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KATA PENCANTAR 

Dalam mencapai kemajuan bangsa dan akselerasi pembangunannya, ilmu 

pengetahuan dan te knologi (I pte k) memegang peranan yang penting dan sangat 

menentukan. Keberhas~tan P I P  Tahap TI sangat tergantung dari kualitas sumber daya 

manusia pem bangunan termasuk kernampuan mengadopsi dan mengem bangkan ipte k serta 

kemampuan memanfiutkan te knol og dan bioteknolog yang akan menentu kan keunggulan 

komparati f dan kompetitif dari sistem praduksi 

Salah satu tantangan yang terpampang di depan pibangunan petemah adalah 

masalah produksi. Sarnpai saat kini, masih term diimpor kmak sapi ataupun peralatan dan 

bahan-bahan biologi k yang menunjang pen i ngkatm prdulrsi ternak sapi. Dalam 

rnenanggulangi kendaia ini perIu penggunaan metoda-metoda tehologi tingkat tinggi baik 

di tablatorim maupun di lapangan. Tanpa kemampm dan keterampilan menguasai 

teknologi tinggi, maka ketergantunp terhacbp pasokan bahan impor tidak &pat 

dihidari. Untuk itu paket teknologi tinggi yang berorientasi Ice praduksi harus diraih dan 

dikuasai. 

kporan hasiI penelitian ini, merupakan kegiatan yang dilakukan di tahun terakhir 

dari ranwan penelitinn yang direncanakan selama 5 tahun. Sehubungan dengan 

pelaksanaan penelitian ini patut diucapkan terima kasih kepada Pimpinan Proyek 

Peningkatan dan Pengabdidan Pa& Masyarakat, Direhorat Jenderal Pendidi kan Tinggi, 

k r t a  Staf; Ketua Lembaga Penelitian, IPB k r t a  Stafdm D e h  FakuItas Kedokteran 

Hewan, P B  yang telah memberikan kesempatan clan peluang untuk rne!akwdm 

peneiitian Hibah Rersaing Selain itu terima lraSjh ini disamparkan puIa pada Pimpinan 

PT. Tsukishima lndomitk Agoindusbi, Sapanten-Sukabumi dan Konsdtsn Reproduksi 

T e d  PT Tsukishirna, Drh. Muchidin Noordin dan Staf atas bantuannya dalarn 

pelaksanaan transfer em brio. 

Suatu ha1 yang tidak &pat dilupakan kepada Bapak Guswar Burhartdin, Direktur 

PT Surya Dairy Farm, Sukaburni yang telah memkri ka kesempatan untuk petaksanaan 

penelitian di peternakan yang dipirnpinnya, juga kepada Bapak Deden dari peternakan 

Pamg Panjang serta Bapak Supraptono &ti peternakan Cinagara yang klah rnembantu 



pelaksanaan transfer embrio di dacrahnya, diucapkan terima kasih. Pcml iti juga berhutang 

terima kasih kepda rekan-rekan Ir Rudi h s o n o  dan Drh. Ismail yang telah membantu 

pelaksanaan transfer embrio. 

Demikian pula diucapkan terirna kasi h kepada Ketua Jurusan Reptduksi dan 
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mernbantu dalam pelaksanaan penelitian ini. 

Sebenamya suatu penelitian yang barn selesai dikerjakan, merupakan awal bagi 

penelitian lainnya. Penelitian tidak pernah akan berakhir, dan selalu menimbdkan banyak 
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penelitian ini masih memerlukan kaji ulang agar mendapatkan hasil yang komprehensif 
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W A N  APLIKASI hCG PADA SUPE;ROWLASI PMSGMoAb ANTI PMSG 

DALAM USAHA PENINCKATAN HAS= PANEN, SERTA APLlKASI METODA 

DIRECT TRANSFER DALAM KIUOPRESERVASI EMBRIO SAP1 PERAH (Iman 

Supriatnrr*, Tuty L YusuP, Barnbang Purwaotara*, Gozali Moekti*", Lies Parede 

Heroomoadi*", 1998, ix + 74 Halaman) 

Pregnlrnr Mare ,%rum Gonado~ropin (PMSG) merupakan hormon gonadotropin 

e ksogen yang sangat ptensial &am rnenimbul kan respon superovulasi @a ternak sapi. 

