BAB II
FISIOLOGI REPRODUKSI TERNAK SAPI BETINA
2.1  Siklus Estrus dan Gelombang Folikel
Estrus merupakan suatu fase kegiatan fisiologis pada hewan betina tidak bunting yang dimanifestasikan dengan memperlihatkan gejala keinginan kawin atau suatu fase hewan betina mau menerima pejantan secara seksual dan estrus dapat dikatakan suatu tanda hewan betina mau ovulasi. Interval antara timbulnya periode estrus kepermulaan periode estrus berikutnya pada hewan tidak bunting disebut siklus estrus (Hafez dan Hafez 2000). Lebih lanjut Hafez dan Hafez (2000) menyatakan bahwa lama waktu timbulnya estrus pada berbagai ternak berbeda. Pada ternak sapi (Bos taurus) siklus estrus berkisar antara 18 sampai 24 hari (rata-rata 21 hari) dengan lama estrus 18 sampai 19 jam. Siklus estrus dibagi menjadi empat fase, yakni fase estrus atau periode seksual (D0) diikuti dengan fase metestrus atau postovulasi (D1-D5), fase diestrus (D5-DI8) sesuai dengan fase luteal dan proestrus (D18- D20) yang merupakan periode sebelum estrus (Gambar 3).
Proestrus dikarakterisir dengan meningkatnya estradiol (E2). Ketika estradiol mencapai konsentrasi tertentu sapi betina menjadi estrus. Setelah ovulasi, folikel tumbuh berkembang menjadi corpus luteum selama fase metestrus. Diestrus dikarakterisir adanya CL fungsional dan tingginya konsentrasi progesterone (P4).
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Gambar 3  Pembagian skematis siklus kelamin ternak sapi berdasarkan perubahan yang terjadi dalam ovarium (Senger 2005).

Dalam satu siklus estrus dapat terjadi dua sampai empat gelombang folikel. Umumnya pada ternak sapi terjadi 2-3 gelombang folikel. Dalam setiap gelombang folikel akan direkrut sekitar 10-15 folikel. Folikel-folikel yang direkrut tersebut akan diseleksi menjadi sekitar 3-4 folikel yang berkembang terus dan yang lainnya akan berdegenerasi menjadi folikel atretik. Salah satu folikel yang paling besar dari kelompok 3-4 folikel yang terus berkembang akan menjadi folikel matang atau folikel dominan (dulu disebut folikel de Graaf).  Folikel dominan ini akan menekan perkembangan folikel lainnya yang lebih kecil yang disebut dengan folikel subordinat. Folikel dominan yang terbentuk pada fase metestrus atau fase diestrus tidak dapat ovulasi tetapi akan regresi menjadi folikel atretik. Folikel dominan yang terbentuk pada fase proestrus saja yang secara fisiologis dapat melanjutkan keproses ovulasi (Gambar 4). 
Proses ovulasi merupakan suatu proses pelepasan sel telur dari folikel matang (folikel dominan) atau folikel de Graaf (Mc Donnald 1980). Selanjutnya (Hafez dan Hafez 2000) menjelaskan bahwa untuk proses ovulasi akan disekresikan hormon PGF2α dan PGE2. Hormon PGE2 tersebut merangsang plasminogen aktivator dan PGF2α menyebabkan peretakan lisosom pada apeks epitel. Terjadinya kedua faktor tersebut diperkuat dengan adanya teka kolagenase dan oedema pada folikel akan menyebabkan terbentuknya stigma, kemudian PGF2α  menyebabkan kontraksi ovarium dan folikel sehingga mengakibatkan pecahnya folikel dominan dan terlontarnya oosit keluar dari folikel. 
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Gambar 4  Dinamika ovaria dalam siklus estrus (Senger 2005).

