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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu thawing terhadap
nilai livabilitas membran plasma utuh dan tudung akrosom utuh spermatozoa sapi
bali. Penelitian ini dilaksanakan di laboratorium Dasar Fakultas Pertanian
Universitas Islam Kuantan Singingi pada bulan juli 2020.Parameter yang diamati
adalah livabilitas, membran plasma utuh (MPU) dan tudung akrosom utuh (TAU)
spermatozoa sapi bali. Sampel yang digunakan 15 straw sapi bali Penelitian ini
dilakukan secara eksperimen menggunakan Rancangan Acak Lengkap dengan 5
perlakuan dan 6 ulangan. Perlakuan yang digunakan berupa suhu 24°C, 28°C,
32°C, 36°C, dan 38°C. Hasil penelitian menunjukkan bahwa suhu thawing pada
suhu 32°C dapat mempertahankan livabilitas (98,17+2,64) dan tudung akrosom
utuh (98,8+31,94) serta mempertahankan membran plasma utuh pada suhu 24°C
yaitu (59,50+22,96). Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa perlakuan
terbaik pada suhu 32°C.

Kata kunci : Sapi bali, spermatozoa, livabilitas, MPU, TAU.
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Keberhasilan suatu program kegiatan Inseminasi Buatan (IB) pada ternak
tidak hanya tergantung pada kualitas dan kuantitas semen yang diejakulasikan
seekor pejantan, tetapi tergantung juga Kkepada kesanggupan untuk
mempertahankan kualitas dan memperbanyak volume semen tersebut untuk
beberapa saat lebih lama setelah ejakulasi sehingga lebih banyak betina akseptor
yang akan diinseminasi.

Mempertahankan kualitas semen dan memperbanyak hasil sebuah
ejakulasi dari pejantan unggul adalah teknologi bioteknologi reproduksi salah
satunya dengan melakukan pengenceran semen menggunakan beberapa bahan
pengencer. Biotek media bahan pengencer bahan pengencer harus dapat
menyediakan nutrisi bagi kebutuhan spermatozoa selama penyimpanan, sperma
dapat bergerak secara progresif, tidak bersifat racun, menjadi penyanggah bagi
sperma, dapat melindungi sperma dari cold shoc (Anwar, et al., 2014).

Kerusakan membran selama pembekuan spermatozoa berhubungan erat
dengan komposisi asam lemak membran yang bersangkutan (Situmorang, 2002).
Spermatozoa dari spesies yang mempunyai rasio asam lemak tak jenuh : asam
lemak jenuh yang tinggi pada fosfolipid membran cenderung lebih sensitif
terhadap cekaman dingin. Molekul-molekul lipid pada membran sel tersusun dari
tiga jenis yakni fosfolipid, kolesterol dan glikolipid. Kolesterol merupakan
komponen utama membran plasma. Kerentanan terhadap cekaman dingin juga

berhubungan dengan melonggarnya ikatan komponen penyusun membran sel



berupa fosfolipid, lecithin dan karbohidrat maka semakin rentan terhadap
cekaman dingin (Anwar et al., 2015).

Motilitas progresif dan keutuhan membran. Menurut Hafez (1993) bahwa
potensi spermatozoa untuk membuahi sel telur dapat diduga dari motil progresif
dan keutuhan membran. Berdasarkan pemikiran tersebut perlu diketahui kaitan
karakteristik motil progresif dan keutuhan membran spermatozoa semen beku
terhadap keberhasilan inseminasi pada sapi Bali.Patokan daya gerak yang aktif
adalah standar utama sebagai nilai mendapatkan tingkat fertilisasi inseminasi
buatan (IB) yang dilaksanakan.

Pelaksanaan thawing dari zona beku ke zona cair dilakukan dengan cara
peningkatan suhu secara bertahap tahap supaya pengenceran (thawing) pada
keseluruhan straw bisa dengan sempurna sehingga pelengketan pada pembekuan
membran sel tidak rusak. Membran plasma merupakan bagian spermatozoa yang
sangat berperan dalam proteksi organel-organel sel. Rusaknya membran plasma
utuh biasanya disertai rusaknya organel-organel sel tudung akrosom utuh,
sehingga menyebabkan keluarnya enzim-enzim yang diperlukan selama proses
fertilisasi. Perlakuan penurunan suhu secara bertahap dapat berfungsi sebagai
mepertahankan pengikatan selubung lipoprotein pada membran spermatozoa
sehingga membran plasma tetapstabil saat melalui zona temperatur Kkritis

Karakteristik spermatozoa yang baik yaitu memiliki keutuhan selubung
membran. Keutuhan membran berfungsi sebagai perlindungan organel-organel sel
dalam membran yang berhubungan dengan tingkat metabolisme sel. Keutuhan
membran plasma sangat diperlukan oleh spermatozoa, karena kerusakan membran

plasma akan berpengaruh terhadap proses transportasi zat nutrisi sebagai



pembentuk energi gerak yang berhubungan dengan progresif aktif spermatozoa.
Beberapa faktor dalam mempertahankan kualitas motilitas progresif spermatozoa
di mulai dari teknik penampungan, pengolahan semen beku, bahan pengencer,
proteksi bahan pengencer, penyimpanan semen beku, transfortasi semen beku,
teknik thawing semen beku. Secara khusus mempertahankan motilitas salah
satunya banyak digunakan pada proteksi semen beku. Proteksi membran dalam
mempertahankan motilitas seperti sukrosa berperan sebagai krioprotektan ekstra
seluler untuk melindungi membran dari kerusakan selama penyimpanan pada suhu
rendah.Bahan anti cold shock yang umum ditambahkan adalah kuning telur atau
kacang kedelai (Aboagla danTerada, 2004). Penambahan beberapa gula di dalam
pengencer efektif dapat meningkatkan kualitas spermatozoa (Herdis, et al., 2016).

