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ABSTRACT

IMRON.M.. A Borntong and |, Surriatia, 2007, Viahility of bovine demi embryo after splitting of fresh and frozen thawed
embrva derived from i virro embevo production STV 12(2): 118-123.

In vive embryo production was limited by number of donor. wide variability respond due to superovulation program and also
immunecactfity of superovulation hormene (FSH) Splitting technology could be an alternative to increase the number of
transferrahle cmbrvas inte reripien cows. Splitting isdone with cutting embryo becoming nwo equal pieces (called demi embria)
base un ICM oricniation. The objective of this research was to determine the viability of demi embryo ebtained from embryo
splitung of fresh and froven thawed embryo The results showed that demi embryos which performed blasioceel reexpansion 3
hours after embryo sphitting using fresh and frozen thawed embryos were 76.9and 76 2% respectively, Base on existention of
wmncr cell mass {ICM), the number of demi embryos developed with 1CM from fresh and frozen thawed ecmbryos werc not
significantly diffesent {(¥0.6 and 85.7% respectively. The cell number of decmi embryo from freskh embryos splitting was not
different compared w tth thuse from frozen thawed embryas (36,1 and 35.9 respectively). These finding indicated that embryo
sphitting can be apphied o 11ozen thawed embryos with certain condition as well as fresh embryos.
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ABSTRAK

IMRON, M., A BOEDIONUG dan [ SUPRIaTNA. 2007. Viabilitas demi embrio sapi in wire hasil splitiing embrio segar dan bcku.
JITE 12(2): 118-123

Produksi embrio tr wvo temak sapi dipengaruhy antara lain oleh respon sapi donor tethadap program superovutasi yang
sangat bervariasi, immunoaktifitas hormon superovulasi (FSH) serta keterbatasan jumiah sapi donor. Teknologi spfitting embrio
diharapkan dapat menjadi alternatif unt uk optimalisasi penambahan jumlah embrio vang dapat ditransfer ke resipien per embrio
atuh. Tujuan peneliian ini adalah untuk mepentukan viabilitas demi embrio yang dihasitkan setelah proses spliting
menggunakan embrio tn vitra Segar dan beku. Splitting embrio dilakukan dengan membelah embric menjadi dua bagian yang
sama (derni embrio) dengan mempertimbangkan keberadaan ICM. Setelah dilakukan splitting embrin diperoleh hasil bahwa
demi embrio yang menunjukkan adanya reckspansi blastosoel tiga jam setelah spfitting menggunakan embrio segar dan beku
tidak berbeda nyata (76,9 dan 76,2%) Berdasarkan keberadaan inner cell mass (ICM), jumiah demi embrio yang positif
memiliki 1CM untuk ¢mbrio segar dan beku tidak berbeda nyata (90.6 dan 85,7%). Demikian juga déngan rataan jumlah sel
demi embrio segar dan beku (38,1 dan 35,9) tidak herbeda nyata. Hasi) ini mengindikasinan bahwa spiuting embrio dapat
dilakukan pada embna beku yang memiliki kriteria tertentu dengan kualitas hasit setura dengan embria szgar

Kata Kunci: Embrio In Vitre, Splitring Embrio, Demi Fmbrio, Jumlah St

PENDAHULUAN

Aplikasi bioteknologi reproduksi pada ternax sapi di
Indonesia dalam beberapa dekade terakhir telah
menunjukkan petkcmbangan yang cukup pesat. Hal ini
dimulai dengan penerapan teknologi inseminasi buatan
(IB) sekitar tahun 1970-an wvang ditandai dengan
didirikannya Batai Inseminasi Buatan (BIB) Lembang.
Aplikasi transfer embrio (TE) pada sapi  mulai
dilaksanakan diawal dekade 90-an yang ditandai dengan
didirikannya Balai Embrioc Ternak (BET) di Desa
Cipelang, Bogor. Teknologi  TE  memberikan
keunggulan lebih dibandingkan dengan [B karena
peningkatan kualitas genetik dapat didckati baik dari
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Sis pejantan maupun dari SIS betinanya Sehingga
percepatan MUt U genetis ternak dapat dilakukan secara
lehih efisien,

