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ABSTRAK

Penelitian ini berfujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan kafein
sebelum pemisahan spermatozoa X dan Y terhadap kualitas spermatozoa dan
diharapkan dapat meningkatkan peran medium pemisah albumin telur pada proses
seksing. Kegunaan dari penelitian ini adalah diharapkan dapat dijadikan sebagai
bahan informasi ilmiah bahwa dengan penambahan kafein sebelum pemisahan dapat
meningkatkan kualitas spermatozoa kambing hasil pemisahan kromosom X dan Y,
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental sesuai pola Rancangan Acak Lengkap
(RAL) faktorial (2 x 4 x 2 x 6) dimana salah satu faktor adalah pengukuran berulang
dengan 3 kali ulangan, dimana aktor A adalah penambahan kafein yaitu 0 mM dan 3
mM, faktor B adalah lama waktu pemisahan 0, 10, 20, 30 menit, faktor C adalah
tingkat konsentrasi medium pemisah yaitu M1 : 10% dan M2 : 30%, dan faktor D
adalah daya tahan hidup, selama penyimpanan pada suhu 5°C yait 0, 2, 4, 6, 8, dan
10 jam. Hasil evaluasi makroskopis dan mikroskopis data penelitian semen segar
kambing PE menunjukkan bahwa semen segar kambing PE dapat diproses untuk
perlakuan selanjutnya. Hasil analisis ragam motilitas menunjukkan adanya pengaruh
sangat nyata (P<0.01) pada perlakuan medium pemisah, lama penyimpanan dan
interaksi antara lama penyimpanan dengan medium pemisah terhadap motilitas.
Hasil analisis ragam menunjukkan bahwa medium, lama penyimpanan, interaksi
antara medium dan level, serta interaksi lama penyimpanan dengan level kafein
berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap persentase hidup spermatozoa. Hasil analisis
ragam menunjukkan medium pemisah berpengaruh sangat nyata {Fﬂfﬂ,ﬂl} t-r:rh%c!ap
panjang, lebar kepala dan eliptisitas spermatozoa dan level pada eliptisitas. Penelitian
ini menyimpulkan bahwa respons persentase hidup spermatozoa Y lebih bﬁiﬂ'
dibanding spermatozoa X terhadap penambahan kafein, laju penurunan motilitas
spermatozoa X lebih cepat dibandingkan dE—'I’!EﬂD. spermatozoa -Y. IS’EIH.ITIE
penyimpanan 10 jam, penambahan kafein mengurangi laju penurunan motilitas dan
persentase hidup spermatozoa kambing PE selama penyimpanan, dan medium
pemisah albumin putih telur dapat mengubah proporsi alamiah spermatozoa X dan Y
baik pada medium 10% maupun 30%.
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ABSTRACT

The aim of this research is to evaluate the effect of caffeine addition before
sperm sexing on the guality of goat sperm. The finding of this research were
intended to contribute scientific information to the development of reproduction
biotechnology particularly the goad breeding. The experiment design used are the
Complete Randomize Design (CRD) with factorial pattern (2x4x2x6) where one
factor of repeated measurement for three replication. Factor A were level of caffeine
(0 and 3 mM respectively), factor B were duration of sperm sexing (0, 10, 20, and 30
minutes, tespectively), factor C were concentration of medium (10 and 30%
respectively), and factor D were viability dunng storage at 5°C temperature by 0, 2, 4,
6, & and 10 hour respectively of storage. Macroscopic and microscopic evaluation
shows that, all of the semen used on the experiment could be continued to the next
evaluation. The analysis of variance shows that medium, storage time, and its
interaction significantly affect (P<0,01) on the motility of goat spermatozoa.
Medium, storage time, interaction of medium and level of caffeine, as well
interaction of storage time and level of caffeine have significant effect (P<0,05) on
the viability of spermatozoa, therefore, medium significantly affect (P<0,01) on the
length, width, and ellipticity as well as level of caffeine on the ellipticity of the head
of spermatozoa. The response of viability the Y sperm was more than X sperm but
the rate of motility of X sperm decline more than Y sperm during 10 h storage. Its
concluded that addition of the caffeine could reduced of the rate of the declining of
the motility and viability of the spermatozoa during storage. Egg albumen as medium
of sexing could change the natural proportion both of X and Y spermatozoa on the
concentration of 10% or 30%.
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PENDAHULUAN

Aspek reproduksi khususnya inseminasi buatan pada termak kambing
merupakan salah satu aspek dalam bioteknologi peternakan yang saat ini sedang
dikembangkan. Hal ini merupakan pemanfaatan bioteknologi dalam rangka
meningkatkan muitu dan populasi ternak kambing. Pencrapan bioteknologi
inseminasi buatan akan memiliki nilai tambah jika didukung oleh pengembangan
bioteknologi reproduksi dalam hal ini pemisahan sperma pembawa kromosom X
dan Y, sehingga diharapkan dapat memprediksi jenis kelamin anak yang akan
dihasilkan.