Penurunan suhu secara mendadak yang merupakan faktor utama penyebab
terjadinya kejutan dingin (cold shock). Kejadian kejutan dingin kemungkinan
disebabkan fase transisi dari membran lipid yang menyebabkan terjadinnya fase
pemisahan dan penurunan sifat-sifat permeabilitas secara selektif dari membrane
biologis sel. Pengaruh yang ditimbulkan akibat munculnya factor ini adalah
penurunan jumlah spermatozoa motil, pelepasan enzim, hilangnya aktivitas lesitin,
perpindahan ion melewati membran dan penurunan kandungan lipid yang sangat
berperan dalam mempertahankan integritas structural membran plasma (leboeufet
al., 2000).

Penyimpanan semen dalam kondisi dingin atau dalam kondisi beku Semen
hasil pendinginan mempunyai daya tahan relatif pendek, sedang bila disimpan
dalam kondisi beku memungkinkan penggunaan semen dalam jangka waktu yang

lama (Suyadi, 2001). Permasalahan utama dari semen beku adalah rendahnya



kualitas semen setelah dilakukan thawing. Selama proses pembekuan dapat terjadi
penurunan motilitas yang disebabkan karena pengaruh pengencer atau kerusakan
yang disebabkan oleh proses pembekuan (could shock). Nalley et al., (2007)
menjelaskan selama penyimpanan semen berlangsung akan terjadi kerusakan
terhadap dekomposisi protein pada membran sel sehingga lapisan lipoprotein pada
sel akan menyebabkan terjadinya denaturasi protein yang disebabkan reaksi
peroksidasi pada membran. Begitu sebaliknya perubahan lingkungan beku ke
zona suhu cair dapat mengurangi tingkat motilitas spermatozoa.

Berdasarkan uraian di atas, maka penulis tertarik melakukan penelitian
dengan judul « Efektifitas Suhu Thawing Terhadap Nilai Membran Plasma
Utuh Tudung Akrosom Utuh Spermatozoa Sapi Bali”.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pada latar belakang di atas dapat dirumuskan berapa
suhu yang tepat untuk thawing untuk menjaga livabilitas, membran plasma utuh
dan tudung akrosom utuh spermatozoa sapi bali.

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh suhu thawing terhadap
nilai livabilitas, membran plasma utuh dan tudung akrosom utuh spermatozoa sapi
bali.

1.4 Manfaat penelitian

Manfaat penelitian ini untuk mengetahui kesesuaian suhu dalam proses

menthawing dalam mempertahankan livabilitas, membran plasma utuh dan tudung

akrosom utuh spermatozoa sapi bali.



. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sapi Bali

Sapi bali merupakan sapi potong asli Indonesia yang merupakan hasil
domestik dari banteng (Bibos banteng) adalah jenis sapi yang unik. Sapi asli
Indonesia ini sudah lama di domestikasi suku bangsa Bali di pulau Bali sekarang
sudah tersebar di bebagai daerah di Indonesia. Sapi bali berukuran sedang,
dadanya dalam, tidak berpunuk dan kakinya ramping. Sapi bali betina memiliki
warna bulu merah bata. Sedangkan sapi bali jantan, sebelum dewasa kelamin
memiliki warna bulu yang sama dengan sapi bali betina, dan setelah dewasa
kelamin terjadi perubahan warna bulu dari merah bata menjadi hitam.

Hal ini sejalan dengan Guntoro (2002) yang menyatakan bahwa perubahan
warna bulu dari merah bata menjadi hitam terjadi pada saat sapi jantan sudah
mencapai dewasa kelamin yang disebabkan oleh hormon testosteron. Perubahan
warna bulu dimulai dari bagian kepala sampai ke bagian ekor, sedangkan sapi
jantan yang sudah dikastrasi mengalami perubahan warna bulu dimulai dari
bagian ekor ke bagian kepala.

Handiwirawan dan Subandriyo (2004) menyatakan bahwa terdapat warna
putih pada sapi bali di bagian pantat dan paha bagian dalam, pinggiran bibir atas,
dan pada kaki bawah mulai dari tarsus dan carpus sampai batas pinggir atas kuku.
Kulit yang berwarna putih tersebut berbentuk oval. Pada punggungnya selalu di
temukan bulu hitam membentuk garis (garis belut) memanjang dari gumba hingga

pangkal ekor. Sapi bali jantan berwarna lebih gelap bila di bandingkan dengan



sapi bali betina. Warna sapi bali jantan biasanya berubah dari merah bata menjadi
coklat tua atau hitam legam setelah mencapai dewasa kelamin (Toelihere, 1993).
2.2 Ekuilibrasi dan pembekuan semen

Ekuilibrasi secara tradisional dianggap sebagai waktu total selama
spermatozoa tetap berhubungan dengan gliserol sebelum pembekuan. Pada tahap
ini, gliserol menembus ke dalam sel spermatozoa untuk membentuk konsentrasi
intraseluler dan ekstraseluler yang seimbang. Tidak boleh diabaikan bahwa pada
ekuilibrasi tidak hanya terjadi keseimbangan konsentrasi gliserol, tetapi juga
komponen ekstender osmotis aktif lainnya (Salamon dan Maxwell, 2000). Waktu
ekuilibrasi berbeda-beda pada berbagai jenis, bangsa dan individu pejantan.
Menurut Toelihere (1979), bahwa semen harus berada di dalam pengencer dengan
atau tanpa gliserol selama kurang lebih 4 jam pada suhu 50C.

Menurut Arifiantini dan Yusuf (2006), ekuilibrasi bertujuan melindungi
spermatozoa dari kematian yang disebabkan oleh penurunan tekanan osmotik
yang mengganggu keutuhan membran spermatozoa akibat pembekuan. Toelihere
(1979) menyatakan bahwa problema pembekuan semen berkisar pada fenomena
pengaruh cold shock terhadap sel yang dibekukan dan perubahan perubahan
intraseluler akibat pengeluaran air yang bertalian dengan pembentukan-
pembentukan kristal es, pembekuan adalah suatu fenomena pengeringan fisik.
Pada pembekuan semen, dimana terbentuk kristal-kristal es, terjadi penumpukan
elektrolit dan bahan terlarut lainnya di dalam larutan atau di dalam sel-sel. Untuk
mempertahankan kehidupan spermatozoa maka semen beku harus selalu disimpan
dalam bejana vakum atau kontainer berisi nitrogen cair yang bersuhu -196°C dan

terus dipertahankan pada suhu tersebut sampai waktu dipakai. Sesudah pencairan



kembali (thawing) semen beku merupakan barang rapuh dan tidak dapat tahan
lama seperti semen cair. Semen beku yang sudah dicairkan kembali tidak dapat
dibekukan kembali (Toelihere, 1979).