Produksi embria sapi secara in wive banyak
menemuf kendala antara lain karena respon sapi donor
tcrhadap program superovulasi  sangat bervariasi,
keterbatasan jumlah sapi donor dan immunoaktifitas
hormon superovulasi (FSH) yang tidak stabil sehingga
Jjumlah produksi embrio ir vive sulit dibuat target yang
pasti (ANONIMOUS, 2006; GONG d af, 1993; KELLER
dan TEEPKER, 1990; KANITZ et al, 2003). Alternatif
lain untuk produksi embrio yang dapat dilakukan yaitu
dengan memproduksi embrio in vitre (IVF). Tetapi
karena oost yang digunakan untuk TVF berasal dari
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Rumah Pemotongan Hewan yang tidak jelas tetuanva,
muu  genelik  embrio  in  wvirre  tidak  dapat
dipertanggungjawahkan sehingga pedet yang dihasilkan
dari embrio in viiro ndak dapat digunakan sebagai bibit
dasar.

Teknelogi lain  yang dapat digunakan untuk
optimalisasi produksi embrio adalah dengan teknik
splitting  yaitu memotong embrio menjadi dua bagian
yang sama. Potongan embrio yang dihasilkan dalam
proses splitting selanjutnya disebul “demi embrio™.
Teknik splitting embrio dilaporkan telah dilakukan pada
ternak domba (WILLADSEN, 1979}, kambing (Uny,
1987; NOWSHAR! dan HOLTZ, 1993; BOEDIONOD ef ai.,
2005) dan ternak sapi (UTsumi dan IRITANI, 1990;
LOPEZ er «f, 2001, HOZUMI, 2001: NORMAN er af..
2002)

Dengan melakukan  splitting  pada  embrio,
diharapkan akan mampu meningkatkan jumiah embrio
vang dapat ditransfvr kcpada sapi resipien schingga
pada akhirmya akan meningkatkan perseniase
kebuntingan per embno uteh yang dihasilkan. Namun
karena untub efisiensi teknis scbagian besar embrio
yang diproduksi disimpan dalam bentuk embrio bcku
(ANONIMOUS, 2006}, perlu dikaji apakah embrio beku
masih memungkinkan untuk dilakukan spiirting. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk menentukan viabililas
demi embrio hasil splitting menggunakan embrio in
vitre Segar dan beku.

MATERI DAN METODE
Produksi embrio én vifro

Ovarium yang digunakan dalam penelitian ini
diperoleh dari Rumah Pemotongan Hewan {RPH)
terdekat. Ovarium dibawa ke laboratorium dalam media
NaCl fisiologis yang disuplementasi antibiotik pada
suhu kamar. Asnirasi dilakukan padafolikel antral yang
berdiameter 2-5 mm rnenggunakan jarum suntik 18 G.
Oosit ditampung dalam cawan petri yang berisi mPBS
dan kemudian dimnaturasi menggunakan medium TCM
199 dalarn inkubator CO, 5% selama 20-22 jam.

Sperma yang digunakan untuk fertilisasi adalah
sperma beku yang dicairkan dalam air yang bersuhu 30-
35°C.. Sperma dicuci dengan medium BO dan
disentrifuse dengan kecepatan 500 G selama 5 menit.

Kepadatan populasi sperma diatur pada konsentrasi 5 x
10°  sperma/ml.  Fertilisasi  dilakukan  dengan
mentransfer oosit yang telah dimaturasi kedalam drop
sperma (50 pl) sebanyak 10 oosit per drop.