Jumlah folikel yang terstimulasi untuk tumbuh, berkernbang dan matang cukup tinggi, 

akan tetapi yang ovulasi dan berkernbang rnenjadi CL masih rendah yang akan memberi 

dampak rendahnya jumlah embrio hasil panen. FolikeI yang ovulasi akan menetap menjadi 

foli kel persisten. Kekradaan foli kel persisten (unovularoty fuIficle) yang terben t uk dari 

superovulasi, mempakan sumberdaya biologis berupa wsi t yang masih dapat dieksploitasi 

untuk dijadikan ernbrio. Selain itu estrogen yang disekresikan oleh folikel persisten dapat 

rnempengaruhi keseimbangan hormonal, juga residu PMSG yang masi h krsirkulasi dan 

menimbul kan negative rebound effect, &pat menurunkan k d i t a s  embrio hasi I panen. 

Untuk mene kan terbentuknya foli keI persisten dan mengatasi negative rebound efict 

dari PMSG terhadap kualitas embrio dan untuk meningkatkan hasiI panen rneIaIui 

eksploitasi total oosit yang tersedia &lam folikel-folikel hasi t stirnulasi PMSG, perlu diuji 

selain aplikasi MoAb, juga di kombinasi dengan aplikasi hCG, agar seluruh folikel h a i l  

s u perovulasi dapat diovulasikan. Di harapkan den- ovulasi total akan di perole h 

peningkatan baik h i 1  panen maupun dalam peningkatan perbaikan kual itas embrio. 

Peningkatan hasil panen h a m  diimbangi atau desertai dengan cukupnya persediaan 

resipien yang akan menerima embrio. Sampai saat ini untuk memperoleh persediaan 

resipien yang rnemadai masih sulit dicapai. Selain itu juga masih sulit diperoleh resipien 

yang sinlaon dengan donor. Untuk mengatasi kesulitan tersebut, kelebihan hail  panen 

embrioyang tidak &pat segera ditransfer, dapat dibekukan melalui metoda &lam program 



kriopreservasi (long ferm slorugr), dalarn nitrogen cair beriernperatw - 1 9b0C. Embrio 

k k u  ini dapat dicairkan sewah-waktu sesuai dengan tersedianya resipien. 

Pelaksanaan transfer embrio beku dilapangan, terutama dipeternalcan rakyat, 

penerapan metoda konvensional slep by siep suIit untuk dilakukan, karena diperlukan 

teknisi terampil, peralatan, waktu clan biaya yang tinggi. Metoda lain yang telah terbukti 

dapat dipalcai &lam transfer embrio beku pa& kondisi lapang dalah direct tranrfer, 

karena praktis tida k memerl ukan mi kroskop, tidak memerldcm peralatan pendukung 

evaluasi embrio, sederhana dan ekonomis. Hmya saja sampai saat ini masih per1u 

ditentukan jenis hoprotektan clan larutan pem bilas (cryoprotectani rernovdj yang cocok, 

efe kti f dan e fisien untuk kriopreservasi menggmakan met& direct tramfer. Untuk 

rnengatasi masalah tersebut per1 u diranmng metoda direct tranrfer y ang menggunakan 

cryoprofectani dan cryoprotectant removaf solution tertentu y ang cocok dan aplikasi 

lapangnya yang praktis, sederhana dan ekonomis. Hasil yang diharapkan dari met& 

tersebut dapat memkrikan kualitas embrio beku pascapencairn yang tinggi, survival rule 

dan viabilitas yang tinggi pula. 

Penelitian ini brtujuan untuk, a) menentukan a& tidaknya sinergisme MoAb Anti 

PMSG-hCG ddam peningkatan hasi 1 panen embrio dari donor yang disuperavulasi 

denganPMSG, b) menentukan jenis krioprotektan terbaik 1,5 M ethylene gtywl (EG)atau 

i ,5 M 1,2-propanedl01 (PROH) untuk pembekuan embrio pada aplikasi metoda direct 

trader,  c) menentukan konsentmsi larutan sukrosa (0,2 M, 0,4 M atau 0,8 M ) yang 

terbaik untuk pembi Iasan krioprotektan (cryoprotectant removao embrio be ku 

pascapencairan. 

Percobaan tahap I: Sapi perah 25 ekor sebagai donor dibagi menjadi lima kelompok. 