2.3 Semen beku

Semen beku adalah semen yang berasal dari pejantan unggul yang sehat,
dan bebas dari penyakit hewan menular yang sudah diseleksi berdasarkan garis
keturunan, kemampuan produksi serta reproduksi. Semen yang dijadikan sebagai
semen beku harus berasal dari pejantan dengan kategori baik sesuai standar Balai
Inseminasin Buatan (BIB), yaitu mempunyai konsentrasi sel sperma lebih dari
1.000 % 106 /ml (Direktorat Jenderal Peternakan, 2007).

Semen beku dicairkan kembali (thawing) sebelum digunakan.
Sesudahpencairan kembali, semen beku tidak dapat tahan lama seperti semen cair
(Toelihere, 1993). Semen sebaiknya digunakan segera setelah thawing untuk
memperoleh efisiensi reproduksi yang maksimal (Morrow, 1980). Peningkatan
temperatur saat thawing harus meningkat secara konstan sampai waktu inseminasi
(Toelihere, 1993). Teknik thawing yang tepat akan menjaga aktifitas biologis dan
kualitas spermatozoa (Junaidi, A. 2000). Thawing membuat spermatozoa kembali
hidup dan kembali ke temperatur tubuh sehingga thawing harus dilakukan secara
hati-hati untuk menghindari kerusakan spermatozoa (Bearden W. O.et al., 2004).
2.4 Thawing

Proses Thawing merupakan tahapan kritis karena semen beku yang telah di
thawing merupakan barang rapuh dan tidak tahan hidup lama seperti semen cair,
selain itu semen beku yang telah dicairkan kembali juga tidak dapat dibekukan

lagi. Prinsip thawing yakni peningkatan suhu secara konstan, perubahan suhu



yang mendadak akan menyebabkan kematian pada sel sperma. Penggunaan
metode thawing yang tidak tepat dapat menyebabkan kerusakan pada sel sperma
sehingga kualitas semen menurun (Samsudewa dan  Suryawijaya,
2008).Kombinasi suhu dan lama thawing yang baik adalah yang mengakibatkan
sedikit kerusakan sel sperma, sehingga tetap memiliki kemampuan membuahi sel
telur yang tinggi. suhu yang baik untuk pelaksanaan thawing di dataran rendah
adalah 37°C selama 15 detik. Sedangkan, thawing di dataran tinggi akan memiliki
kualitas yang lebih baik apabila thawing dilakukan pada suhu 37°C dengan durasi
yang lebih lama yaitu 20 detik.
2.5 Motilitas Spermatozoa

Salah satu pengujian spermatozoa yang jelas dan mudah adalah motilitas.
Motilitas dapat diamati berdasarkan persentase spermatozoa yang motil dan
kualitas pergerakannya. Walaupun spermatozoa tidak memerlukan kemampuan
bergerak dari tempat diposisi ketempat fertilisasi, hamun motilitas diperlukan
pada bagian tertentu misalnya pada saat melewati mukosa uterus. Motilitas
spermatozoa berpusat pada bagian ekor karena pada bagian ini terdapat dua fibril
sentrial yang dikelilingi oleh sebuah cincin terdiri dari sembilan pasang fibril
ferifel, dimana fibril-fibril ini mampu menggerakan ekor spermatozoa yang
bersifat kotraktil Toelihere, (2006). Livabilitas bertujuan sebagai daya gerak
progresif yang sangat diperlukan spermatozoa saat di saluran kelamin betina
untuk mencapai tempat fertilisasi Sarastina et al.,, (2012). Standar normal
motilitas atau progresif aktif sel tidak kurang dari 60% sedangakan normal untuk
livabilitas normalitas diatas 60%. Anwar et al,. (2014) tingkat livabilitas lebih

tinggi dari motilitas atau progresif aktif.



2.6 Membran plasma utuh

Membran spermatoza tersusun atas lipid (fosfolipid, glikolipid dan
kolesterol) dan protein. Spermatozoa diliputi oleh membran sel dari kepala hingga
ekor yang mempunyai susunan sangat kompleks baik komposisi molekuler
maupun secara fungsionil. Membran spermatozoa tersusun dari 43% lipid, 48%
protein dan 9% karbohidrat. Komponen membran spermatozoa mempunyai fungsi
yang sangat penting dan spesifik seperti perletakan spermatozoa dengan sel telur,
transpor substrat dan metabolisme.

Membran pada bagian ekor mempunyai fungsi untuk mendapatkan
substrat untuk energi spermatozoa dan menghantar gelombang. Integritas 15
membran plasma serta fungsinya penting untuk menjaga viabilitas sel. Membran
plasma memiliki kemampuan permeabilitas yang selektif untuk mengatur aktivitas
metabolik intrasel, pH dan komposisi ion. Fungsi lain dari membran plasma
spermatozoa adalah peranannya dalam proses fusi dengan ovum. Integritas
membran plasma sangat penting untuk diperhatikan dalam penilaian kualitas
semen, karena membran tersebut melindungi secara fisik bagian spermatozoa,
mengatur keluar masuknya zat - zat, ion-ion yang diperlukan dalam proses
metabolisme serta menjaga keseimbangan elektrolit intra dan ekstraseluler.

2.7 Tudung akrosom utuh

Tudung akrosom merupakan bagian terpenting dari spermatozoa dan
berperan dalam proses pembuahan, pada tudung akrosom terdapat enzim — enzim
hialuronidase, akrosin dan enzim lainnya yang akan melisiskan lapisan pelindung

sel telur. Bagian akrosom meliputi bagian apical segment, princupal segment dan



ekuatorial segment. Bagian membran terluar pada bagian apical segment dan
principal segment disebut tudung akrosom (Hafez, 1993).