Setelah campuran sperma-cosit diinkubasi sekitar §
jam dalam inkubator CO, 5%, oosit dicuci dan dikultur
lebih lanjut rnenggunakan nedi um CR1aa (10 embrico
per 50 ul drop) dafam inkubatar CO, pada suhu
38,5°C. Embric yang digunakan lebih lanjut daam
penelitian mi adalah embrio yang mencapai tahap
blastosis lanjut pada hati ke- 7, 8 alau 9, dan
mempunyai bentuk morfelogi yang bak dengan ciri-
cirt: ). Bentuk bulat oval (spherical), 2). Rongga
blsstosoel terbentuk dengan baik, jejas dan menempati
lebih dari 60% volume iotal blastesis; 3). Sel-sdl
blastosis  bcrketnbang baik dengan  jumiah  sel
degenerasi ymaksimal 10%; 4). Bentuk dan posisi inner
cell mass {1ICM) jelas, normal dan betkembang baik
(LiNARLYS dan KING, 1980).

Pembekuan dan pencairan embrio

Pembekuan embrio dilakukan dengan rnenggunakan
prosedur vitrifikasi standar Balai Embrio Ternak.
Embrio diequilibrasi dalam 3 macam media vitrifikasi
(Tabel 1). Equilibrasi dilakukan pada suhu reang (22°C)
masing-masing selama lima menit dalam media
pembekuan VS 1| dan VS 2. Setelah itu embrio
diekuilibrasi dalam VS 3 dan dimasukkan dalam straw
yang sebclumnya telah diisi dengan media mPBS yang
mengandung sukrose 0,5 M. Proses equilibrasi dalarn
VS 3 sampai ke tahap pencelupan straw keddam
nitrogen cair difakukan dalarn waktu kurang dari satu
menit.

Pencairan (warming) embrio dilakukan dengan cara
mengeluarkan draw dari dalam nitrogen cair, dibiarkan
dalam udara terbuka selama $-6 detik dan kenudi an
dicelupkan kedalam air pada swhu ruang (22°C). Isi
straw ditarnpung dalarn cawan petri, kemudian
dilakukan pencarian embrio dibawah mikraskop.
Embrio segera dipindahkan ke media mPBS yang
rnengandung bertusut-tarut 0,5 M dan 0,25 M sukrose
masing-masing selarma 5 menit. Setelais i embrio
dicuci menggunakan MPBS dan media kultur CRlaa.
Akkirnya embrio dikaltur lebih lanjut dan diinkubasi
selama 24 jam dalam inkubator CQ, 5% pada suhu
38.5°C.

Tabel 1. Komposisi media vitrifikasi yang digunakan untuk pembekuan embrio

Media Glycerol (%) Etilen plikol (%) Sueruse (M) Xvlose (M) Foly etilen plikol {%e}
V51 10 - 0.1 D1 1
VS2 10 10 02 0,2 2
V53 10 30 0.3 0,3 3
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Embrio beku vang digunakan dalam penelivan ini
adalah embrio yang nemiliki ciri-ciri scbagai berikut:
1) terdapat pcriambahan ukuran diameter embrio; 2)
terjadi reekspansi blastosoel; 3) terbentuknya kembali
1CM dan trophoblas.

Splitting embrio

Embrio vang digunakan untuk spfiifing yaitu: 1)
embrio sapi in vitro separ; 2) embrio i vure beku yang
telah dicairkan, dikultur selama 24 jam dan hanya
embrio-embria viable vang digunakan sebagai materi
penclitian. Spluting embrio dilakukan sesoai denpan
metode vang telah dilaporkan oleh Borniono (2005)
(Gambar 1). Demi embrio hasil spfittiny dicuci dengan
media kulur CR1aa dan diinkubasy datam inkubator
CO; 5% pada suhu 3§,5°C. Pengmmatan dilakukan
terhadup morfologi demi embrio vaitu bentuk embrio,
keheradaun ICM. trofohlas revkspansi blastusoel dan
Jumlahse] hidup seiama 3 jam setelah proses splunng.