Marawali (1997) mengatakan bahwa ovulasi bukan merupakan proses peletusan yang ganas melainkan terjadi secara perlahan-lahan. Ovulasi mungkin terjadi oleh pelepasan LH yang membebaskan histamin yang menyebabkan hiperemia pada ovarium. Lebih lanjut disebutkan bahwa hiperemia ini mungkin menstimulir pelepasan enzim-enzim proteolitik, seperti kolagenase ke dalam cairan folikel yang mungkin bertanggung jawab atas pemisahan kumulus dari sisi folikel. Enzim-enzim inilah yang melemahkan dinding folikel dan terjadi suatu daerah avaskuler atau stigma dan ovulasi terjadi pada daerah penonjolan superfisial dimana dinding folikel tidak ditunjang oleh stroma ovarium. 
Setelah ovulasi, corpus luteum (CL) terbentuk pada bekas folikel yang telah pecah dan mulai mensekresi progesteron. Selama CL tetap aktif  menghasilkan progesteron, kadar sekresi FSH dari adenohipofise tetap rendah dan kadar sekresi LH dari adenohipofise berada pada level terendah dan statis.  Corpus luteum  dapat bertahan dalam ovarium 8 sampai 14 hari jika tidak terjadi kebuntingan (McDonnald 1980). Lebih lanjut dijelaskan uterus yang tidak disertai kebuntingan maka CL akan regresi oleh agen luteolitik PGF2α dari endometrium. Jika terjadi kebuntingan maka CL yang terbentuk akan terus berfungsi yang disebut CL graviditatum. Pada sapi CL ini akan terus berfungsi sampai akhir masa kebuntingan, terutama da1am peme1iharaan kehidupan blastosis sebelum implantasi. CL merupakan sumber penghasil hormon progesterone terbesar yang dibutuhkan oleh pemeliharaan kebuntingan. Progesteron menghambat sel limfosit T yang berfungsi untuk menolak jaringan asing dan memiliki aktivitas immunosuppresif alami yang mencegah penolakan induk terhadap calon anak. 
2.2  Perkembangan Embrio Praimplantasi
 Setelah terjadi proses fertilisasi akan terbentuk zigot. Pronukleus jantan dan betina mengalami fusi (syngami) dan zigot yang terbentuk akan berkembang menjadi embrio.  Definisi embrio adalah organism pada tahap awal perkembangan. Pada umumnya embrio tidak memiliki bentuk definitif yang dapat dikenali secara spesifik dari hewan tertentu. Sedangkan fetus adalah keturunan organism tertentu yang masih dalam uterus dan sudah dapat dikenali sebagai bagian hewan yang bersangkutan. Fetus merupakan perkembangan lanjutan dari embrio. Terminologi embrio, fetus dan konseptus sering dipakai seara bersamaan untuk menjelaskan perkembangan organism.  Konseptus didefnisikan sebagai hasil dari konsepsi. Hal ini termasuk 1) embrio selama embrio tahap awal, 2) embrio dan membrane ekstraembrionik selama tahap praimplantasi, 3) fetus dan plasenta selama fase post implantasi.
Adanya pronukleus jantan dan betina dalam sitoplasma oosit menunjukkan perkembangan awal dari oosit yang baru dibuahi. Jika pronukleus jantan dan betina dapat diobservasi, sel dapat disebut ootid.  Ootid ini merupakan salah satu sel tunggal terbesar dalam tubuh dan dapat karakterisasi dengan volume sitoplasma yang relatif lebih banyak dari volume inti. Karakter ini sangat penting karena pembelahan sel berikutnya dalam zona pelusida terbatas akan membagi sitoplasma dalam pembelahan secara terus menerus menjadi unit-unit yang lebih kecil.
Penggabungan berikutnya dari kedua jenis pronukleus dari satu sel embrio ini disebut sebagai sigot. Segera sigot yang terbentuk akan mengalami serangkaian pembelahan mitosis yang disebut cleavage. Pembelahan cleavage pertama akan menghasilkan 2-sel embrio, yang terdiri atas 2 sel blastomer. Setiap blastomer dari 2-sel embrio memiliki ukuran yang sama besar dan merupakan representasi separuh dari single sel sigot. Setiap blastomer akan mengalami pembelahan mitosis berikutnya, menjadi 4, 8 dan 16 sel blastomer. Jumlah blastomer meningkat disertai dengan penurunan ukuran dari blastomer. Selama mengalami pembelahan cleavage embrio tahap awal praimplantasi akan ditransport dari oviduk kearah koruna uteri. Perkembangan dan umur embrio praimplantasi, rute transportasi dalam oviduk kearah kornua uteri serta waktu transportasi dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2  Perkembangan, umur embrio dan waktu transportasi embrio awal praimplantasi di dalam oviduk dan uterus (modifikasi dari Senger 2005)