Membran pada bagian kepala berfungsi untuk penembusan sel telur pada
proses fertilisasi. Membran bagian belakang akrosom berfungsi mengadakan
kontak pertama dan menjadi satu dengan oolema sel telur pada proses fertilisasi.
Motilitas dan Tudung akrosom merupakan variabel kualitas spermatozoa yang
memiliki peranan sentral dalam menentukan keberhasilan fertilisasi. Motilitas
dibutuhkan spermatozoa untuk mencapai tempat fertilisasi dari tempat
pendeposisian pada saat inseminasi dan dalam proses penembusan barier
pelindung oosit. Sedangkan tudung akrosom yang utuh sangat penting karena di
dalamnya terdapat enzim — enzim lisis (akrosin dan zona lisin) yang dikeluarkan
saat reaksi akrosom berlangsung, selanjutnya enzim — enzim tersebut berfungsi
melisis bagian tertentu zona pellusida yang akan menjadi tempat masuknya
spermatozoa ke dalam sitoplasma oosit untuk kemudian membentuk pronukleus
jantan.

Keutuhan dari tudung akrosom sangat penting pada saat preservasi, hal ini
berhubungan dengan kandungan enzim — enzim yang terkandung di dalamnya.
Kerusakan tudung akrosom akan menyebabkan enzim — enzim keluar yang
menyebabkan hilangnya kemampuan spermatozoa saat pembuahan (Arifiantini,
2012). Pada proses fertilisasi selain motilitas spermatozoa, keutuhan tudung
akrosom dan membran plasma sangat menentukan kemampuan membuahi oosit.
Persentase tudung akrosom utuh dan membran plasma utuh merupakan integritas
spermatozoa yang memiliki peran penting dalam proses fertilisasi untuk

keberhasilan IB.



Keadaan ini berpengaruh terhadap daya gerak yang aktif dan progresif
spermatozoa menuju fertilisasi. Patokan daya gerak yang aktif adalah standar
utama sebagai nilai mendapatkan tingkat fertilisasi inseminasi buatan (I1B) yang
dilaksanakan. Permasalahan yang dihadapi secara alami adalah pergerakan
progresif berlangsung sangat singkat apabila tidak diberi perlakuan yang baik
dalam mempertahankan kualitas spermatozoa. Mengatur suhu thawing merupakan
salah satu cara untuk mempertahankan kualitas semen seoptimal mungkin
sehingga motilitas spermatozoa dan daya tahan hidup spermatozoa dapat
dipertahankan. Salah satu cara dalam mempertahankan sifat pergerakan progresif
spermatozoa selama preservasi baik semen cair ataupun semen beku adalah
dengan penambahan krioprotektan yang berfungsi untuk menjaga keutuhan
membran dan akrosom utuh. Krioprotektan berfungsi sebagai pengikatan selubung
lipoprotein pada membran spermatozoa sehingga membran plasma tetap stabil

saat melalui zona temperatur kritis (Tambing et al., 2008).



I1l. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2020 di Laboratorium Dasar
Fakultas Pertanian Universitas Islam Kuantan Singingi.
3.2 Materi penelitian
Penelitian ini menggunakan 15 straw semen beku dari sapi Bali, Bahan
dan peralatan yang digunakan diantaranya air,objek glass, cover glass, mikropipet,
eppendorf, thermometer, gelas ukur 150 ml,mikroskop cahaya,inkubator, yang
diamati meliputi : pengaruh suhu thawing terhadap livabilitas, membran plasma
utuh dan tudung akrosom utuh, satu straw dua ulangan.
3.3 Metode penelitian
3.3.1 Rancangan percobaan
Penelitian ini dilakukan secara eksperimen dengan menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) dengan 5 perlakuan, dan 6 ulangan. Adapun
perlakuannya adalah sebagai berikut:
Perlakuan 1 = suhu 24°C
Perlakuan 2 = suhu 28°C
Perlakuan 3 = suhu 32°C
Perlakuan 4 = suhu 36°C

Perlakuan 5 = suhu 38°C
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3.4 Prosedur penelitian

Persiapan alat untuk digunakan menthawing straw semen beku
menggambil dan mempersiapkan sebanyak 15 straw sebagai bahan objek
penelitian menghidupkan mikroskop sebagai melihat aktifitas pengecekan
perlakuan progresif spermatozoa, Tudung Akrosom Utuh (TAU) dan Membran
Plasma Utuh (MPU). Menyediakan dan mempesiapkan gelas ukur yang telah
berisi air dan suhu yang sesuai dengan perlakuan, (straw terendam keseluruhan).
Mengambil straw dalam container 1 buah kemudian dimasukkan kedalam
perlakuan percobaan setelah straw direndam 10 detik sesuai dengan perlakuan

suhu kemudian diambil dan dikeringkan dengan tisu.

Penilaian Membran Plasma Utuh (MPU)

Menyiapkan metode osmotik restitance test komposisi larutan
hypoosmotic terdiri atas 0,9/g fruktosa 0,49/g natrium sitrat yang dilarutkan
dengan akuabides. Sisa straw yang digunakan melihat progresif spermatozoa

disegerakan dimasukkan kedalam eppendorf kemudian mengambil 20ul semen



dan dimasukkan kedalam larutan 200ul hipoosmotic selanjutnya dihomogenkan
dengan membentuk angka 8. Setelah homogeny larutan semen dan hipoosmotic
tersebut diinkubasi kedalam inkubator dengan suhu 37°c selama 35 menit. Setelah
diinkubasi selama 40 menit kemudian mengambil larutan menggunakan
mikropipet terus diletakkan di atas objek glass terus ditutup dengan cover glass
terus dilihat menggunakan mikroskop cahaya 400 kali pembesaran. Teknik
penghitungan membran plasma utuh minimum 100 spermatozoa yang dihitung
dibawah lepas pandang 400 kali pembesaran 100 spermatozoa yang dihitung
termasuk spermatozoa yang utuh dan yang rusak.
Penilaian Tudung Akrosom Utuh

