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Abstrak 
 
Tujuan penelitian ini adalah mengetahui pengaruh 

krioprotektan yang berbeda dalam kriopreservasi embrio 
terhadap persentase kerusakan dan penetasan embrio ikan 
lele dumbo (Clarias gariepinus). Embrio ikan lele pada fase 
gastrula diberi perlakuan larutan dimethyl sulfoxide (DMSO), 
propylene glycol (PG), madu, dan kombinasinya dengan 
konsentrasi 5% untuk masing-masing perlakuan. Embrio 
disimpan pada suhu 4 dan 0ºC, masing-masing selama 30 
menit, 1, 2, 3, 4, 5, dan 6 jam. Thawing embrio dilakukan pada 
suhu 28ºC. Selanjutnya, embrio diinkubasi dalam akuarium 
pada suhu 28ºC. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 
perbedaan krioprotektan dalam kriopreservasi embrio fase 
gastrula memberikan perbedaan kerusakan dan penetasan 
embrio ikan lele pada lama waktu penyimpanan yang 
berbeda. Persentase kerusakan embrio meningkat seiring 
dengan lama waktu penyimpanan dan suhu penyimpanan 
yang berbeda. Kombinasi larutan krioprotektan DMSO dan 
madu serta PG dan madu menunjukkan persentase kerusakan 
embrio yang lebih rendah dan persentase penetasan embrio 
yang lebih tinggi dibandingkan perlakuan krioprotektan 
lainnya (p<0,05). 
 
Abstract 
 

This study was aimed to observe the effects of different 
cryoprotectants in embryo cryopreservation on damage and 
hatching rates of African catfish (Clarias gariepinus) embryo. 
The gastrula-staged embryos were treated 5% (v/v) solutions 
concentration of dimethyl sulfoxide (DMSO), propylene glycol 
(PG), honey, and combined cryoprotectants, respectively and 
preserved at temperatures of 4 and 0ºC for 30 min, 1 h, 2 h, 3 
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h, 4 h, 5 h, and 6 h, respectively. Thawing of embryos was 
conducted in freshwater at a temperature of 28ºC. Then, the 
embryos were incubated in the aquaria at 28ºC temperature. 
The result showed that the different cryoprotectants in 
gastrula-staged embryo cryopreservation affect damage and 
hatching rates of African catfish embryos at different length of 
preservation. The percentage of catfish embryo damage 
increases with different length of preservation and the storage 
temperature. A combination of DMSO-honey and PG-honey 
has the lowest damage percentage and the highest hatching 
rate of catfish embryo compared to other treatments 
(p<0.05). 

 
 

PENDAHULUAN 
Teknis kriopreservasi pada embrio 

ikan telah dimulai beberapa dekade yang 
lalu (Chao dan Liao, 2001; Beirao et al., 
2006; Lahnsteiner, 2009; Fornari et al., 
2011, 2012). Pengembangan protokol 
kriopreservasi untuk embrio ikan sangat 
penting dalam upaya manajemen stok 
perikanan, pembuatan bank gen (gene 
bank) spesies ikan, konservasi populasi 
ikan, dan studi pengujian ekotoksikologi 
(Zhang et al., 2005). 

Pengetahuan tentang krioprotektan 
dan toksisitasnya, konsentrasi dan 
kombinasi krioprotektan yang sesuai, dan 
metode pendinginan (cooling) sangat 
penting untuk menunjang keberhasilan 
kriopreservasi embrio (Zhang et al., 
2005). Selain itu, pengetahuan tentang 
sensitivitas embrio terhadap pendinginan 
sangat penting diketahui. Hal ini 
tergantung pada fase perkembangan 
embrio. Fase awal embrio dan pasca 
gastrulasi merupakan fase sangat sensitif 
dari fase perkembangan embrio dalam 
kriopreservasi (Ahammad et al., 2002). 