	Tahap sel embrio
	Umur embrio (hari)
	Lokasi

	2-sel
	1
	Oviduk

	4-sel
	1,5
	Oviduk

	8-sel
	3
	Oviduk

	Morula
	4-7
	Cornua uteri

	Blastosis
	7-12
	Cornua uteri

	Hatching blastosis
	9-11
	Cornua uteri



Dalam tahap awal embriogenesis, setiap blastomer memiliki potensi berkembang menjadi keturunan organisme asal yang utuh dan sehat. Blastomer dari 2-, 4- dan 8- sel embrio adalah totipoten. Toptipotensi ini merupakan terminology yang digunakan untuk menjelaskan kemampuan sel tunggal (blastomer) berkembang menjadi individu yang sempurna. Toptipotensi tidak dapat didemonstrasikan kemampuannya pada sel embrio lebih lanjut dari tahap 16-sel.
Jika sekelompok sel terbentuk dan blastomernya sudah tidak dapat dihitung secara tepat, tahap embrio awal ini disebut morula. Jika morula terbentuk, sel-sel bagian luar mulai menjadi lebih kompak dari pada bagian tengah.  Selama tahap morula, sel-sel mulai memisah menjadi dua kelompok sel yang berbeda, bagian dalam dan luar. Sel-sel bagian dalam morula mengembangkan gap-junction, yang memungkinkan komunikasi interselular dan mempertahankan sel tetap dalam kelompok kluster. Sel-sel bagian lar morula mengembangkan perlekatan antar sel yang dikenal dengan tight junction. Tight junction ini menyebabkan perubahan permeabilitas sel-sel bagian luar. Setelah tight junction terbentuk cairan mulai terakumulasi dalam embrio. Akumulasi cairan ini disebabkan karena adanya active sodium pump dari sel-sel bagian luar morula yang memompa ion-ion natrium kebagian dalam  morula. Penumpukan ion-ion menyebabkan konsentrasi ion sekeliling se-sel bagian dalam morula meningkat. Ketika kepekatan ion dalam morula meningkat, air berdifusi masuk morula melalui zona pelusida dan mulai membentuk rongga berisi cairan dan disebut blastocoele. 
Jika rongga berisi cairan sudah jelas terbentuk, embrio disebut blastocyst. Secara alamiah tight junction (diantara outer cells) dan gap junction (diantara inner cells), maka embrio menjadi terpartisi menjadi dua kelompok sel yang berbeda. Bagian dalam dikenal dengan inner cell mass (ICM) dan bagian luar disebut trophoblast.  Inner cell mass akan menjadi tubuh organism. Sel-sel trophoblast akan menjadi chorion yang nantinya menjadi plasenta yang merupakan komponen fetus (Senger 2005).
Ketika blastosis melanjutkan mitosisnya, cairan akan terus mengisi blastocoele dan disertai dengan peningkatan tekanan  dalam embrio. Bersamaan dengan pertumbuhan dan akumulasi cairan, sel-sel trophoblast mensekresi enzim proteolitik. Enzim proteolitik akan menyebabkan zona pelusida lemah, menipis dan akhirnya akan ruptur sejalan dengan peningkatan tekanan yang timbul dari akumulasi cairan. Peningkatan tekanan dan menipisnya zona pelusida akan membentuk expanded blastocyst.  Zona pelusida rupture  sebagian trophoblast keluar disebut hatching blastocyst.  Jika akhirnya seluruh blastosis keluar dari zona pelusida disebut hatched blastocyst.  Blastosis yang telah keluar meninggalkan zona pelusida (hatched blastocyst) ini akan melekat dan berkembang di selaput lendir endometrium yang peristiwanya disebut implantasi atau nidasi. Perkembangan dan umur embrio praimplantasi dalam rute perjalanan dari ovulasi di ovarium sampai uterus dapat dilihat pada Gambar 5.
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Gambar 5  Ilustrasi skematis perkembangan embrio praimplantasi dalam saluran reproduksi betina (Senger 2005).