Pemisahan spermatozoa dengan menggunakan beberapa metode dan
pengeunaan beberapa jenis medium pemisah telah banyak diterapkan, dan jenis
medium tersebut dapat berfungsi efektif terhadap upaya mengubah rasio alamiah
spermatozoa X dan Y serta mudah diperoleh dan tepangkau, namun seringkali
mengalami kendala yaitu penurunan cAMP yang berdampak pada peningkatan
kematian dan motilitas spermatozoa kambing setelah pemisahan (Julmiati, Gazi,
Akhnaniyanti, Basri dan Kahar, 2002). Salah satu cara untuk mengatasi hal
tersebut, maka perlu ditambahkan suatu zat yang dapat menurunkan persentase
kematian jumlah spermatozoa dan dapat mempertahankan motilitas spermatozoa.
Dengan  penambahan kafein  (1,3,7-trimetil-3,7-dihidropurin) pada larutan
pengencer diharapkan dapat menghambat siklus nukleotida phospodiestrase yang .
bertanggungjawab atas penurunan cAMP, karena itu kafein dapat mempengarthi
kandungan level intrascluler dari siklus AMP yang terlibat dalam motilitas

spermatozoa pejantan yang diobservasi (El-Gaafaryet, Daader and Ziedan, 1990).



Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh penambahan kafein
sebelum pemisahan spermatozoa X dan Y terhadap kualitas semen.

Kegunaan dari penelitian ini adalah diharapkan dapat dijadikan sebagai
bahan informasi ilmiah bahwa dengan penambahan kafein sebelum pemisahan
dapat memperpendek wakiu yang dibutuhkan dalam proses pemisahan,
meningkatkan proporsi kromosom X dan Y dapat meningkatkan kualitas semen

cair kambing hasil pemisahan kromosom X dan Y.



TINJAUAN PUSTAKA

A. Penampungan semen

Perlakuan dan penilaian pejantan perlu dilaksanakan sebelum dan selama
penampungan untuk menilai pejantan penghasil semen terbaik. Pejantan yang
akan dilampung harus dibersihklan dari  kotoran-kotoran untuk menjaga
kebersihan air mani, cukup ransangan seksual sebelum pejantan ditampung,
menjaga kelestarian nafsu kawin (dengan menukar hewan betina pemancing),
menjaga suasana lingkungan serta menghindari lindakan-tindakan kasar dan
rambut panjang pada preputivm haarus dipotong (Salisbury dan Vandemartk,
1985).

Penampungan semen adalah proses ejekulasi semen yang dipengaruhi oleh
beberapa faktor internal dan eksternal. Faktor internal antara lain hormonal,
metabolisme, keturunan, makanan, umur dan kesehatan dari pejantan terschut.
Eaktor eksternal antara lain suasana lingkungan, tempal penampungan,
manajemen, para penampung, CUaca, sarana penampungan dan hewan pemancing
(Anonim, 2002Z).

Ada berbagai metode penampungan semen, dan salah satunya adalah
dengan memakai vagina buatan yang sangat popular dan kini dipakai secara
meluas dipusat-pusat inseminasi buatan. Pejantan dibiarkan menaiki betina
pemancing dan berejakulasi sewaktu penis diarahkan dan memasuki vagina
buatan. Pemakaian vagina buatan merupakan simulasi yang sempurna terhadap
perkawinan secara alam semen [EMampung dalam kualitas yang lebih baik

daripada metode lainnya (Toclihere dan Yusuf, 1993)
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temperatur yang sesuai dan selongsong bagian dalam diberi pelican. Suhu vagina 2 /

buatan pada waktu penampungan semen berkisar antara 42°44"C {Salisbury dan
Vandemark, 1985), dan untuk mencapai subu tersebut, sebaiknya dipakai air
hangat yang bersuhu antara 50-55°C (Sumbung, dkk, 1997 ; Toelihere dan Yusef,
1993). Untuk mencegah kontak dengan matahari, maka tabung penampung pada
vagina buatan ditutup atau dibalut dengan kertas atau kain (Toelihere dan Yusuf,
1993).

B. Penilaian Semen

Penilaian semen separ dilakukan setelah penampungan, baik secara
makroskopik (volume, wamna, pH dan konsistensi) dan mikroskopik (motilitas,
persentase hidup, konsentrasi dan morfologi spermatozoa). Pengamatan ini
penting untuk melakukan perlakuan selanjutnya (Salisbury dan Vandemark,
1985).

Volume., Volume semen vang disemprotkan oleh pejantan dapat berbeda-
beda menurut umur pejantan, ras hewan, besar dan beratnya. Penurunan volume
semen vang diejakulasikan umumnya tidak berhubungan dengan fertilitas atau
sterilisasi pejantan, kecuali jika tidak terjadi ejakulasi (Toelihere dan Yusuf,
1993). Volume ejakulat dari semen kambing yang umumnya di dacrah tropis

adalah 0,5-1,0 ml, jumlah sperma per gjakulat 18 x 10" sampai 40 x 1ot (Devendra

dan M. Burns, 1994).

)




Derajat Keasaman (pH). Derajat keasaman dapat diukur dengan pH meter
atau kertas lakmus.  Derajat keasaman pada semen normal kambing 6-7,
(x7,01+0,02) (Soenardjo, 1985).

Air mani yang berkualitas baik, biasanya lebih kearah asam (pH) rendah
daripada air mani dengan konsentrasi spermatozoa yang rendah. Air mani yang
berkualitas jelek, megandung cairan yang banyak jumlahnya berasal dan
urethralis dan kelenjar pelengkap (Salisbury dan Vandemark, 1985)

Wamma. Warna semen yang dihasilkan yaitu wama krem keputih-putihan,
jika berwama hijau kekuning-kuningan artinya mengandung kuman Psendomanas
auriginosa, semen yang berwarna merah berarti mengandung darah dan semen
yang berwarna coklat berarti semen tertserbut mengandung darah yang telah
busuk (Partodihardjo, 1992).