Krioprotektan permeabel yang 
umum digunakan dalam kriopreservasi 
antara lain dimethyl sulfoxide (DMSO) dan 
propylene glycol (PG). DMSO adalah bahan 
yang efektif untuk melarutkan senyawa 
polar dan non polar, menghambat 
pertumbuhan bakteri dalam sampel 
akuatik, memiliki tingkat toksisitas yang 
rendah, dan memiliki kemampuan sangat 
baik untuk menembus membran biologis 
tanpa menyebabkan perubahan integritas 
struktural sel (Kais et al., 2013), 
sedangkan PG adalah cairan fungsional 

sebagai cairan anti beku (antifreeze), 
mencegah pembentukan es (de-icing), 
transfer panas (heat transfer), dan 
unsaturated polyester resins (Dasaria et al., 
2005). Madu sebagai salah satu 
krioprotektan non-permeabel memiliki 
kandungan fruktosa 38,4%, sukrosa 1,3%, 
dan glukosa 30,3% (Ball, 2007) dan 
memiliki peran penting sebagai 
antibakteri, sumber energi dan 
antioksidan (Sheshtawy et al., 2016). 

Beberapa studi tentang 
kriopreservasi embrio telah dilakukan 
pada beberapa spesies ikan (Ahammad et 
al., 2002, 2003; Xiao et al., 2008; Lin et 
al., 2009a; Lin et al., 2009b; Shaluei et al., 
2013; Sharifuddin dan Azizah, 2014; 
Lopes et al., 2015; Tian et al., 2015) akan 
tetapi, belum menunjukkan hasil yang 
maksimal. Kriopreservasi embrio 
merupakan salah satu pendekatan dalam 
penyediaan stok larva atau benih ikan 
dengan kemudahan transportasi embrio 
melalui penyimpanan embrio dan material 
genetik spesies ikan untuk aplikasi di masa 
mendatang. Studi ini bertujuan untuk 
mengetahui pengaruh krioprotektan yang 
berbeda dalam kriopreservasi embrio 
terhadap persentase kerusakan dan 
penetasan embrio ikan lele dumbo 
(Clarias gariepinus). 

 
METODOLOGI 
Waktu dan Tempat 

Penelitian ini dilaksanakan pada 
bulan Juli - September 2019 di 
Laboratorium Basah Fakultas Perikanan 
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dan Kelautan dan Teaching Farm Fakultas 
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga 
serta laboratorium Reproduksi Ikan 
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan 
Universitas Brawijaya. 
 
Materi Penelitian 

Peralatan yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu, akuarium berukuran 
1×0,5×0,5 m (volume 100 L), termostat, 
cold box, saringan, mangkok melamin, 
refrigerator (4 dan 0ºC), dan mikroskop 
binokuler (Olympus CX41, Japan) beserta 
kamera. 
 Bahan penelitian yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah induk ikan lele 
jantan dan betina, embrio ikan lele stadia 
gastrula, bulu ayam, ovaprimTM (Sundle, 
USA), NaCl fisiologis (0,9%), DMSO 
(Merck, Germany), PG (Merck, Germany), 
madu (Tawon Lawang Agro Tourism, 
Malang), dan es kering (dry ice). 
 
Rancangan Penelitian 

Rancangan penelitian yang 
digunakan adalah rancangan acak lengkap 
(RAL) faktorial dengan faktor pertama 
adalah jenis dan kombinasi krioprotektan 
(DMSO, PG, dan madu) dan faktor kedua 
adalah suhu kriopreservasi (4 dan 0ºC). 
Masing-masing perlakuan diulang 
sebanyak tiga kali. 
 
Prosedur Kerja 
Pemijahan Buatan dan Koleksi Telur 
dan Sperma Ikan  

Pemijahan buatan induk ikan lele 
dilakukan melalui induksi hormonal 
(ovaprimTM) 0,5 dan 0,3 ml/kg bobot 
tubuh induk ikan, masing-masing untuk 
betina dan jantan. Injeksi hormonal 
dilakukan secara intramuscular (Mukti et 
al., 2019). Setelah sekitar 12 jam induksi 
hormonal, induk ikan lele betina 
distripping untuk koleksi telur dan 
diletakkan pada wadah mangkok melamin 
yang kering dan disimpan pada suhu 
ruang, sedangkan induk ikan lele jantan 
dibedah untuk mendapatkan sperma ikan. 
Sperma ikan ditampung dalam spuit 
dengan pengenceran menggunakan NaCl 

fisiologis sebanyak 10 kali dan disimpan 
dalam refrigerator suhu 4ºC. 
 