SeIuruh kelompok disuperovulasi dengan 2.500 IU PMSG i.m. di sore hari pada Dl 0, dan 

pada D I2 mendapat prostaglandin dua kali , pa@ dan sore. Kecuali kelompok kontrol(1) 

semua kelompok (IT, 111, IV clan V) rnendapat perlakuan pada waktu inseminasi pertama 

masing-masing 2,5 ml MoAb i-v. ,  3.000 IU hCG i .  v., gabungan 2,5 ml MoAb dm 3.000 IU 

hCG i.v., kombinasi gabungan 2.5 ml MoAb i.v. dan 3.000 TU hCG i.m. Keberhasilan 

aplikasi gabungan MoAb dan hCG dalam menekan efek negatif dan ddam eksploitasi total 





9,6 embn'o laik transfer per donor. Akan tetapi produksi embrio tidak ada prbedaan yang 

nyata (W,05) diantam kelompok donor balk ymg mendapat aplikasi MoAb abu hCG, 

maupun kombinasi gabungan MoAb-hCG. 

HasiI percobaan kedua membuktikan bahwa 1,5 M EG &pat melindungi sel-sel 

ernbrioni k terhadap penganrh destmktif selarna proses kriopreservasi dengan survival rale 

92,8 %, lebih baik (P<0,05) dari pada 1,5 M PROH yang mencapai survival rare &sar 

78,6%. Ernbrio k k u  pascapemiran yang telah dikultur 24 jam in vitro dari embrio yang 

dibekukan denen 1,5 M EG menunjukkan peringkat viabilitas yang sama atau tidak 

be* nyata (P>0,05) baik pa& kelompok embrio beku yang direhidrasi langsung 

kedalam medium kultur MPBS 1 OO? FBS dengan viable rate 80,0%, maupm direhihi  

dengan ctyaprotecfant removal 0,2 M sukrosa 80,0%, 0,4 M sukrosa 90,W dan 0,s M 

sukrosa 81 ,a%. Ernbrio beku dalarn 1,5 M PROH, akan mencapai viabilitas yang tingg, 

hanya jika direhidrasi langsung dengan 0,4 M atau 0,8 M sukrosa yaitu dengin viable rate 

masing-masing mencapai 83,3% dm 90,0%. Sedangkan embrio beku dalam f ,5 M PROH 

akan m e n m  viabilitasnya (P<0,0 1 ) jika direhidrasi langsung, viable rate menjah 22,2% 

atau di biias dengan 0,2 M sukrosa, viabili tas hanya mencapai 36,3%. 

i Hasil anaIisa data yang terkompilasi, membuktlkan bahwa penyuntih baik MoAb 
i atau hCG, rnaupun kornbinasi dari keduanya &pat meningkatkan hasil panen embrio pada 

sapi perah FH yang disuperovulasi dengan PMSG. Peningkatan hasil panen dm aptikasi 

MoAb atau hCG sajq tidak krbeda nyab dengan aplikasi gabungan kombinasi MoAb- 

hCG. Untuk meniningkatkan hail panen embrio dari sapi yang disuperovulasi &ngan 

PMSG, cukup dikombinasi dengan MoAb Anti PMSG atau hCG saja 

Smf ival rate paxapencairan embrio yang dikkukan &lam I ,5 M EG Iebih tinggi dan' 

p d a  embrio ymg dibekukan &lam 1,5 M PROH. Morfologi embrio beku dalam 1.5 M 

EG pascapencairan lebih baik dari pada 1,5 M PROH. K d h v  24 jam in vitro embrio kku 

1,5 M EG bai k yang di bilas langsung (rehidrasi) tanpa sukrosa, maupun yang direhidrasi 

dengan 0,2 M, 0,4 M, atau 0,8 M sukrosa sebagai cryoprotecfant removnI menunj ukkan 

deraj at viabilitas (viable race) yang s m a  tingginya Sedangkan embrio beku dalam 1,5 M 

PROH merniliki viabilitas yang sama tingginya dengan embrio beku dalam 1,5 M EG, jika 

direhidrasi langsung dengan 0,4 M atau 0.8 M sukrosa. Demjat viabilitas embrio beku 



dalam 1,s M PROH akan menurun drastis jika direhidrasi langsung dengan 0,2 M sukrosa 

atau direhidrasi langsung kedalam medium transfer atau kul tur tanpa penam bahan sukrosa. 

(* Staf Pengajar, Fakultas Kedokteran Hewan Tnstitut Pertanian Bogor; *+ Staf Peneliti, 
Balai Penelitian Veteriner, Bogor. Kontrak No. : 03P2 PTIDPPM/97/PHBIy5N/97, 
Tanggal 20 Mei 1997). 