Konsistensi. Konsistensi atau derajat kekentalan dapat diperiksa dengan
menggoyangkan tabung yang berisi semen secara perlahan-lahan, Semen dengan
konsistensi krem mempunyai konsentrasi 1000-2000 juta atau lebih per ml,
Semen yang baik derajat kekentalannya hampir sama atau sedikit lchih kental dari
susu, yang jelek, baik wamna maupun kekentalannya sama dengan air kelapa
(Toelihere dan Yusuf, 1993 ; Partedihardjo, 1992).

Motilitas. Maotilitas atau daya gerak spermatozoa yang dinilai segera
setelah penampungan semen Umummnya dapat digunakan sebagai ukuran
kesanggupan membuahi sel telur (Toelihere dan Yusuf, 1993), selanjumya
dikatakan bahwa untuk memperoleh hasil yang lebih tepat , sebaiknya semen

diperiksa pada suhu 37-40°C. Lebih lanjut dikemukakan oleh Bearden and Fuquay



(1984) volume ejakulat 0,75-1,2 ml, pH 5,9-7,3, konsentrasi 1500-3000 juta/ml,

motilitas 60-80%, spermatozoa normal 90%, spermatozoa abnormal 8-109 atau

lebih dari 25%.

Dalam penentuan penilaian semen, khususnya terhadap gerakan massa

ditetapkan suatu kriteria schagai berikut :

0

|
1=

2

2+

3

3+

: Tidak ada gerakan sperma maupun gerakan gelombang

: Terlihat gerakan beberapa spenma tetapi tidak ada gelombang
: Terlihat gerak gelombang lemah (hampir tidak terlihat)

: Terlihat gerak gelombang tipis

: Terlihat gelombang sedang tipis

: Terlibat gelombang cepat seperti awan abu-abu

: Terlihat gelombang tebal hitam abu-abu dan cepat sckali,

Gerakan massa yang bernilai 2 sampai 3 yang dapat diproses untuk perlakuan

selanjutnya (Anonim, 1992).

Untuk gerakan individu sperma ditetapkan suatu kiteria sebagai berikut ;

0

1

2

3
4

: Tidak ada gerakan
: Gerakan di tempat
: Gerakan lamban

: Gerakan cepat

- Gerakan sangan cepat {Anonim, 1992).

Konsentrasi. Semen dengan konsistensi krem mempunyai konsentrasi

1000-2000 juta per ml. Konsistensi seperti susu encer memiliki konsentrasi 300-

600 juta per ml. Semen cair yang berawan atau sedikit kekeruhan konsentrasinya



sekitar 100 juta per ml dan yang jernih seperti air kurang 50 juta per mi (Toelihere
dan Yusuf, 1993).

Persentase hidup. Penentuan persentase hidup sperma dapat dilakukan
dengan pewarnaan diferensiasi dengan menggunakan pewarna eosin dan sel
sperma yang mati akan menghisap wama sehingga kepalanya akan berwama
merah sedangkan sperma yang hidup, tidak atau sedikit sckali menghisap wama
{Toelihere dan Yusuf, 1993).

C. Pemisahan Spermatozoa X dan Y

Pejantan pada mamalia menentukan jenis kelamin anak vang di lahirkan.
Proses spermatogenesis terjadi di dalam tubulfus seminiferous testis, di mana akhir
pembelahan reduksi dihasilkan spermatozoa yang hanya mengandung setengah
jumlah DNA dari sel-sel somatik dan terbentuklah dua macam spermatozoa.
Spermatozoa yang mengandung kromosom X jika terjadi fertilisasi akan
menghasilkan embrio betina, sedangkan spermatozoa yang mengandung
kromosom Y akan menghasilkan embrio jaman, karena pada kromosom Y
terdapat sex determining region ¥ gen (SRY) yang menentukan terbentuknya
testis pada hewan jantan (Graves, 1994).

Hafez (2000) menjelaskan bahwa pemisahan spermatozoa pembawa
kromosom X dan Y dapat dilakukan berdasarkan adanya perbedaan kandungan
kromatin, dimana spermatozoa X mengandung kromatin lebih banyak pada
kepalanya dibanding kepala spermatozoa Y. Hal ini berdampak terhadap ukuran
kepala spermatozoa X lehih besar dari pada spermatozoa Y, sehingga spermatozoa

Y lebih cepat dan banyak bergerak.



Faktor lain yang membedakan spermatozoa pembawa kromosom X dan 'Y
adalah ukuran panjang kromosom Y adalah 2,35 kali lebih pendek dari kromosom
X dan kandungan DMNA spermatozoa berkorelasi positif dengan massa bagian
kepala spermatozoa. Kandungan DMA spermatozoa Y adalah 2,78% lebih rendah
dari spermatozoa X, walaupun spermatozoa Y mempunyai ukuran yang lebih
kecil karena mengandung lebih sedikit DNA dibandingkan dengan spermatozoa
X, tetapi mempunyai gerakan yang lebih cepat (Saili, Toelihere, Boediono dan
Tappa, 1998).