Fertilisasi Buatan 

Fertilisasi buatan dilakukan melalui 
pencampuran sekitar 40 ribu telur dengan 
3 ml larutan sperma dan diaduk rata 
secara perlahan menggunakan bulu ayam 
selama lebih kurang 1 menit. Selanjutnya, 
air bersih dengan suhu 28ºC ditambahkan 
sebanyak 1-2 ml pada campuran telur dan 
sperma untuk proses fertilisasi telur dan 
diaduk secara perlahan menggunakan 
bulu ayam yang berbeda selama lebih 
kurang 1 menit. Telur dicuci dengan air 
bersih sebanyak dua kali.  

Inkubasi telur terfertilisasi dilakukan 
pada akuarium dengan suhu air inkubasi 
28ºC hingga perkembangan embrio 
mencapai stadia gastrula (sekitar 6,5 jam 
setelah fertilisasi). Kemudian, embrio ikan 
lele yang mencapai stadia gastrulasi 
dimasukkan ke dalam cryotube 2 ml, 
masing-masing sebanyak 50 embrio untuk 
tiap perlakuan dan tiap perlakuan diulang 
sebanyak tiga kali. 
 
Perlakuan Krioprotektan 

Pada penelitian ini, perlakuan 
krioprotektan yang digunakan adalah 
larutan DMSO, PG, madu, serta kombinasi 
DMSO-madu dan kombinasi PG-madu. 
Konsentrasi krioprotektan yang digunakan 
adalah 5% dalam pelarut NaCl fisiologis. 
Masing-masing perlakuan larutan 
krioprotektan dimasukkan dalam cryotube 
2 ml. Kemudian, 50 embrio ikan lele fase 
gastrula yang baik dimasukkan dalam 
larutan NaCl fisiologis pada suhu 28ºC 
selama 5 menit. Masing-masing embrio 
dalam cryotube sesuai perlakuan 
ditambahkan larutan krioprotektan 
menggunakan metode ekuilibrium 
modifikasi dari protokol Tian et al. (2015) 
dan Shaluei et al. (2013) pada suhu 28ºC 
selama 30 menit.  

Selanjutnya, embrio dalam cryotube 
disimpan pada suhu 4 dan 0ºC 
menggunakan metode pendinginan cepat 
atau vitrifikasi. Masing-masing perlakuan 
disimpan selama 30 menit dan 1-6 jam. 
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Thawing 
Setelah masa penyimpanan, 

cryotubes yang berisi embrio diambil 
secara cepat dari suhu penyimpanan dan 
dihangatkan (thawing) pada suhu air 28°C 
selama 30 menit. Setelah thawing, embrio 
diinkubasi pada akuarium suhu 28ºC 
hingga menetas. Selama inkubasi, embrio 
diamati perkembangan dan kerusakannya 
hingga embrio menetas. Pengamatan 
embrio dilakukan di bawah mikroskop 
cahaya binokuler. 
 
Analisis Data 

Data dianalisis secara statistik 
menggunakan analisis varian (ANAVA). 

Perbedaan perlakuan diuji menggunakan 
Tukey’s test. Analisis statistik dilakukan 
menggunakan IBM SPPS 20 software 
dengan tingkat kepercayaan 95%. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil penelitian ini menunjukkan 
bahwa perlakuan krioprotektan yang 
berbeda dalam suhu penyimpanan 
(preservasi) yang berbeda pada 
kriopreservasi embrio ikan lele stadia 
gastrula mempengaruhi persentase 
kerusakan (Tabel 1) dan penetasan 
embrio (Tabel 2) ikan lele.  

 
Tabel 1. Persentase kerusakan embrio ikan lele pada perlakuan krioprotektan dan suhu 

preservasi yang berbeda. 

Perlakuan Suhu Lama penyimpanan (jam) 
(ºC) 0,5 1 2 3 4 5 6 

Madu 4 48,7±1,2c 48,7±1,2d 52,0±0,0d 53,3±1,2d 56,0±0,0c 62,7±1,2d 70,0±0,0b 

 0 61,3±1,2f 62,7±1,2f 83,3±1,2f 100,0±0,0h 100,0±0,0e 100,0±0,0g 100,0±0,0c 
DMSO 4 41,3±1.2b 39,3±1,2c 48,0±0,0c 50,0±0,0c 51,3±1,2b 65,3±1,2e 69,3±1,2b 

 0 58,7±1,2e 61,3±1,2f 89,3±1,2g 96,7±1,2g 100,0±0,0e 100,0±0,0g 100,0±0,0c 
PG 4 40,7±1,2b 38,7±1,2bc 42,0±0,0b 46,0±0,0b 49,3±1,2b 60,7±1,2c 69,3±1,2b 