SUMMARY 

THE EFFECT OF hCG APPLICATlON ON THE ANTl PMSG MoAb-PMSC 
SUPEROVULATED CATIZE IN LNCREASMG TEE EMBRYO YIELD AND 
THE USE OF DTRECT TRANSFER METHOD IN EMBRYO 
CRYOPRESERVATION (Imao Supriatna, Tuty L Yuauf, Bnmbang Purwantara, 
Cozsli Moekti, Lies Parede Hernomoadi, 1998, u + 74 Paga) 

The Pregnant Mare Serum Gonadotropin P M S G )  is known as the potensial 

exogenous gonadotropic hormone in stimulating superowlatory response in cattle. The 

number of stimulated follicles that are able to grow into matured folIicles are high but only 

a small numkr of them were completed as a CL, and as a result only a small proportion of 

the embryo i s  pruduced. As the ovulating folIicles wilt stay as  unovuIatory persistent 

foflicles, superovulation can be a means to produce biological reserved oocytes to be 

exploited further to embryos. Factors that reduce the q d i t y  of harvested embryos are 

follicle secreted estrogen that create hormonal imbalanse and residual PMSG that able to 

provoke the negative rebound effect. 

By suppressing the number of persisted follicles and overcoming the negative 

rebound effect of PMSG, the yielded mytes in the superovulated follicles after PMSG 

stimulation are intended to be increased through the use of MoAb combine with hCG. This 

test is favored in increasing the number and the quality of embryo yield. 

In matching with the increase of expecting embryos, an arrangement of the 

recipient have to k prepared. The preparation is not only in number but also in donor- 

recipient synchronization. To solve the problem of excessive embryos, the unmsferable 

embryos can be cryopreserved in liquid nitrogen of -196°C. So whenever the 

synchronized recipient are exists the embryo is then thawed and transferred.. 

Embryo transfer in the field using frozen embryo by conventional step by step 

method is difficult to achieve, particularIy concerning small holder farmer due to lack of 

expert technicians, instruments and is aIso time and capital consuming. A direct transfer 

method is preferred in the field where microscope and embryo evaluating instrument are 

not available and this method was considered simple and economical as well. An 

investigation is needed on the choices of cryoprotectant and cryoprotectant removal 



solution utilized in embryo cryopreservation using &rect transfer method. From such 

study the quality of post thawed embryo can be increased as weH as their sunival rate and 

viability. 

The aims this study were: a) to consider the occurrence of synergism b e e n  Anti 

PMSG-MoAb and hCG in increasing the embryo yield of donor after superovulated by 

PMSG, b) to evaluate the k t  cryoprotecht of choice b e e n  1.5 M ethylene glycol 

(EG) and 1.5 M 12-propanediol (PROH) in cryopreserving the embryo in direct transfer 

methd, c) to indicate the best concentration of sucrose soIution (0.2 M, 0.4 M, or 0.8 M) 

to be used as  cryoprotectant removal solution on post liquefying of the embryo. 

The first step experiment: 25 cattle, grouped into 5 were used as donor. AII groups 

were superovulated by using 2,500 IU PMSG i.m. in the evening of Dl0 and on the Dl2 

received PGF2a twice, in the morning and evening time-Except for the control group (I), 

all groups (11,111, lV and V) respectively were treated each with 2.5 ml MoAb i.v., 3,000 

ICT hCG i.v., combination of 2.5 ml MoAb with 3,000 IU hCG i.v., combination of 2.5 ml 

MoAb i.v. and 3,000 IU hCG i.m. during their first i d t i o n  The good response after 

combine treatment of MoAb and hCG is the occurrences of reduced negative effect and of 

increased total oocytc wunt from superovulatsd foilicles after using PMSG. The used 

parameters were: a) the increasing numkr of ovulatios b) inoaurrence of persistent 

follicles, c) increasing number of embryo as well as transferable embryo per donor. To 

know the most influencing factors, Anova and BNJ test were used in snalizing the data. 

The second step experiment: 40 harvested embryos of grade A (excellent) and 

grade B (god)  were cqopreserved in cryoprotectant solution 1.5 M EG and another 40 

embryos in solution of 1.5 M PROH. The frozen program used were starr and seeding 

temperature of -6°C cooling rate of 4.3"C/minute, and pIunging temperature of -35°C. 