Atas dasar perbedaan tersebut maka scksing spermatozoa dapat dilakukan
dengan berbagai macam cara. Isnaini (1994) mengemukakan bahwa pemisahan
spermatozoa X dan Y, dapat dilakukan dengan cara dan bahan yang bermacam-
macam dengan berbagai macam metode diantaranya filtrasi sefadex, gradient
konsentrasi putih telur, menggunakan alat flow cytometer, menggunakan larutan
Bovine Serum Albumin (BSA) dan sentrifugasi gradient densitas percoll.

Pemisahan dengan menggunakan albumen merupakan metode yang cukup
fleksibel dan mudah diterapkan dilapangan. Prinsip dari metode ini adalah
membuat medium yang berbeda konsentrasinya, sehingga spermalozoa yang
mempunyai motilitas tinggi (Y) akan mampu menembus konsentrasi yang [ebih
pekat, sedangkan spermatozoa X akan tetap berada pada mediuvm yang
mempunyai konsentrasi rendah. Selain itu medium ini juga dapat berfungsi
efektif terhadap upaya pengubahan rasio alamiah spermatozoa X dan Y

(Susilawati, dkk, 2002).



Komponen pokok yang terkandung dalam putih telur ayam ras terdiri dari air
87,8-87,9%, protein 10-10,6%, lemak 0,05-0,9%, abu 0,8-0,9%, glukosa 0,4% dan
garam 0,3% (Buckle, 1987 dan Rasyaf, 1995).

Pada albumin terdapat zat yang disebut lysozyme yang merupakan
senyawa protein yang mengandung antibiotika yang dapat menghancurkan
beberapa bakteri dalam hal ini zat yang dapat membunuh spermatozoa yang telah
dipisahkan (Pancahastana 1999).

D. Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Kualitas Semen

Makanan. Makanan merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi
kinerja reproduksi temak jantan maupun betina. Kurangnya nilai gizi makanan
seperti vitamin A dan mineral sangat mempengaruhi aktivitas seksual. Kurangnya
makanan pada ternak jantan dapat terjadi pengurangan berat testes, konsentrasi
dan jumlah spermatozoa yang diejakulasikan (Hafez, 2000).

Lingkungan. Suhu lingkunngan yang terlalu rendah atau terlampau tinggi
dapat mempengaruhi reproduksi hewan jantan. Fungsi thermoregulatoris scrotum
dapat terganggu dengan akibat-akibat buruk terhadap spermatogenesis.
Peningkatan suhu udara karena kelembaban yang tinggi dapat menyebabkan
kegagalan pembentukan dan penurunan produksi spermatozoa (Toelihere dan
Yusuf, 1993).

Penyakit. Penyakit-penyakit umum maupun lokal, kronik atau akut,

menular atau tdak menular dapat mempengaruhi produksi kualitas dan kuantitas

cemen secara langsung dan tidak langsung. Peninggian suhu badan (demam)

dapat menyebabkan hilangnya kepala spermatozoa (Toelihere, 1985).



Frekuensi Ejakulasi. Frekuensi ejakulasi yang terlalu sering dalam satuan~ B

waktu yang relative pendek cenderung menurunkan libido, volume semen dﬁ:;L a” t
jumlah spermatozoa per ejakulasi. Pemakaian pejantan yang terlalu sering dan b
terus-menerus menurunkan jumlah semen dan konsentrasi spermatozoa (Toelihere

dan Yusuf, 1993).

Rata-rata penampungan semen dalam seminggu untuk mempertahankan
libido dan kualitas semen yang baik adalah 20 ejakulasi dan 20 milyar
spermatozoa untuk dombakambing (Davendra dan Burns, 1994).

ﬁenaunpungan Semen. Salah satu faktor yang mempengaruhi kualitas
semen adalah proses penampungan. Pejantan yang akan ditampung semennya
harus dibersihkan dahulu dari kotoran-kotoran untuk menjaga kebersihan air
mani, cukup rangsangan seksual sebelum pejantan ditampung, menjaga
kelestarian nafsu kawin, menjaga suasana lingkungan serta menghindari tindakan-
tindakan kasar dan rambut panjang pada preputium harus dipotong (Salishury dan
Vendemark, 1985).

Umur. Spermatogenesis dimulai sewaktu hewan mencapai masa pubertas
yaitu pada umur 7 sampai § bulan pada kambing/domba. Walaupun perkawinan
yang fertil dapat terjadi pada waktu pubertas, testes terus berkembang dan
menghasilkan lebih banyak sperma; sudah menjadi kebiasaan untuk membatasi
pemakaian pejantan muda. Spermatogenesis secara normal akan  terus
berlangsung selama hidup hewan sampai di mana mulai terjadi arrophy dari tubuli

dan hanya sedikit yang menghasilkan sperma (Toelihere, 1985).
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E. Peranan Kafein dalam Pengencer

Berbagai substansi seperti serum, cairan peritoneal, cairan folikel atau
substansi farmakologi seperti progesterone, adenosine dan methilxanthin telah
digunakan untuk menstimulasi fungsi dari sperma (Henkel and Schill, 2003).
Stimulasi fungsi spermatozoa seperti meningkatkan motilitas telah diaplikasikan
dengan mengpunakan senyawa methilxanthin, salah satu derivatnya adalah kafein,

Kafein dengan nama kimia /, 3, 7-trimetil- 3,7 — dikidropurin CcHjpMals),
memilliki bentuk seperti bubuk, tidak berbau, dapat larut dalam air dan alkohol,
yang diperoleh dari kopi, teh, dan kacang mente. Pada mamalia kafein dapat
merangsang system saraf pusat khususnya serebrum, kafein juga digunakan untuk
meransang motilitas semen ( Dorland, 1996).