Melihat tudung akrosom utuh menyediakan pewarna eosin 2% yaitu eosin
bluis 2g dalam 100 ml sodium sitrat. Mengambil 1 tetes semen dalam eppendorf
kemudian di teteskan ke cover glass dengan campuran eosin 1 tetes kemudian di
homogenkan. Selanjutnya membuat preparatulas dengan cara di gesek. Setelah
preparatulas dilakukan kemudian dikeringkan dengan api bunset. Metode
penghitungan tudung akrosom utuh dengan cara dibawah mikroskop dengan 1000
kali pembesaran. Penghitungan persentase tudung akrosom utuh dengan cara 100
spermatozoa terhitung 100 yang tidak utuh dan utuh.
Teknik menghitung spermatozoa hidup

Menyediakan eosin dan 1 tetes semen mencampurkan eosin dengan
spermatozoa di atas cover glass dan membuat preparatulas kemudian dikeringkan
di atas api bunset menghitung spermatozoa hidup dengan cara 100 spermatozoa

terhitung dibawah mikroskop 400 kali Spermatozoa yang hidup ditandai dengan



tidak tewarnai oleh eosin dikatakan hidup sedangkan yang tewarnai dinyatakan

mati.

3.5 Parameter yang diamati

1.

Parameter yang diamati dalam penelitian ini yakni:
Livabilitas Spermatozoa

Livabilitas adalah keadaan spermatozoa dalam keadaan hidup tapi
tidak aktif pengukuran ini menggunakan preparatulas yang telah diberikan
eosin 10%.
Rumus livabilitas = spermatozoa hidup/ total sel terhitung x 100%
Membran Plasma Utuh

Membran plasma utuh adalah keadaan keseluruhan keutuhan
selubung membran dalam mempertahankan organel-organel sel dalam
membran dan berfungsi baik tranportasi aktif zona membran.
Pengukurannya menggunakan cairan tekanan osmotic sweeling pengencer.
Rumus MPU = Spermatozoa yang utuh / total sel terhitung x 100%.
Tudung Akrosom Utuh

Tudung akrosom utu adalah keadaan keseluruhan keutuhan tudung
akrosom utuh dibagian kepala yang membentuk cincin pengukurannya
dengan cara melihat keutuhan lingkaran cincin yang telah dibuat
preparatulasnya dengan menggunakan cairan eosin metilen blue dilihat
dibawah mikroskop 1000 x penglihatan.

Rumus TAU = Spermatozoa TAU yang utuh/ total sel terhitung x 100%.



3.6 Analisis data
Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan analisis ragam
dengan rancangan acak lengkap (RAL). Jika menujukan berpengaruh nyata maka
di lakukan uji lanjut beda nyata terkecil (BNT). Untuk mempermudah analisis
data dilakukan dengan menggunakan bantuan aplikasi SPSS 20. Model matika
rancangan RAL di uraikan di bawabh ini :
Yy=p+rti+pj+ey

Dimana:i  =1,2,3,4,5 (perlakuan)

J =1,2,3,4,5,6 (ulangan)

Yij = Hasil Pengamatan pada perlakuan ke-I dan ulangan ke-j

p = Rataan umum

i = pengaruh perlakuan ke-i

Bj = Pengaruh kelompok ke-j

gij = pengaruh acak pada perlakuan ke-I dan ulangan ke-j

Tabel 1.Analisis ragam (Anova) Model rancangan acak lengkap (RAL)

Sumber F F Tabel
Keragaman Db K KT Hitung 05% 1%
Perlakuan  t-1 JKp KTp
F

Galat 1 1(r-1)  JKocl KTel Hitung
Total Srt-1 JKT F Tabel

2 (MSg)
BNty = (taar)- [— £
UJI BNT
ktg : Kudrat tebnga galat dbg : Db galat

a : Taraf nyata r  : Banyaknya ulangan



IVV. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil penilaian livabilitas
Perhitungan rerata livabilitas spermatozoa semen beku sapi bali dapat
dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase Hasil Livabilitas terhadap Suhu Thawing yang Berbeda

Perlakuan (°C) Livabilitas (%)
24 77.50+£16.36
28 75.00+24.22
32 98.17+2.64
36 80.83+£19.29
38 79.17£17.13
Total 82.13+18.26

Hasil penelitian dari uji statistic anova nilai livabilitas spermatozoa tidak
berpengaruh nyata (P>0,05%) terhadap suhu thawing yang berbeda. Nilai rata-rata
dari yang tertinggi hingga yang terendah yaitu perlakuan 32°C 98.17+2.64,
perlakuan 36°C 80.83+19.29, perlakuan 38°C 79.17+17.13, perlakuan 24°C
77.50+16.36, perlakuan 28°C 75.00£24.22. Hasil dari penelitian menunjukkan
tingkat livabilitas spermatozoa yang baik pada suhu 32°C dan yang terendah pada
suhu 28°C. Semen beku setelah thawing dalam air suhu 32°C menghasilkan nilai
livabilitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan dalam air suhu
24°C,28°C,36°C,dan 38°C meskipun secara analisis statistik tidak berbeda
signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa bila suhu thawing semakin rendah
menyebabkan penurunan livabilitas spermatozoa dan semakin tinggi akan
menurunkan tingkat livabilitas. Selain itu, suhu thawing 32°C yang digunakan
pada penelitian ini sesuai dengan suhu ideal bagi aktivitas spermatozoa, sehingga

sperma livabilitas terlihat lebih tinggi persentasenya.



Dari gambar di dibawah ini dapat kita lihat lingkaran bewarna hitam yg
tewarnai eosin dinyatakan mati dan lingkaran bewarna putih tidak tewarnai

dinyatakan hidup.