 0 58,7±1,2e 59,3±1,2ef 83,3±1,2f 88,7±1,2f 100,0±0,0e 100,0±0,0g 100,0±0,0c 
DMSO-
Madu 

4 39,3±1.2b 36,7±1.2ab 36,7±1,2a 38,0±0,0a 40,0±0,0a 44,0±0,0b 63,3±1,2a 

0 56,7±1,2de 59,3±1,2ef 80,7±1,2ef 88,0±0,0f 90,7±1,2d 100,0±0,0g 100,0±0,0c 

PG-Madu 4 38,0±0,0a 34,7±1,2a 36,0±0,0a 38,7±1,2a 40,7±1,2a 42,7±1,2a 64,0±0,0a 

0 55,3±1,2d 58,0±2,0e 79,3±1,2e 86,0±0,0e 88,7±1,2d 96,7±1,2f 100,0±0,0c 
Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata 

(p<0.05). 
 

Pada Tabel 1 terlihat bahwa 
persentase kerusakan embrio tidak 
berbeda nyata antara perlakuan 
kombinasi DMSO-madu dan kombinasi 
PG-madu dan menunjukkan persentase 
terendah dibandingkan dengan perlakuan 
krioprotektan yang lain (p<0,05), 
sedangkan suhu preservasi 0ºC 
menghasilkan persentase kerusakan 
embrio yang lebih besar daripada suhu 
preservasi 4ºC (p<0.05). Pada perlakuan 
larutan madu, kerusakan embrio ikan lele 
total (100%) terjadi sejak lama 
penyimpanan 3 jam pada suhu 0ºC, 
sedangkan pada perlakuan krioprotektan 
DMSO dan PG, masing-masing terjadi 
pada lama penyimpanan 4 jam. 

Tabel 2 memperlihatkan bahwa 
persentase penetasan embrio juga tidak 
berbeda nyata antara perlakuan 
kombinasi DMSO-madu dan kombinasi 
PG-madu dan menunjukkan persentase 
tertinggi dibandingkan dengan perlakuan 
krioprotektan yang lain (p<0,05). 
Sebagaimana persentase kerusakan 
embrio ikan lele, perlakuan madu pada 
suhu preservasi 0ºC selama 3 jam sudah 
tidak menghasilkan penetasan embrio 
ikan lele (0%). Berdasarkan data pada 
Tabel 2 menunjukkan bahwa persentase 
penetasan embrio pada suhu preservasi 
4ºC lebih besar daripada suhu preservasi 
0ºC (p<0,05). 
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Tabel 2.  Persentase penetasan embrio ikan lele pada perlakuan krioprotektan dan suhu 
preservasi yang berbeda. 

Perlakuan	 Suhu	 Lama	penyimpanan	(jam)	
(ºC)	 0,5	 1	 2	 3	 4	 5	 6	

Madu	 4	 51,3±1,2bc	 51,3±1,2ab	 48,0±0,0b	 46,7±1,2d	 44,0±0,0c	 37,3±1,2c	 30,0±0,0b	
	 0	 38,7±1,2d	 37,3±1,2c	 16,7±1,2b	 0,0±0,0h	 0,0±0,0f	 0,0±0,0f	 0,0±0,0c	
DMSO	 4	 58,7±1,2b	 60,7±1,2ab	 52,0±0,0b	 50,0±0,0c	 48,7±1,2b	 34,7±1,2d	 30,7±1,2b	
	 0	 41,3±1,2d	 38,7±1,2c	 10,7±1,2b	 3,3±1,2g	 0,0±0,0f	 0,0±0,0f	 0,0±0,0c	
PG	 4	 59,3±1,2b	 61,3±1,2a	 58,0±2,0b	 54,0±0,0b	 50,7±1,2b	 39,3±1,2c	 30,7±1,2b	
	 0	 41,3±1,2d	 40,7±1,2c	 16,7±1,2b	 11,3±1,2f	 6,0±0,0e	 0,0±0,0f	 0,0±0,0c	

DMSO-Madu	 4	 60,7±1,2a	 63,3±1,2a	 63,3±1,2a	 62,0±2,0a	 60,0±0,0a	 56,0±0,0b	 36,7±1,2a	
0	 43,3±1,2d	 40,7±1,2c	 19,3±1,2b	 12,0±0,0f	 9,3±1,2d	 0,0±0,0f	 0,0±0,0c	

PG-Madu	 4	 62,0±0,0a	 65,3±1,2a	 64,0±0,0a	 61,3±1,2a	 59,3±1,2a	 57,3±1,2a	 36,0±0,0a	
0	 44,7±1,2d	 42,0±2,0c	 20,7±1,2b	 14,0±0,0e	 11,3±1,2d	 3,3±1,2e	 0,0±0,0c	

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan nyata 
(p<0.05). 

