perlakuan. Hal ini berarti penambahan FSH dan PMSG dalam
maturasi oosit dengan sistem kultur tanpa sel atau kokultur sel granulosa tidak
memberikan pengaruh terhadap kadar hormon progesteron dalam medium
maturasi oosit in vitro. Rata-rata kadar hormon progesteron tertinggi dalam
penelitian ini didapat dari medium yang menggunakan kultur sel granulosa
dengan hormon PMSG, yaitu sebesar 1,40 ng/ml. Hal ini disebabkan PMSG
dibentuk pada jaringan plasenta, dan telah banyak bukti plasenta memproduksi

hormon progesteron (Partodihardjo, 1987).

7



V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian ini dapat disimpulkan

bahwa:

. Interaksi penambahan sel granulosa dengan PMSG dan FSH dalam medium

maturasi berbeda tidak nyata terhadap angka maturasi oosit dan kadar hormon
progesteron.

Persentase maturasi oosit yang tertinggi didapatkan pada medium dengan sel
granulosa, yaitu sebesar 63,75 % — 71,25 %.

Media maturasi kultur sel granulosa yang disuplementasi oleh hormon FSH
menunjukkan persentase oosit matang yang paling baik, yaitu sebesar 71,25%.
Kadar hormon progesteron tertinggi didapat dari media yang memakai kultur

sel granulosa dan PMSG, yaitu sebesar 1,40 ng/ml.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian dapat dikemukakan beberapa saran sebagai

berikut :

1.

Diperlukan kajian lebih lanjut terhadap pengaruh kultur sel granulosa dengan
konsentrasi 1 x 10° sel/ml sampai tahap embrio secara in vitro.
Diperlukan kajian lebih lanjut terhadap kandungan hormon progesteron secara

terinci.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Persentase Maturasi Oosit secara In Vitro

1. Analisa Statistik

Faktor A Faktor B Kelompok

Kultur Hormon 1 2 3 4 Total Rataan
Tanpa PMSG 45 65 60 45 215 53.75
Sel FSH 60 60 65 50 235 58.75
Total TS Hormon 105 125 125 95 450 56.25
Sel PMSG 50 70 70 65 255 63.75
Granulosa FSH 70 70 75 70 285 71.25
Total SG Hormon 120 140 145 135 540 67.50
Total Kelompok 225 265 270 230 990 61.88
Tabel Pembantu Total Hormon
Hormon PMSG FSH
Total 470 520
2. Perhitungan
2
FK =220 _ 6125625
16
JKT =452+ (65 + auue........ +(70)> - FK

=62650 - 61256,25
139375

JKRel= (225)* +(265)* :;(270)2 +(230)" FK

= 61662,50 — 61256,25
= 406,25

KA = (450)* ;(540)’ B

FK
= 506,25
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_ (470)* +(520)*

JKB FK
8
=156,25
2 2
kAR = (479) ;(520) -
= 156,25
JKAcak = JKT-JKA —JKB - JKKel - JKAB
= 318,75
3. Tabel Sidik Ragam
- F table
SK Db JK KT F hitung .05 001
Kelompok 4-1=3 406,25 135,42 382 3.8 6,99
A 2-1=1 506,25 506,25  14,29" 5,12 10,59
B 21 =1 156,25 156,25 441 5,12 10,59
AB 2-D@-1)=1 6,25 6,25 0,18 5,12 10,59
Acak (@4-1)(2.2-1)=9 31875 3542
Total (22.4)-1=15
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Lampiran 2. Uji Lanjut DMRT untuk persentase Maturasi Oosit InVitro

a. Kesalahan Baku untuk Perlakuan

b. Tabel SSR dan LSR

2
SSR 5% 3,20
LSR 5% 9,50
SSR 1% 4,60
LSR 1% 13,66

¢. Rata-rata Perlakuan dari terbesar — terkecil

Perlakuan Rata-rata
A; (Sel Granulosa) 67,50
A, (Tanpa Sel) 56,25

d. Selisih dari rata-rata Perlakuan dibanding dengan LSR 5% dan LSR 1%

Perbandingan Selisih LSR 5% LSR 1% Kesimpulan

A - Ay 11,25 9,50 13,66 ¥
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Lampiran 3. Kadar Hormon Progesteron dalam Medium Maturasi Oosit

secara In Vitro

1. Analisa Statistik

Faktor A Faktor B Kelompok

Kultr ~ Hormon 1 2 3 4 Teial Ratamn
Tanpa PMSG 0.28 1.54 0.78 0.36 2.96 0.74
Sel FSH 1.44 0.65 0.52 0.21 2.82 0.71
Total TS Hormon 1.72 2.19 1.30 0.57 5.78 0.72
Sel PMSG 1.74 2.12 1.40 0.34 5.60 1.40
Granulosa FSH 0.85 0.70 0.88 0.36 2.79 0.70
Total SG Hormon 2.59 2.82 2.28 0.70 8.39 1.05
Total Kelompok 4.31 5.01 3.58 1.27 14.17 0.89
Tabel Pembantu Total Hormon
Hormon PMSG FSH
Total 8.56 5.61

2. Perhitungan

2
FK = .(14]’& =12,55
JKT =(0,28)"+(1,54)* + wevuee....... +(0,36)° - FK
=5,16

2 2 2
ket = 30"+ 60D+ G50+ Q27

=198

2 2
A = ST 639" g

= 0,42

K = 856 ;(5,61)’ s

= 0,54
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2 2 2 2
kAR - G99 +C2) + 660" + @I _ e

= 0,44

JKAcak = JKT -JKA -JKB - JKKel - JKAB
- 1,77

3. Tabel Sidik Ragam

+ F table

SK Db K KT F hitung 0.05 001
Kelompok 4-1=3 1,9771 0,66 3,35 3,86 6,99
A 2-1=1 0,4258 0,43 2,16 5,12 10,59
B 2-1=1 0,5439 0,54 2,76 5,12 10,59
AB 2-D2-1)=1 0,4456 0,45 2,26 5,12 10,59
Acak 4-1)2.2-1)=9 L7711 0,20
Total (2.24)-1=15
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