Gang hidup

yang mati

Gambarl. Livabilitas spermatozoa
Hal ini di sebabakan karena suhu rendah menyebabkan lambatnya
pemecahan salju strow, sehingga berakibat terahadap kerusakan komponen
penyusun membran spermatozoa. Anwar, et al, (2015) membran sel berfungsi
sebagai transportasi aktif dan memiliki makro melekul sebagai metabolisme
nutrisi yang di gunakan sebagai pergerakan atau hidup spermatozoa progresif

aktif.

aaaaaa

Mean of livabilitas

2o
perlakuan

Gambar 2. Grafik livabilitas
Hasil grafik menunjukan bahwa penilaian terbaik terletak pada suhu

32°C. Terjadi penuruan nilai livabilitas seiring peningkatan suhu dan penurunan



suhu. Hal ini dapat kita gambarkan bahwa peningkatan suhu akan menyebabkan
kerusakan membrane sel, sehingga metabolisme terganggu. Livabilitas
spermatozoa untuk pembuatan semen yang diencerkan atau semen beku minimal
memiliki 60 % sampai 75% spermatozoa hidup Garner and Hafez, (2000).
Presentase hidup spermatozoa ditentukan oleh membran plasma yang utuh.
Membran plasma spermatozoa berfungsi untuk melindungi organel spermatozoa
dan transportasi elektrolit untuk metabolisme spermatozoa Salmah, (2014).
Membran plasma yang rusak dapat berpengaruh fungsi fisiologis dan metabolisme
spermatozoa sehingga menyebabkan spermatozoa mati Butarbutar, (2009).
Kondisi ini menimbulkan hot shock maupun kontaminasi dengan oksigen
pada spermatozoa sehingga mempengaruhi kestabilan membran yang berdampak
pada kualitas semen beku. Rodriguez, et al., (2005), melaporkan bahwa proses
thawing pada semen beku sapi dengan suhu 37°C selama 60 detik menyebabkan
terjadinya beberapa kerusakan pada membran spermatozoa. Sedangkan Ansary
et al., (2010) melaporkan motilitas, livabilitas dan integritas membran tertingi
yaitu thawing pada air bersuhu 37°C selama 30 detik. Perbedaan kualitas semen
beku post thawing tersebut menunjukkan bahwa thawing pada suhu dan durasi
yang berbeda memberikan pengaruh yang berbeda pula pada kualitas semen beku.
Pembekuan semen merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi produksi
semen beku karena dalam proses pembekuan akan mengakibatkan terjadinya
kerusakan. SNI 01-4869 1-2005, menyatakan untuk dapat didistribusikan dan
diinseminasikan persentase spermatozoa post thawing minimal harus sebesar

40%.



Metabolisme spermatozoa dapat mempengaruhi daya hidup spermatozoa
karena pada spermatozoa yang memiliki aktivitas metabolisme tinggi
mengahasilkan asam laktat yang tinggi yang dapat membunuh spermatozoa
Varasofiari et al., (2013). Membran plasma yang utuh memiliki hubungan dengan
motilitas spermatozoa, semakin banyak membran plasma utuh maka semakin
banyak spermatozoa yang progresif aktif Azzahra et al., (2016).

4.2 Penilaian Membran Plasma Utuh (MPU)

Perhitungan rerata membran plasma utuh spermatozoa semen beku sapi

bali dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Persentse hasil membran plasma utuh pada suhu thawing yang berbeda

Perlakuan (°C) Membran plasma utuh (%)
24 59.50+22.96b
28 55.33+24.22b
32 57.16+17.09b
36 38.83+14.49ab
38 17.83+7.054a
Total 45.73+23.31b

Keterangan: Notasi pada perlakuan yang berbeda pada kolom yang sama
menunjukkan berpengaruh yang nyata(P<0,05%) antar perlakuan.

Hasil penelitian dari uji statistic anova nilai membran plasma utuh
spermatozoa berpengaruh yang nyata (P<0,05%) terhadap suhu thawing yang
berbeda. Nilai rata-rata dari yang tertinggi hingga yang terendah yaitu perlakuan
24°C  59.50+22.96b, perlakuan 32°C 57.16+17.09b, perlakuan 28°C
55.33+24.22h, perlakuan 36°C 38.83%+14.49ab, perlakuan 38°C 17.83+7.054a.
Hasil dari uji lanjut anova berpengaruh nyata perlakuan 24 terhadap perlakuan 38
tapi tidak berpengaruh pada perlakuan 28 32 dan 36 pengaruhnya perlakuan
terhadap suhu 38 disebabkan karena adanya kejutan panas atau hot shock. Hot

shock terjadi karena pertukaran suhu beku ke suhu progresif aktif spermatozoa



normal. Untuk melakukan pengaaktifkan hibernasi spermatozoa dalam straw suhu
beku diperlukan suhu perlahan lahan suhu normal. Tujuan perlakuan suhu normal
menghindari terjadinya kerusakan pada struktur komponen penyusun membran
akibat dari thawing. Fungsi keutuhan MPU spermatozoa berhubungan terhadap
progresif aktif spermatozoa. Menurut Anwar et al., (2014) keutuhan membran
plasma utuh berpengaruh positif terhadap pergerakan aktif spermatozoa perlakuan
terbaik dari hasil penelitian terlihat pada perlakuan 32°C disebabkan karena suhu
32°C tidak merusak keutuhan membran plasma utuh yang merusak keutuhan
membran pada suhu rendah 28°C dan suhu tinggi 38°C. . Dari gambar di dibawah
dapat kita lihat lingkaran bewarna hitam ekor lurus rusak dan lingkaran bewarna

putih ekor melingkar utuh.

Gambar 3. Membran plasma utuh

Perbedaan persentase membran plasma utuh dalam penelitian ini
disebabkan oleh perbedaan konsentrasi suhu pada setiap perlakuan. Hal ini sesuai
dengan pendapat yang dikemukakan oleh Irawan (2007), bahwa pada keadaan
normal, natrium (Na) bersama dengan pasangan (terutama klorida, Cl) akan

memberikan kontribusi lebih dari 90% terhadap efektif osmolalitas di dalam



cairan ekstraselular. Keutuhan membran plasma sangat diperlukan oleh
spermatozoa, karena kerusakan membran plasma akan berpengaruh terhadap
proses metabolisme dan berhubungan dengan motilitas serta daya hidup
spermatozoa. Metabolisme sel akan berlangsung baik jika membran plasma sel
berada dalam keadaan yang utuh, sehingga mampu dengan baik mengatur lalu
lintas masuk dan keluar dari sel semua substrat dan elektrolit yang dibutuhkan
dalam proses metabolisme Surachman et al., (2009).