Pada beberapa penelitian yang lain melaporkan bahwa kafein juga mampu
mempengaruhi motilitas pada spermatozoa yang tidak motil, seperti yang terdapat
pada testes, sehubungan kafein bertindak sebagai penghambat siklus nukleotida
fhosfodiesterase.  Oleh karena itu kafein mempengaruhi level intraseluler dan
siklus AMP yang terlibat dalam motilitas spermatozoa pejantan yang diobservasi.
Namun pemberian dalam konsentrtasi yang tinggi akan berbengaruh negatife
terhadap motilitas sperma (El-Gaafary et aL 1990). Oleh sebab itu pemberian
kafein menyebabkan meningkatnya konsentrasi yang lebih tinggi efeknya dapat
merusak parameter reproduksi (Lopes and Alvarino 2000) menurut (Dewi, 2003)
yang menyatakan bahwa motilitas spermatozoa kambing Boor selama enam hari
penyimpanan Yang diberikan level kafein 2 mM/ml terlihat lebih tinggi

dibandingkan level 3 dan 4 mM/ml. (Susilawati dkk, 1999) menyatakan bahwa
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kaficin juga dapat ditambahkan kedalam fertilitas invitro sebab kafein dan heparin
bekerja secara sinergis mempercepat kapasitasi dan reaksi akrosom.
F. Pengenceran semen

Pengenceran semen akan meningkatkan wvolume semen sehingga
memungkinkan lebih banyak termak betina yang dapat di inseminasi dalam sekali
penampungan semen saal ejakulasi pada temak jantan (Toelihere dan Yusuf
1993).

Susilawati (2003) menyatakan bahwa spermatozoa tidak dapat bertahan
hidup untuk waktu yang lama kecuali bila ditambahkan berbagai unsur kedalam
semen, Unsur-unsur ini yang membentuk suatu pengencer yang baik dan
berfungsi sebagai :

.I, Menyediakan zat-zat makanan sebagai sumber energi bagi spermatozoa
misalnya fruktosa dan glukosa.
2. Melindungi spermatozoa terhadap cold shock
1, Menyediakan suatu penyanggah untuk menyanggah perubahan pH akibat
pembentukan asam laktat dari hasil metabolisme spermatozoa.
4. Mempertahankan tekanan asmotic dan keseimbangan elektrolit yang sesuai.
5. Mencegah pertumbuhan kuman.
6. Memperbanyak volume semen.
Suatu pengencer yang baik seyogyanya memenuhi syarat-syarat berikut :
|. Bahan pengencer hendaknya murah, sederhana dan praktis dibuat, tetapi

mempunyai daya prevasi yang tinggi.
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2.

Pengencer harus mengandung unsur-unsur yang hampir sama sifat fisik dan
kimiawi dengan semen dan tidak bolech mengandung zat-zat yang toksik atau
bersifat racun baik terhadap sperma maupun terhadap saluran kelamin ternak
betina.

Pengencer harus tetap mempertahankan dan tidak membatasi daya fertilisasi
sperma.  Pengencer tidak boleh terlampau kental sehingga menghaalangi
pertemuan antara sperma dan ovum dan menghambat fertilisasi.

Pengencer harus memberi  kemungkinan penilaian  sperma sesudah
pengenceran. Sebaiknya sesudah pengenceran, pergerakan sperma masih
dapat dilihat dengan mudah agar dapat ditentukan nilai semen tersebut
(Toelihere, 1993).

Semen kambing yang akan diencerkan dengan menggunakan bahan

pengencer dari kuning telur perlu dicuci terlebih dahulu, karena enzim

phospolidase yang disekresikan oleh kelenjar vesikularis (Bulbouretal) akan

menjadi katalisator dalam reaksi hidrolisis lesithin dan iselesithin dalam kuning

telur vang menghasilkan asam lemak dan akan menjadi racun bagi sperma.

Pengenceran sperma dengan kuning telur setelah pencucian semen, lipoprofein

dan lesithin vang terkandung dalam kuning telur tidak berakibat buruk lagi selama

penyimpanan pada subu 0,5-5°C (Murtidjo, 1993).



G. Ukuran Kepala Spermatozoa

Ukuran kepala spermatozoa ditentukan dengan cara mengukur panjang
dan bagian terlebar dari kepala spermatozoa. Rata-rata panjang kepala
spermatozoa sapi 7,94 £ 0,28 pm dan lebar kepala 4,1 £ 0,22 pm, hasil kali
panjang dan lcbhar rata-rata adalah 32,74 + 2,38 um (Susilawati dkk, 2002).