The storage was in liquid nitrogen of - 196°C for two weeIcs. After thawsd, the whole 

number of embryos were divided into 4 groups of 20 each, diluted from any cryoprotectant 

with sucrose solution as the cryoprotatant removal in commtmtion of 0.2 M, 0.4 M and 

0.8 M. The pameters used were proportional quality of the thawed embryo, sunival and 

viability rate after 24 hours in the in vitro culture. The di&ences among the survival and 

i viability rate between each groups were tested using Chi-square analysis. 



The result of first experiment indicate that 2,500 PMSG is able to stimulate 

ovary to produce 20.2 follicles and CL with still low ovulation rate of 23.8%. It was 

concluded that each of donor prduced 15.4 follicles during the harvesting time. The use 

of MoAb, hCG or the combined MoAb-hCG on donor after superovulated by PMSG are 

able to increase the ovulation rate (P<0.01) and to decrease the forming of persistent 

follicle. Ovulation rate among each groups receiving MoAb and or hCG indicate the 

occurrence of non-significant difference (W.05) W e e n  the groups. The percentage of 

ovulation rate in each donor w i v i n g  MoAb i.v. 82.5%, hCG i.v. 82.2%, MoAb i.v.-hCG 

I.V.  90.1% and MoAb i.v.-hCG i.m. 89.9%. 

The production of embryo from donor superovulated by 2,500 IU PMSG reveals 

the achievement of only 2.4 transferable embryo per donor. There were significant increase 

on the mount of harvested embryo after treatment p<0.05). The numkr of transferable 

embryo per donor in each wnsecutive treated groups were MoAb i. v. 9.6 embryo, hCG i.v. 

9.4 embryo MoAb-hCG i.v. 11.2 embryo, and MoAb 1.v.-hCG i.m. 9.6 embryo, but there 

was no significant difference (P>O.O5) in embryo prduction between each groups of the 

donor. 

The result of second experiment confirmed tbat 1.5 M EG was protective for 

embryonic cells against destructive influences during cryopreservative process. The result 

of survival rate was 92.8 % better than (Pc0.05) 1.5 M PROH which achieve sunival rate 

of only 78.6%. The 24 hours in vitro culture of embryonic ceIls derived from thawed 

cryopreserved embryo freezed by 1.5 M EG indicate similar viability score or no 

significant difTerence (P-O.05) betwen each groups of cryopreserved embryo. When 

rehydrated, the consecutive viability rate is by 10% MPBS culture medium 80.00/1, by 

cryoprotectant removal of 0.2 M sucrose 80.0%, by 0.4 M sucrose 90.9% and by 

cryoprotectant 0.8 M sucrose 81.8 %. High viability rate of frozen embryo in 1.5 M PROH 

was occurred only if rehydration is by sucrose solution of 0.4 M 83.3% and by 0.8 M 

90.0%. Low achievement of viability rate was mcurred (P<O.Ol) if the rehydratian is using 

MPBS culture medium (22.2%) or diluted with 0.2 M sucrose solution (36.3%). 

The andysis of compiled data indicate that injection of MoAb, hCG, or 

combination of both were able to incraw the embryonic yield of FH dairy cattle after 

superovulated by PMSG. There were no significant difference in embryonic yield whether 



using only MoAb or hCG alone or using the combination of MoAb-hCG For high yield 

afier superovulatsd by PMSG, the cattle needed treatment with either only Anti PMSG 

MoAb or hCG. 

The sunival rate of thawed embryo after cryopreserved in 1.5 M EG was higher 

than if they were done in 1.5 M PROH. Similarly the morphology of thawed embryo 

cryopreserved in 1.5 M EG was better than 1.5 M PROW. When the 1.5 M EG embryo 

were cultured in vitro, direct rehydration either without sucrose or with sucrose solution of 

0.2 M, 0.4 M or 0.8 M as the cryoprotectant removal had achieved similar high viability 

rate. The 1.5 M PROH embryo when cultured was able to streich into high viability rate 

similar to 1.5 M EG embryo only if rehydrated with 0.4 M and 0.8 M sucrose. The 

viabiIity rate of 1.5 M PROH embryo will show a drastic decrease if they are rehydrated 

using 0.2 M sucrose or transfer medium or culture medium without addition of sucrose 

solution. 

(*Lecturers in Reproduction Physiology and Artificial Insemination, Deptment of 
Animal Re prduction and Obstetrics, Faculty of Veterinary Medicine, Bogor AgriculturaI 
University; **Research Fellow of the Central Veterinary Reswch Institute, Bogor. 
Contract No. : 03/P2IPT/DPPM197/PKBIIISN/97, Tanggal 20 Mei 1997). 
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