2.3  Hormon Reproduksi  dan Superovulasi 
Didalam tubuh terdapat suatu kelenjar yang tidak memiliki alveoli dan pembuluh penyalur disebut kelenjar endokrin. Sel-sel khusus didalam kelenjar endokrin dapat menghasilkan zat organik yang dirembeskan kedalam peredaran darah dalam jumlah sangat kecil dan dapat merangsang sel-sel tertentu untuk berfungsi. Zat organik yang diproduksi dan disekresikan oleh kelenjar endokrin disebut hormon sedangkan organ lain yang sel-selnya dirangsang oleh hormon untuk berfungsi disebut target organ. 
Kelenjar endokrin yang memiliki fungsi utama mengontrol proses reproduksi dan menjamin kesinambungan pelestarian keturunan individu disebut endokrin reproduksi. Kelenjar endokrin yang termasuk kedalam golongan kelenjar endokrin reproduksi diantaranya hipotalamus, hipofisa, gonad (testes dan ovaria) dan plasenta. Secara kolektif kelenjar-kelenjar ini bekerja sama secara konser dan membuat suatu putaran interkoneksi (interconnecting loop) yang dikenal sebagai poros hipotalamo-hipofisagonadal (hypotalamopituitarygonadal axis). Pengaturan fungsi endokrin melalui peredaran darah disebut pengaturan humoral yang mencakup pengaturan sintesa, produksi dan penambahan atau sebaliknya mengurangi atau menghentikan sama sekali sekresi hormon. Proses ini disebut umpan balik (feed back mechanism). Jika sekresi hormon meningkat disebut umpan balik positif, tetapi jika sekresi hormon dihambat disebut umpan balik negatif. 
Kelenjar hipofisa anterior mensekresi follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), prolactin (PRL) dan beberapa macam hormon lainnya. Follicle stimulating hormone  dan LH berfungsi merangsang pertumbuhan dan pematangan folikel serta menstimulir ovulasi, sedangkan PRL diantaranya mengatur laktasi. Kelenjar hipofisa sering disebut master gland, tetapi saat ini dapat dibuktikan bahwa hipofisa merupakan pembantu hipotalamus yang melaksanakan perintah-perintah yang diberikan oleh hipotalamus. 
Hipofisa anterior melalui suatu jaringan pembuluh- pembuluh darah yang disebut sistim porta pembuluh darah dihubungkan dengan eminentia medians dari hipotalamus. Releasing factor (RF) yang disekresi oleh neuron-neuron hipotalamus melalui sistim porta ditranspot ke sel-sel hipofisa anterior. Dalam siklus kelamin FSH-RF dan LH-RF juga disebut sebagai gonadotropin releasing hormone (GnRH) yang memiliki rumus kimia dekapeptide. FSH-RF dan LH-RH dapat merangsang pelepasan sekresi FSH dan LH oleh hipofisa anterior. 
Gonadotropin FSH dan LH memiliki target organ ovarium. Sekresi FSH terjadi secara ritmis selama empat sampai lima hari sebelum berahi. Menjelang fase luteal berakhir konsentrasi FSH dalam plasma meningkat dan secara sinergis dengan LH akan merangsang pertumbuhan folikel, dan dalam waktu dua sampai empat hari kemudian, folikel akan mencapai stadium folikel tertier yang matang dan siap ovulasi (folikel de Graaf). Selama interval waktu yang pendek tersebut, dibawah pengaruh FSH dan estradiol-17beta (E2) timbul pembentukan reseptor-reseptor untuk kedua macam hormon tersebut pada sel-sel granulosa folikel dan pada saat yang bersamaan juga terjadi induksi pembentukan reseptor untuk LH. 
Sel-sel teka interna folikel membentuk estrogen C19- steroid dibawah pengaruh LH, yang didalam sel-sel granulosa dibawah pengaruh FSH diubah menjadi estrogen C18-steroid. Dengan meningkatnya produksi E2 akan menstimulir sekresi LH. Tampaknya LH akan saling E2 akan menurun bahkan respon reseptor FSH hilang sama sekali. Reaksi ini menyebabkan pertumbuhan folikel terhenti. Dalam waktu bersamaan, LH menginduksi pembentukan reseptor untuk PRL dan juga terjadi awal proses luteinisasi sebelum ovulasi. Prolactin menginduksi kembali reseptor LH di dalam jaringan luteal, dalam jangka waktu 48 jam. Dari hasil penelitian akhir-akhir ini dapat diperlihatkan bahwa folikel preovulasi mensekresi suatu hormon yang disebut inhibin. Sekresi FSH dari hipofisa anterior dapat dihambat oleh inhibin. Jadi jika ada folikel yang berkembang menjadi matang, akan terjadi pehambatan sekresi FSH melalui mekanisme ini sehingga tidak ada perkembangan dan pertumbuhan dari folikel yang lainnya. 
Dalam folikel preovulasi, hubungan sel antara oosit dengan sel-sel kumulus dan diantara sel-sel kumulus terdiri dari gap junction yang akan putus karena pengaruh LH. Sel-sel kumulus sekitar oosit dapat menghasilkan plasminogenaktifator yang berperanan penting pada proses rupturnya folikel waktu ovulasi. Kesinambungan produksi progesteron oleh korpus luteum tidak tergantung pada PRL akan tetapi tergantung dari LH level. Konsentrasi dasar LH dalam plasma sekitar 1,0 ng/ml. Selama fase luteal, sekresi FSH berjalan terus dengan fluktuasi ritmis dan menimbulkan suatu selombang pembentukan pertumbuhan folikel bahkan dapat dilihat pada grafik fluktuasi plasma E2. Konsentrasi progesteron menghambat pelepasan sekresi LH, meskipun kadang-kadang terjadi sedikit kenaikan konsentrasi LH pada pertengahan siklus kelamin. Biasanya folikel yang tumbuh di pertengahan siklus kelamin ini disebut parasiklus folikel. Parasiklus folikel ini tidak dapat ovulasi, bahkan sebaliknya akan berdegenerasi dan menjadi folikel atretik, karena kekurangan reseptor-reseptor FSH, LH dan E2 sehingga tidak ada stimulasi yang definitif. 
Jika proses kebuntingan tidak terjadi, endometrium akan menghasilkan PGF2α, karena tidak ada hambatan dari trophoblast. Dari sini PGF2α masuk kedalam pembuluh-pembuluh vena uterus yang beberapa centimeter sebelum bermuara di V. cava caudalis berjalan paralel, berhimpitan dan kontak dengan arteri-arteri ovaria. Pada trayek yang bersinggungan ini terjadi pertukaran PGF2α dari V. uterina kedalam A. ovarica melalui mekanisme counter current sehingga terjadi potong kompas menghindari sirkulasi umum dari peredaran darah, langsung dapat mencapai ovaria dan menyebabkan korpus luteum regresi. PGF2α mempunyai aktifitas kerja luteolisis. Proses ini terjadi sekitar 17 hari setelah estrus dan ditandai dengan penurunan konsentrasi progesteron dengan tajam. Blokade pelepasan sekresi GnRH oleh progesteron secara tidak langsung dinetralisir oleh luteolisa PGF2α dan siklus berlanjut dengan fase folikuler berikutnya (Gambar 6).
[image: ]
 Gambar 6  Perubahan relatif tingkat konsentrasi hormon reproduksi selama siklus estrus yang normal pada ternak sapi (dimodifikasi dari Intervet oleh Bertens 2010).