Ukuran besar kepala spermatozoa sapi, panjang kepala spermatozoa rata-
rata a-l:lﬂlalh 8-10 pm, lebar kepala 4-5 pm dan besar kepala sebesar 3540 pm
{Bearden dan Fuquay (1984). Sedangkan menurut Toelihere (1993) bahwa hasil
kali panjang dan lebar kepala spermatozoa kira-kira 32-45 pm,

Ukuran besar kepala spermatozoa kambing rata-rata 32,23 & 221 pm.
Hasil pengukuran ini digunakan sebagai dasar penentuan spermatozoa X dan Y,
spermatozoa yang mempunyai ukuran lebih kecil dari ukuran kepala rata-rata
adalah spermatozoa Y dan spermatozoa yang memiliki ukuran sama atau lebih

besar dengan rala-rata adalah spermatozoa X (Susilawati, 2003).
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METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Penclitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2007 hingga Januari

2008, bertempat di Laboratorium Fisisologi Ternak Fakultas Peternakan
Universitas Hasanuddin, Makassar,
Materi Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah vagina buatan, tabung
reaksi, pelas ukur, pipet volume, pipet transferpette, sentrifuge, thermometer,
objek glass, deck glass, mikroskop, lensa mikrometer, Bunsen, labu erlenmenyer,
saringan, kertas saring, tissue dan kertas label

Rahan-bahan yang digunakan adalah satu ekor kambing jantan PE umur
1,5 tahun, kambing betina birahi, semen kambing PE yang ditampung
menggunakan vagina buatan, albumin telur ayam ras, alkohol, larutan pengencer
(1 ml adromed + 4 ml aquades) dan kafein dengan perlakuan 0 mM dan 3 mM.
Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental sesuai pola Rancangan Acak
Lengkap (RAL) faktorial (2 x 4 x 2 x 6) dimana saleh satu faktor adalah
pengukuran berulang dengan 3 kali ulangan (Gaspersz, 1991), dimana faktor A
adalah penambahan kafein yaitu 0 mM dan 3 mM, faktor B adalah lama waktu
pemisahan 0, 10, 20, 30 menit, faktor C adalah tingkat konsentrasi medium
pemisah yaitu M1 : 10% dan M2 : 30%,, dan fakior D adalah daya tahan hidup,

selama penyimpanan pada suhu 5°C yaitu 0. 2, 4, 6, 8, dan 10 jam,
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Prosedur penelitian yang akan dilakukan terdiri atas beberapa tahap
sebagaimana yang ditunjukkan pada Gambar 1.
1. Penampungan Semecn

Tahap ini diawali dengan penampungan semen dengan menggunakan
vagina buatan, kemudian semen yang diperoleh dilakukan uji makroskopis
(warna, pH, volume dan konsistensi) dan uji mikroskopis (gerakan massa, gerakan
individu dan konsentrasi sperma).
2. Pembuatan Larutan Pengencer

1 ml andromed di larutkan ke dalam 4 ml aquades pada suhu 37°C.
3. Pembuatan Media Pemisah

Media pemisah dengan konsentrasi 30% dibuat dengan cara menambahkan
albumin telur sebanyak 30 ml ke dalam larutan NaCl 0,9% sebanyak 70 ml,
sedangkan media pemisah dengan konsentrasi 10% dibuat dengan cara

menambahkan albumin telur sebanyak 10 ml ke larutan NaCl 0,9% sebanyak

90ml.

4. Penambahan Kafein
Bubuk kafein 0,6367 gram dilarutkan dengan aquades sebanyak 1000 ml

(Lampiran 27).
5. Pemisahan Spermatozoa

Sampel semen Yang telah dievaluasi kemudian diencerkan dengan
andromed (1 semen @ 4 pengencer) dan sctiap pengencer disuplementasikan

dengan kafein Sampel semen sebanyak 1 ml dimasukkan ke dalam tabung vang

berisi medium pemisah dan dibiarkan mengendap selama 0, 10, 20 dan 30 menit
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pada suhu kamar. Berdasarkan medium pemisah setiap fraksi semen disedot

dengan menggunakan pipel dan ditampung dalam tabung sentrifuge, kemudian

disentrifuge dengan kecepatan 2500 rpm selama 15 menit, untuk mendapatkan

endapan spermatozoa yang bersih dari medium pemisah. Endapan vang diperoleh

kemudian ditambahkan larutan pengencer.

6. Parameter vang Diukur

I -

¥
‘i

Secara makroskopik, meliputi ;
Warna semen

Konsistensi semen

pH semen

Volume semen

Secara mikroskopik, meliputi ;
(lerakan massa

Konsentrasi

Motilitas  spermatozoa.  Penilaian motilitas  didasari  dengan
mendiskripsikan teori yang dikemukakan oleh Yani, dkk (2001}, di mana
matilitas diukur berdasarkan persentase Spermatozoa yang bergerak maju,
gerak cepat, gerak lambat maupun gerak ditempat

Persentase hidup. Persentase hidup spermatozoa divkur dengan melihat
jumlah spermatozoa yang mati dan yang hidup dengan menggunakan
metode pewarna eosin dan proporsi hasil pemisahan kromosom X dan Y

ditentukan berdasarkan ukuran kepala sperma.
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% Pengukuran Kepala Sperma. Ukuran kepala spermatozoa d‘:[ﬂﬂtukﬂ;l_.’
dengan cara mengukur panjang dan bagian terlebar dari I-:r:pals:; -
spermatozoa (Susilawati, dkk. 2002). Penilaian untuk morfologi I-:Eﬁé! o
spermatozoa antara lain panjang, lebar, dan eliptisitas (Hidalgo, dkk.
2007). Mengukur kepala spermatozoa yaitu dengan menggunakan lensa
mikrometer (Lampiran 25 dan 26)
Analisis Data