Menurut Rizal dan Nasrullah (2004), selama proses pematangan
spermatozoa di dalam epididimis, juga terjadi perubahan susunan komponen
senyawa-senyawa penyusun membran plasma sel spermatozoa. Membran plasma
sel spermatozoa akan kehilangan sebagian kolesterol, sehingga terjadi
peningkatan nisbah antara asam lemak tak jenuh dan kolesterol (Rizal dan
Nasrullah, 2004) . Hal ini menyebabkan membran plasma menjadi lebih "rapuh”
(fragile). Kondisi membran plasma yang demikian ini secara fisiologis memang
dibutuhkan untuk memudahkan spermatozoa menjalani proses kapasitasi di dalam

uterus dan pada waktu fusi dengan membran plasma oosit saat terjadi fertilisasi.
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Gambar 4. Grafik MPU
Hasil grafik menunjukan bahwa penilaian terbaik terletak pada suhu 24°C.

Terjadi penuruan nilai membran plasma utuh seiring peningkatan suhu. Hal ini



dapat digambarkan bahwa peningkatan suhu akan menyebabkan kerusakan
membran sel, sehingga metabolisme terganggu. Kerusakan membran spermatozoa
disebabkan karena selama proses thawing terbentuk radikal bebas metabolit
oksigen vyang bersifat toxit pada tingkatan yang rendah di dalam sel
spermatozoa bersamaan dengan suplai oksigen yang terbatas, bersamaan pula
dengan produksi radikal  bebas. Hal ini menimbulkan spekulasi bahwa
peningkatan mendadak dalam pemanfaatan oksigen oleh spermatozoa
menyebabkan  peningkatan  produksi  radikal bebas, sehingga terjadi
peningkatan lipidperoxidasi sebagai faktor penyebab kerusakan membran
spermatozoa Datta et al., (2009). Fungsi keutuhan membran plasma spermatozoa
adalah sebuah faktor penting dalam metabolisme spermatozoa, kapasitasi, reaksi
akrosom, dan pengikatan spermatozoa pada permukaan sel telur Bagir et al.,
(2009).

4.3 Penilaian Tudung Akrosom Utuh

Berdasarkana hasil penelitian tudung akrosom utuh ( TAU) spermatozoa
Sapi Bali pada tahap preservasi suhu 32°C hari pertama hingga hari keenam
pengamatan, menunjukan bahwa persentase TAU masih dalam rataan yang cukup
tinggi, yaitu diatas rataan 50%, dapat dilihat pada tabel 4.

Tabel 4. Persentse Hasil Tudung Akrosom Utuh Pada Suhu yang Berbeda

Perlakuan (°C) Tudung akrosom utuh (%)
24 75.83+17.37
28 79.16+19.79
32 98.8+31.94
36 88.83+21.53
38 87.83+14.83

Total 86.10+17.48




Hasil penelitian dari uji statistic anova tidak ada pengaruh yang nyata
(P>0,05) nilai tudung akrosom utuh spermatozoa terhadap pemberian suhu yang
berbeda. Nilai rata-rata dari yang tertinggi hingga yang terendah yaitu perlakuan
32°C 98.8+31.94, perlakuan 36°C 88.83+21.53, perlakuan 38°C 87.83+14.83,
perlakuan 28°C 79.16+19.79, perlakuan 24°C 75.83+17.37. Tudung akrosom
memiliki fungsi yang cukup penting untuk keberhasilan fertilisasi saat
perkawinan. Keutuhan dari tudung akrosom sangat penting pada saat preservasi,
hal ini berhubungan dengan kandungan enzim — enzim yang terkandung di
dalamnya. Kerusakan tudung akrosom akan menyebabkan enzim — enzim keluar
yang menyebabkan hilangnya kemampuan spermatozoa saat pembuahan
Arifiantini, (2012). Pada proses fertilisasi selain motilitas spermatozoa, keutuhan
tudung akrosom dan membran plasma sangat menentukan kemampuan membuabhi
oosit. Reactive oxygen species (ROS) yang berlebihan akan mempengaruhi lipid
membran terutama asam lemak poli tak jenuh sehingga terjadi peroksidasi lipid
yang akan mengganggu membran plasma maupun tudung akrosom spermatozoa
Susilowati, (2007). Dari gambar dibawah ini dapat kita lihat lingkaran di kepala

spermatozoa tersebut menunjukkan tudung akrosom yang utuh.

Semua utuh

Gambar 5. Tudung akrosom utuh



Hasil penelitian menunjukkan dari 5 Perlakuan yang dilakukan perlakuan
terbaik terletak pada suhu 32°C karena pada suhu 32°C tudung akrosom utuh
hanya sedikit yang mengalami kerusakan begitu juga MPU dan livabilitas
spermatozoa. Persentase tudung akrosom utuh dan membran plasma utuh
merupakan integritas spermatozoa yang memiliki peran penting dalam proses
fertilisasi untuk keberhasilan IB. Rusaknya membran plasma biasanya disertai
dengan rusaknya tudung akrosom, sehingga menyebabkan keluarnya enzim-enzim
yang diperlukan selama proses fertilisasi.