 
Hasil penelitian ini mengindikasikan 

bahwa perbedaan krioprotektan dan suhu 
preservasi yang digunakan dalam 
kriopreservasi embrio ikan lele 
mengakibatkan kerusakan dan penetasan 
embrio ikan lele yang berbeda. Secara 
umum, kerusakan embrio lebih cepat 
terjadi pada suhu preservasi 
(penyimpanan) lebih rendah. Demikian 
pula pada penetasan embrio ikan lele, 
suhu preservasi yang lebih rendah (0ºC) 
mengakibatkan rendahnya penetasan 
embrio ikan lele. Hal ini juga sebagaimana 
hasil yang diperoleh oleh Eka et al. (2020) 
bahwa suhu penyimpanan -196ºC 
menghasilkan persentase kerusakan 
embrio total (100%) dan persentase 
penetasan terendah dibandingkan suhu 
preservasi -4ºC.  

Kerusakan embrio ikan akibat suhu 
preservasi kemungkinan dikarenakan 
perbedaan osmotik dan tingginya 
sensitivitas embrio ikan lele yang 
dikriopreservasi. Pendinginan secara 
cepat dapat menyebabkan kerusakan 
intraseluler sel secara serius, sehingga 
dapat menyebabkan kematian sel akibat 
penyusutan sel (Bhattacharya dan 
Prajapati, 2016). Penyusutan embrio 
berhubungan erat dengan permeabilitas 
membran sel dan sensitivitas pendinginan. 
Hagedorn et al. (1998) menyatakan 
bahwa pembatas permeabilitas pada 
embrio adalah yolk synchronization layer 
(YSL). Lapisan syncytial dari membran sel 
telur secara fisiologis akan mencegah 

masuknya krioprotektan ke dalam sel dan 
pelepasan air dari dalam sel. Akan tetapi, 
pada kondisi tertentu, krioprotektan dapat 
masuk ke dalam lapisan syncytial dari sel 
telur dan mengeluarkan cairan dalam sel 
telur.  

Kriopreservasi dengan metode 
vitrifikasi sebenarnya lebih efektif karena 
kerusakan sel dan jaringan sangat sedikit. 
Metode vitrifikasi dapat mengurangi air 
dari dalam sel dan digantikan oleh 
krioprotektan untuk mencegah 
terbentuknya crystals ice ketika 
pendinginan. Akan tetapi, beberapa faktor 
merupakan pembatas dalam keberhasilan 
kriopreservasi embrio, seperti ukuran sel 
yang besar, tipisnya korion, permeabilitas 
membran yang kurang, struktur yang 
kompleks dalam perkembangan embrio, 
dan kandungan yolk yang tinggi (Lin et al., 
2009b) serta embrio lebih sensitif 
terhadap krioprotektan (Tian et al., 2015) 
bila dibandingkan dengan gamet. 

Penggunaan larutan pengencer 
(NaCl fisiologis) krioprotektan 
memungkinkan sebagai salah satu faktor 
yang mempengaruhi kerusakan embrio 
ikan lele. Beberapa studi tentang 
penggunaan larutan pengencer atau 
ekstender dalam kriopreservasi juga telah 
dilakukan oleh beberapa peneliti lain 
sebelumnya, seperti Shaluei et al. (2013) 
pada embrio ikan mas koki (Carassius 
auratus auratus), Keivanloo et al. (2017) 
pada embrio ikan Persian sturgeon 
(Acipenser persicus), dan Tian et al. (2015) 
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pada embrio ikan kerapu (Epinephelus 
septemfasciatus). 
 
KESIMPULAN 

Jenis dan kombinasi krioprotektan 
dan suhu preservasi atau penyimpanan 
sangat berpengaruh terhadap kerusakan 
dan penetasan embrio ikan lele hasil 
kriopreservasi embrio pada stadia gastrula. 
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