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ABSTRACT 

I M R O N .  M.. A B~)~!I)IoNo and I .  SUPRIA'I-NA. 2007. Viahilily of bovir~c dcnli crnbryo aftcr splittlng of fresh and frozcn thawed 
emhryu derived from in vrrco cmhyn produr\\nr~ Jl7'1J 132). 1 18-123. 

In vivn c m h ~ o  productiun was limited by n u m k r  of donor. widc variabil~ty respond due lo supctovularion program and also 
~rnmunoacr~l i~y of suprrovulation hormcne (FSH) Splilting technoluky could bbr an alternative to increase the numher of 
rransferrahlc c n h n o l ;  i n ~ r ~  rcr lplsn cows. Spiit~ing is done WI  th cutting embryo hecoming nvo equal p~cces (called dcmi embrio) 
base un ICM oricn~aiion.  The ob~ecrive of this rtsearch was to dcrcrmine rhc viability of demi crnbryo ohta~ned from embryo 
spl i t~~ng o:'lir.\h and f r w t n  thawcd embryo 'The results showed [hat dcmi crnhryos which perrormed bl=~ococl recxpansiun 3 
hours afler e1tthn.o sp11rti11g using t'rcsh and frozen !hawed embryos ucre 76.9 and 76 2% respccl!vely. Base on cxistenlion of 
inncr ccll mars {\Chi),  thc number of demi entbpos dcvclopcd with ICM from fresh and frozen thawed cmbryos wcrc not 
significm~ly din-crtnt (90.6 and 85.7% rcspcctivcly. The cell number of dcmi embryo from fresh embryos splitting was not 
dilfercnt ctrmparcd u tth ~ h u w  from Iroztn thawed ernbqos ( 3 6 .  t and 35.9 I C S ~ C C L ~ V ~ ~ ~ ) .  These finding indica~cd that embryo 
sp l~ i t~ng  can br appllrd 10 Iro7.m hawed embryos with certain condition as wcll as frcsh embryos. 
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ARSTRAK 

I m O N ,  M., A ROEDIONO dan I. S U P R I A ~ A .  2007. Viabilitas demi cmQr~o  sapi in vrrro basil splitling embrio segu  dan bcku. 
JITVlZ(2).  118-123 

Produlsi embrio in vivo temak sapi dipenemhi antara lain 01th respon sapi donor tethadap program supeerovulasi yang 
sangat bervariasi. immunod~ifitas horrnon superovulasi (FSH) serm ktlerbaman jumlah sapi donor. Teknologi syiltting embrio 
d~barapkan dapat menjadi allematif untuk optimalisasi penambahan jumlah embrio ymg dapat ditransfcr ke resipien per embrio 
uiuh. Tujuan penelilnn ini adalah untuk meneotukan vrabilita? demi embrio yang dlhasilkan setelah proscs spl~tting 
mcnggunakan embrio in ripe segar dm beku. Spl~ning embrio dilakukan dengan membelah embrro menjadi dua bagian yang 
sama (derni emhr~o) dengan mempert~mbangkan kcberadmn ICM. Setelah dilakukan splitting embri? diperolth hasil bahwa 
d e m ~  clnbrio yang menunjukkan adanya reekspansi blastosoel tiga jam setelah xplittrng menggunakan cmbrio segar dm beku 
tidak herhcda nyab (76,9 dan 76,2%) Berdasarkan keberadaan inner cell mass (ICM), lumfah demi embrio yang positif 
mcmiliki ICM untuk crnbrio scgar dan beku tidak krbeda nyata (90.6 dm 85,7%). Demikian juga dtngan r a m  jumlah sel 
denti embrio segar dan beku (36,I dan 35,9) tidak berbeda nyala. I l a s i l  ini mcngindikuihn ballva spitning embrio dapat 
dilakukan pada em bna beku yang men i l ik~  hireria tertentd dengan kualitas hasi! setara dengan emhrio szgx 