.Panjang siklus kelamin sapi berkisar dari 18-24 hari dengan rataan 21 hari. Setiap selang waktu siklus, level hormon reproduksi dalam plasma darah naik dan turun sesuai dengan pola regular dan tetap (mengikuti ritme dan fluktuasi yang regular). Pola tersebut merupakan hasil dari sejumlah interaksi diantara organ-organ endokrin dan hormon-hormonnya. Peningkatan level suatu hormon dapat menstimulir atau sebaliknya menghambat produksi salah satu atau lebih dari hormon lainnya. 
Suatu aspek yang penting dari endokrinologi reproduksi ternak sapi adalah superovulasi. Setiap satu siklus kelamin sapi hanya mengovulasikan satu oosit matang (oosit sekunder, stadum metafase II). Beberapa puluh tahun yang lalu, telah ditemukan bahwa aplikasi hormon dengan aktifitas seperti FSH akan menstimulir pertumbuhan dan pematangan beberapa folikel pada ovarium, sehingga dapat terjadi ovulasi dalam jumlah yang besar. Preparat hormon yang paling umum digunakan untuk menginduksi respon superovulasi adalah ekstrak hipofisa dari babi atau domba yang berisi FSH dan pregnant mare's serum gonadotropin (PMSG), suatu hormon dengan aktifitas seperti FSH yang diperoleh dari serum kuda bunting. 
Sejumlah metoda yang berbeda telah berhasil digunakan untuk superovulasi sapi. Secara umum, aplikasi hormon superovulasi dimulai empat sampai lima hari sebelum onset estrus yang diharapkan (Hofmann 1981). Superovulasi dengan PMSG, hanya diperlukan satu kali suntikan, karena waktu paruhnya (half live), yaitu waktu yang dibutuhkan sampai konsentrasi menjadi separuh dari konsentrasi semula, cukup lama. Waktu paruh PMSG pada sapi sekitar dua sampai lima hari (Allen dan Stewart 1978).  Follicle stimulating hormone  memiliki waktu paruh yang pendek sekitar 2- 5 jam, sehingga perlu penyuntikan berulang selama periode superovulasi. Prostaglandin PGF2α dapat dipakai dalam lanjutan superovulasi supaya dapat menentukan secara tepat waktu estrus. Tipe skema superovulasi pada ternak sapi yaitu dimulai penyuntikan FSH mulai 9 hari sampai 13 hari setelah estrus dan menyuntik PGF2α pada hari ke empat dari FSH program. Sapi diharapkan estrus dalam jangka waktu 36 sampai 60 jam kemudian setelah penyuntikan prostaglandin.
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