Data vang dipercleh pada penelitian ini untuk motilitas dan persentase
hidup tidak menyebar secara distribusi normal, maka sebelum dianalisis
ditransformasi terlebih dahulu ke Arcsin ¥x (Gazpersz, 1991). Selanjutnya
dianalisis dengan menggunakan paket program SPSS 11,5 for windows, dan untuk

motilitas dan persentase hidup dilakukan pengukuran berulang (repeated

measuremen)
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Penmpungan Penilaian Kualitas Semen
Semen (Makroskopis & Mikroskopis)

Pengenceran + kafein
(0 mM dan 3 mM)

\
Seksing Spermatozoa Menggunakan Gradien Albumin Telur
Avam Ras Selama 0; 10; 20 dan 30 menit

Lapisan Atas Lapisan Bawah

(E permatozoa X) Gp:nhah:rzﬁa Y :|
Sentrifugasi 15 Menit (2300 rpm)
Penambahan Larutan [:> Pengukuran Kepala
Pengencer Spermatozoa

Penilaian Kualitas
Penyimpanan pada Suhu §° C I:> (Motilitas dan
selama 0; 2; 4; 6; 8 dan 10 jam persentase hidup)

Gambar 1. Alur Penefitian
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HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Karakteristik Semen Segar Kambing PE

Karakieristik ~ semen Kambing PE yang digunakan pada penelitian
disajikan pada Tabel 1.

Tabel 1. Karasteristik Semen Segar Kambing PE Yang Digunakan Pada

Penelitian.
Parameter Milai Pustaka
o b e keputihan (Partodihardjo 1992)
s Waios Krem Krem keputihan (Partodihardjo )
: : Kental Kental (Toelihere dan Yusuf, 1993)

+ Konsistensi 6.43 6.7 (Soenardjo, 1985)

* pH 0.5 0,5-1,0 ml (Devendra dan Burns, 1994)
| » Volume (cc)

Mikroskopis ‘

» erakan massa 3 2-3 (Anonim, 1992)

s Matilitas (%4) 7833 60-8( I[H-I_ﬁm:lunmd!-'uquu}-,l'}ﬂd}
« Konsentrasi (juta/ml) | 464,67x 107 | 1000-2000 juta/ml

s Persentase hidup (%) 8109

Semen segar kambing PE pada penelitian ini berwarna krem keputihan,
hal ini sesuai dengan pendapat Partodihardjo {1992} bahwa wama semen yang
dihasilkan yaitu warna krem keputih-putihan, jika berwama hijeu kekuning-
kuningan artinya mengandung  kuman Pseudomonas auriginosa, Semen yang
berwarna merah berarti mengandung darah dan semen yang berwarna coklat

berarti semen terscbut mengandung darah yang telah busuk. Konsistensi semen

i ' i adalah
segar kambinbg PE yang digunakan pada tiga frekuensi penampungan

kental dengan konsentrasi rata-rata 464,67 X 10" j/ml, tergolong normal, sesuai
en

pendapat Toelihere dan Yusuf, (1993) ; Partodihardjo, (1992) yang menyatakan

bah n dengan konsistensi krem mempunyai konsentrasi 1000-2000 juta
wWa SCIme

cbih per ! Semen yang haik derajat kekentalannya hampir sama atau
atau ledi 2




sedikil lebih kental dari susu, yang jelek, baik warma maupun kekentalannya sama
dengan air kelapa.

Derajal keasaman (pH) sangat menentukan status kehidupan spermatozoa
dalam semen. Derajat keasaman yang diperoleh pada penelitian ini adalah 6.8
nilai ini merupakan nilai yang normal, sesuai dengan pendapat Soenardjo (1985)
bahwa derajat keasaman pada semen normal kambing 6-7.

Volume semen kambing PE yang diperoleh adalah 0,5 ml yang
menunjukkan bahwa volume semen kambing PE termasuk normal sesuai dengan
pendapat Devendra dan Bums, (1994) bahwa volume ejakulat dari semen
kambing vang umumnya di daerah tropis adalah 0,5-1,0 ml, dan jumlah sperma
per ejakulat 18 x 10* sampai 40 x 10?,

Gerakan massa spermatozoa yang diperoleh pada penelitian ini adalah 37
dengan persentase motilitas 78,33%. Nilai ini menunjukkan gerakan massa dan
persentase motilitas yang normal. sesuai dengan pendapat Anonim (1992), bahwa
pada nilai 3" terlihat gelombang tehal hitam abu-abu dan cepat sekali dan gerakan
massa yang bernilai 2 sampai 3 yang dapat diproses untuk perlakuan selanjutnya
Lebih lanjut dikemukakan oleh Bearden and Fuguay (1984) volume ejakulat 0,75-
12 ml, pH 59-7.3, konsentrasi  1500-3000 juta/ml, motilitas 60-80%,

spermatozoa I'llﬂ-m'lﬂ-i 90%b, Emm abnormal £-10% atau lebih dari 25%.