U a t a  Kunci: Ernbrio In Viho. Splitring Embrio, Demi Fmbrio, Jurnlah Sel 

Aplikasi bioteknolagi ttproduksi pada tern& sapj di 
Inddnesia dalarn beberapa dekade terakhir telah 
mcnunjukkati petkcm bangan yang cuLup pcsat. 1 Ial ini 
ditnulai dengan pcnerapan tehologi inserninasi buatan 
(IB) sekitar tahun 1970-an yang ditandai dengan 
didirikannya Baiai lnscrninasi Buatan (BTB) Lembang. 
Apl~kasi transfer embrio (TE) pada sapi mulai 
dilaksanakarl diawal dekade 90-an yang ditandai dengan 
didirikannya Balai Embrio Ternak (BET) di Desa 
Cipelang, Bogor. Teknologi  TE memberikan 
keunggulan lebih dibandingkan denean IB karena 
peningkatan kualilas genetik dapat didckati baik dari 

sisi pejantan riaupun dari sisi betinanya sehingga 
percepatan mutu gcnetis ternak dapat dllakukan secar3 
k h i h  e f i s ~ e n .  

Produksi embrio sapi secara in vivo banyak 
menemuf kendala antara lain karena respon sapi donor 
tcrhadap program superovulasi  sangat ben'ariasi, 
keterbatasan jumlali  sapi donor dan immunoaktifitas 
hormon superovulasi VSH) yang tidak stabil sehingga 
jumlah produksi err,brio irr v i v ~  sulit dibuat target yang 
pasti (ANUNIMOIIS, 7,006; GONG el a/ , 1993; KELLEK 
dan TEEPKER, 1990; K n ~ r T z  et al.,  2003). Altematif 
lain untuk produlsi embric? yang dapat dilakukan yaitu 
dengan memproduksi en1 brio in vitro (1VF). Tetapi 
karena oosit yang digunakan untuk JVF berasal dari 



Rumah Pemotongan Hewan yang tidak jelas tetuanya. 
mulu genelik cmbrio in vilrr? tidak dapat 
dipertanggungjawahkan sehingga pcdet yang dlhasilkan 
dari embrio in virro tldak dapat digunakan sebagai bib11 
dasar. 

Teknologi lain yang dapat digunakan unluk 
optimalisasi produksi enibrio adalah dengan teknik 
sp/irring yaitu memotong embr~o menjadi dua bagian 
yang sama. Potongan embrio yang dihasilkm dalam 
proses spliffing selanjutnya disebut "derni embrio". 
Teknik splitring ernbrio dilaporkan telah dilakukan pada 
ternak domha (WILLADSISN, 19791, Lambing (Srov, 
1987; NOWSII,<RI dan 1101.~7., 1993; BOEDIONO el ul.. 
2005) dan ternak sapi (UTS~IMI dan I M ' M N ~ ,  1990; 
LUPU el u!, 2001, HOZUMI. 2001. NORMAN el 01.. 
2002) 

Dcngan nielakukan spl~lfing- pada embrio, 
diharapkan akan rnampu nicn ingkatkan jumlah embrio 
yaig dapat ditransfcr kcpada sapi resjpirn schingga 
pada akhirnya akan  meningkatkan persenlase 
kebuntingan pcr e~nbr io  lrtuh yang dihasilkan. Namun 
ka:cna un~hb efib~cnsi trknis sebagian besar ernbriu 
yang diproduksi disimpan dalanl bentuk embrio bcku 
(AKONIHOUS. 2006), perlu dikaji apakah embrio beku 
masih mernungkinkan untuk dildukan splirring. Tujuan 
dari penelltian ~ni adalah untuk menentukan viabilrtas 
demi embrio hasil splitting menggunakan emhrio in 
virro segar dan beku. 