Gambar 1

Talapan proses spifrng embrio. a) Goresan keal
pado dasar cawan petri (tanda panah); b) Splitting
embrig; ¢) Demi embrio sesaat setelah spliting

Analisa statistik

Data dianalisa dengan menggunakan  dasar
rancangan acak lengkap (RAL). Perbedaan hasil antar
perlakuan diuji secara deskriptif (HOSHMAND, 1998)

menggunakan software statistika Minitab ™ Release
13.20.
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HASIL [OAN PEMBAHASAN

Keberhasilan sptitting embrio dengan menggunakan
embrin segar dan beku disajikan pada Tabel 2. Dari 23
embrio beku dan 21 embrio segar yang di-splitting,
Jumlah demi embrio vang dihasilkan berturut-turut
adalah 43 (93,5%) dan 39 (92,5%). Jumlah demi embrio
beAu vang berkembang dan mengalami reckspansi
blastosoel tiga jam setciah splitting adalah 35 buah
(76,1%). Hasil splitting ini hampir sama dibandingkan
dengan jika splitting menggunakan embrio segar yang
menghasilkan demi embrio sebanvak 32 (76,2%) buah
{Tabel 2).

Perbandingan  merlologls  demi  embrio  sesaw
setelah splitting dan 3 jam setelab splitring dapat dilshal
pake Gambar 2 Demi embrio sesaat sutelah splitting
bentukpnya lonjong karena pengaruh wkanan pisaw
mikru pada saal memotong embno (Gambar 2 bagian
&y ‘higa jam setelah proses apliring, demi embrio telah

mengalami perkembangan secara morfologis  vaitu
terjadi  reekspansi 1 dengan membentuk
kembali HOM dan wopeblas Selain ite benk demi
embrio meryady bholat kembal dan tidakh  lonjong

(Gambar 2 basian by Demi embrio vang mengalami
degenerasi atau rusak dapat dihedakan secara jelas
dibandingkan demi embrio yang hidup liga jam setelah
splitting Karena scl-sel pada demi embrio yang rusak
akan safing terlepas dan menyebar di dasar cawan petri.

Morfologi demi embrio setelah tiga Jam tidak
banyak mengalami perubahan jika kultur dilanjutkan 3
sampail 24 jam. Jika kultur dilanjutkan lebih darr 24
tam, scl-sel demi embric akan menempel pads dasar
cawan petri kultur dan menyatu dengan lapisan se]-se]

" kumulus yang digunakan scbagai kokultur dalam media

kultur sehingga menyulitkan dalam proses pemindahan
demi embrio. Hasil ini menyarankan bahwa kultur
selama 3 jam dianggap cukup untuk memastikan bahwa
demi embrio telah berkembang secara normal, viabe!
dan siap uniuk ditransfer kv sapi resipien. BOEDIONG
{2005} melaporkan bahwa demi embrio yvang Jihasilkan
dalam splitting pada =mbrio kambing setelah koliur
sclama 3-24 jam menunjukkan terbentuknya 1CM dan
tropoblas yan secara jelas dapat dibedakan
Keherhasilan splitting embrio dengar ICM schagai
orientasi mengpunakeit embrio beky dan embrio segar
herfurut-turut adalah 30 (85,7%) dan 29 (90.6%) (Tabel
3} Terlihat bahwa keberhasilan spferiing menpgunakan
embrio beAu adalah hampir sama dibandingkan densan
embrio segar Tlasil int berbeda dengan peneliban yang
dilakukan oleh Nowstarl don Howtz (1993) yang
menyatakan bahwa viabilitas demi embria scgar pada
kamhing nyata lebih tinggi dibandingkan dengan demi
embric  beAu Perbedaan hasil ini kemunghkinan

diakibatkan oleh perbedaan periakuan  dimans
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