Bagian membran plasma dan akrosom lebih peka dibandingkan inti dan
bagian okomotor spermatozoa. Membran luar akrosom lebih sensitif dari bagian
dalam akrosom sperma. Kerusakan atau perubahan tudung akrosom merupakan
salah satu bentuk abnormalitas dari kepala spermatozoa. Perubahan bentuk tudung
akrosom dapat berupa penggembungan (swollen), pecah (ruptered), berkerut
(ruffled) dan terlepas (detached). Kerusakan tudung akrosom menyebabkan
berkurangnya kemampuan spermatozoa dalam melakukan fertilisasi. Keadaan ini
terjadi karena pada selubung akrosom mengandung bahan-bahan akrosomal yaitu

enzim-ensim penting untuk proses fertilisasi Herdis et al., (2003).
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Gambar 6. Grafik TAU



Hasil grafik menunjukan bahwa penilaian terbaik terletak pada suhu 32°C.
Terjadi penuruan nilai tudung akrosom utuh pada suhu rendah dan peningkatan
suhu. Hal ini dapat kita gambarkan bahwa pada suhu yang rendah akan terjadinya
colk shok atau kejutan dingin yang dapat merusak tudung akrosom utuh
peningkatan suhu akan menyebabkan kerusakan membran sel karna terjadinya

kejutan panas atau hot shock, sehingga metabolisme pada spermatozoa akan

terganggu.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa penggunaan suhu yang berbeda
pada thawing memberikan pengaruh nyata (P<0,05%) terhadap MPU dan tidak
berpengaruh nyata (P>0,05) terhadap livabilitas dan tudung akrosom utuh. Hasil
perlakuan terbaik terdapat pada suhu thawing 32°C dengan nilai livabilitas 98.17,
% membran plasma utuh 57,16 % dan tudung akrosom utuh 98.8 %.
5.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang uji livabilitas membran plasma
utuh dan tudung akrosom utuh dengan menggunakan suhu yang berbeda pada
suhu 24°C yang memiliki fungsi yang sama yaitu untuk menthawing pada straw

sapi
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Lampiran 1. Analisis livabilitas

Tabel 5. livabilitas

Suhu 24°c Suhu 28°c Suhu 32°c Suhu 36°c Suhu 38°c

Ul 85 96 100 50 86

U2 95 97 100 98 60

U3 90 97 99 65 55

U4 50 45 98 84 95

U5 70 55 93 96 88

U6 75 60 99 92 91

Descriptives
Livabilitas
N Mean Std. Deviation | Std. Error 95% Confidence Interval for Mean | Minimum | Maximum
Lower Bound Upper Bound

24c 6 77.5000 16.35543 6.67708 60.3360 94.6640 50.00 95.00
28c 6 75.0000 24.22396 9.88939 49.5785 100.4215 45.00 97.00
32c 6 98.1667 2.63944 1.07755 95.3967 100.9366 93.00 100.00
36¢ 6 80.8333 19.29162 7.87577 60.5880 101.0786 50.00 98.00
38c 6 79.1667 17.12795 6.99246 61.1920 97.1413 55.00 95.00
Total 30 82.1333 18.26384 3.33451 75.3135 88.9532 45.00 100.00




ANOVA

Livabilitas
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2039.467 4 509.867 1.670 .188
Within Groups 7634.000 25 305.360
Total 9673.467 29




Lampiran 2. Membran plasma utuh

Tabel 6. MPU
Suhu 24°c Suhu 28°c Suhu 32°c Suhu 36°c Suhu 38°c
Ul 65 77 50 30 15
U2 77 80 88 55 17
U3 80 75 45 40 25
U4 45 30 60 35 8
U5 70 35 40 18 15
U6 20 35 60 55 27
Descriptives
MPU
N Mean Std. Deviation | Std. Error | 95% Confidence Interval for Mean | Minimum | Maximum
Lower Bound Upper Bound
24c 6 59.5000 22.96737 9.37639 35.3972 83.6028 20.00 80.00
28c 6 55.3333 24.22120 9.88826 29.9147 80.7519 30.00 80.00
32c 6 57.1667 17.09288 6.97814 39.2288 75.1045 40.00 88.00
36¢ 6 38.8333 14.49713 5.91843 23.6195 54.0471 18.00 55.00
38c 6 17.8333 7.05455 2.88001 10.4300 25.2366 8.00 27.00
Total 30 45,7333 23.31336 4.25642 37.0280 54.4387 8.00 88.00




ANOVA

MPU
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 7430.533 4 1857.633 5.574 .002
Within Groups 8331.333 25 333.253
Total 15761.867 29
Perlakuan°C N Subset for alpha = 0.05
1 2
38 6 17.8333a
36 6 38.8333ab 38.8333b
Duncan 28 6 55.3333b
32 6 57.1667b
24 6 59.5
Sig. 0.057 0.083




Lampiran 3. Tudung akrosom utuh

Tabel 7. TAU
Suhu 24°c Suhu 28°c Suhu 32°c Suhu 36°c Suhu 38°c
Ul 75 85 95 98 93
U2 92 97 99 45 100
U3 93 98 100 95 100
U4 75 45 100 100 88
U5 45 70 99 97 60
U6 75 80 100 98 86
Descriptives
TAU
N Mean Std. Deviation | Std. Error |95% Confidence Interval for Mean | Minimum | Maximum
Lower Bound Upper Bound
24c 6 75.8333 17.37143 7.09186 57.6031 94.0635 45.00 93.00
28¢c 6 79.1667 19.79310 8.08050 58.3951 99.9382 45.00 98.00
32¢ 6 98.8333 1.94079 79232 96.7966 100.8701 95.00 100.00
36¢C 6 88.8333 21.53524 8.79173 66.2335 111.4332 45.00 100.00
38¢c 6 87.8333 14.83801 6.05759 72.2618 103.4049 60.00 100.00
Total 30 86.1000 17.48171 3.19171 79.5722 92.6278 45.00 100.00




ANOVA

TAU
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1956.533 4 489.133 1.771 .166
Within Groups 6906.167 25 276.247
Total 8862.700 29




Lampiran 4. Dokumentasi penelitian
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Straw sapi>yang sudah dicampur Proses inkubasi spermat
natrium sitrat fruktosa dan aquabides selama 40 menit



Proses menghitung spermatozoa sapi bali Membran plsma utuh

Semua utuh

Straw sapi yng selesai di teliti Tudung akrosom utuh
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