MATERI DAN METODE 

Produksi ernbrio In vifro 

Ovarium yang digunakan dalam penelitian ini 
diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan (RPH) 
terdekat. Ovarium dibawa ke laboratorium dalam media 
NaCl fisioiogis y ang disuplementasi antibiotlk pada 
suhu kamar. AsFirasi dilakukan pada folikel aRtral yang 
berdiamcrcr 2-5 rnrn rnenggunakan jarum suntik 18 G. 
Oosil diurnpung 3alam cawan petri yang berisi mPBS 
dm kemudian dimaturasi menggunakan medium TCM 
199 dalarn inkuba~nr C02  5% selama 20-22 jam. 

Sperma yang digunakan untuk fertilisasi adalah 
sperma beku yang dicairka~ daldm air yang bersuhu 30- 
35°C.. Spema dicuci dengan medium BO dan 
disenrr~hisc dcngan kecepatan 500 G selama 5 menit. 

Kcpadamn populasi sperma diatur pada konsentrasi 5 x 
1 ~ \ ~ e m a l r n l .  Fertilisas i dilaLukan dengan 
mentransfer oosit yang telah dimaturasi kedalam drop 
sperma (50 pl) sebanyak I0 oosit per drop. 

Setelah campuran spema-oosit diinkubasi sekitar 5 
jam dalam inkubator C 0 2  5%, oosit dicuci dan dikultur 
lebih lanjut rnenggunakan medium CRlaa (1 0 ernbrio 
per 50 pL drop) &lam inkubaror C 0 1  pada suhu 
38,5"C. Ernbrio yang digunakan lebih Ianjut dalam 
penelitian mi adalah embria yang mencapai tahap 
blastosis lanjut pada hari ke- 7, 8 ahu 9, d m  
mempunyai bentuk morfologi yang baik dengan ciri- 
c ~ r ~ :  1). Bentuk bulat oval (spherical); 2). Rongga 
blsstosoel tcrbentuli dengan baik, jclas dan menempati 
Icbil~ dwi 60% volume total blastosis; 3).  Sel-sel 
blastosis bcrketnbang baik dcngan jurnlah sel 
degenerasi rrlaksimal 10%; 4). Rentuk dan posisi inner 
cell n1a.u (ICM) jelas, normal dan betkernbang baik 
(LINARES d a n  KING,  1980). 

Pcm bckuan dan penrairan em brio 

Pembekuan em brio dilakukan dengan rnenggunakan 
prosedur vitrifikasi standar Balai Embrio Ternak. 
Embrio diequilibrasi dalam 3 macam media vitrifikasi 
(Tabel 1). Equilibtxi dilakukan pada suhu mang (22'IC) 
masing-masing selama lima rnenit daIarn media 
pernbekuan VS 1 dan VS 2. Setelah itu embrio 
diehilibrasi dalam VS 3 dm dimzukkan dalam straw 
yang sebclumnya telah diisi dengan media mPBS yang 
mengandung suhose 0,5 M. Proses equilibrasi dalarn 
VS 3 sanlpai ke hhap pencelupan sfraw kedalam 
nitrogen cair ditakukan dalarn waktu h a n g  dari satu 
menit. 

Pencairan (n~arm ing) embrio dilakukan dengan cara 
mengeluarkan straw dari dalam nitrogen cair, dibiarkan 
dalam udara terbuka selama 5 6  detik dan kemudian 
dicelupkan kedalam air pada suhu mang (22°C). Isi 
straw ditarnpung dalarn cawan petri, kemudian 
dilakukan pencarian em brio dibawah mikroskop. 
Embrio segera dir>indahkm ke media mPBS yang 
rnengandung b e r h m t - m t  0,5 M dan 0,25 M sukrose 
masing-masing selanla 5 menit. Setelail itu embrio 
dicuci rnenggui~akan mPBS dan media kultur CRlaa. 
Akl-irnya embrio di kcltur lebih lanjut dan diinkubasi 
selama 24 jam dalam inkubator COz 5% pada suhu 
38-5OC. 

Tabel 1. Komposisi media v i t r i t i h i  yang digunakan untik pernbckuan ernbrio 

Media Glycrrdl(%) EtiIrn pliko) (Ye1 Sucrc~se 1M) Xvlosc (MI Poly etilen alikul I % )  
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