21




B. Motilitas Spermatozoa

Hasil analisis ragam motilitas spermatozoa (Lampiran 5 dan 6),
menunjukkan adanya pengaruh sangat nyata (P<0.01) pada perlakuan medium
pemisah, lama penyimpanan dan interaksi antara lama penyimpanan dengan
medium pemisah terhadap motilitas, sedangkan perlakuan lainnya tidak
berpengaruh nyata terhadap motilitas spermatozoa

Berpengaruh nyatanya medium terhadap motilitas spermatozoa (lampiran
7) mengindikasikan bahwa motilitas spermatozoa Y pada medium pemisah 30%
mempunyai motilitas yang nyata lebih tinggi dibandingkan dengan spermatozoa X
pada medium 10% (35354 vs 43,444). Tingginya matilitas spermatozoa Y,
kemungkinan dipengaruhi oleh perbedaan ukuran dan massa anlara spermatozoa
X dan Y, di mana spermatozoa Y mempunyai massa dan ukuran yang lebih kecil
sehingga pergerakannya lebih cepat. Hal ini sesuai dengan pendapat Jaswandi
(1992) bahwa massa dan ukuran spermatozoa Y yang lebih kecil dari spermatozoa
¥, menyebabkan spermatozod v tersebut mampu bergerak lebih cepat atau
yang lebih tinggi untuk memasuki suatu larutan.

mempunyai daya penetrasi

Berpengaruhnya lama penyimpanan terhadap motilitas spermatozoa

menunjukkan bahwa setelah penyimpanan pada subu 5°C motilitas spermatozoa

semakin menurun karena selama penyimpanan energi yang tersedia dalam

pengencer akan berkurang. Hal ini sesuai dengan pendapat Bearden and Fuquay

(1984) bahwa motilitas spermatozoa mengalami penurunan discbabkan karena

ad metabolisme  yang terus berjalan sclama penyimpanan akan
pada proses
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mengakibatkan energi berkurang sehingga motilitas spermatozoa semakin lama

semakin menurun.

Interaksi antara lama penyimpan dengan penggunaan medium pemisah

albumen telur terhadap motilitas spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Interaksi Lama Penyimpanan Dengan Medium FPemisah
Terhadap Motilitas Spermatozoa .

Gambar 2 menunjukkan bahwa pola laju penurunan motilitas spermatozoa
X dan Y relative sama, namun pada lama penyimpanan 6 jam spermatozoa X
lebih cepat mengalami penurunan dibandingkan spermatozoa Y. Lebih cepatnya
penurunan motilitas pada spermatozoa X karena memiliki ukuran yang lebih besar
sehingga membutuhkan energi yang lebih besar pula, schingga persediaan energi
pada spermatozoa X untuk proses metabolisme spermatozoa selama penyimpanan

dengan cepat akan terus berkurang dibanding spermatozoa Y yang memiliki

persediaan energi yang lebih banyak.

23




mengakibatkan energi berkurang sehingga motilitas spermatozoa semakin lama

semakin menurun.

Interaksi antara lama penyimpan dengan penggunaan medium pemisah

albumen telur terhadap maotilitas spermatozoa dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Interaksi Lama Penyimpanan Dengan Medium Pemisah
Terhadap Motilitas Spermatozoa .

Gambar 2 menunjukkan bahwa pola laju penurunan motilitas spermatozoa
¥ dan Y relative sama, namun pada lama penyimpanan  jam spermatozoa X
lebih cepat mengalami penurunan dibandingkan spermatozoa Y. Lebih cepatnya
penurunan motilitas pada spermalozoa X karena memiliki ukuran yang lebih besar
sehingga membutuhkan energi yang lebih besar pula, schingga persediaan energi
pada spermatozoa X untuk proses metabolisme spermatozoa selama penyimpanan

dengan cepat akan terus berkurang dibanding spermatozoa Y yang memiliki

persediaan energi yang lebih banyak.
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C. Persentase Hidop Spermatozoa

Hasil analisis ragam (Lampiran 12 dan 13) menunjukkan bahwa medium,
lama penyimpanan, interaksi antara medium dan level, serla interaksi lama
penyimpanan dengan level kalein berpengaruh nyata (P<0,05) terhadap persentase
hidup spermatozoa sedangkan perlakuan lainnya tidak menunjukkan adanya
pengaruh nyala lerhadap perseniase hidup spermatozoa hasil pemisahan,

Berpengaruhnya medium terhadap persentase hidup (lampiran 14)
menunjukkan bahwa persentase hidup spermatozoa Y pada medium 30% lebih
tinggi dibanding spermatozoa X pada medium 10% (50,233 vs 48,139). Hal ini
mungkin disebabkan ketersediaan energi pada setiap spermatozoa yang tidak
sama sehingga mempengaruhi persentase hidup spermalozoa tersebut, selain itu
proses pemisahan dan penyimpanan menyebabkan penurunan persentase hidup
spermatozoa. Oleh karenan itu perlu penambahan energ: uniuk mempertahankan
kondisi fisiologisnya yang bersumber dari bahan pengencer. Hal ini sesuai
dengan pendapat Susilawati (2003) yang menyalakan bahwa spermatozoa tidak
dapat tahan hidup untuk wakiu yang lama kecuali bila ditambahkan berbagai

unsur kedalam semen yang salah satu fungsinya menyediakan zal-zat makanan

sebagai sumber energi bagi spermalozod

Penurunan  perseniase hidup spermalozoa selama  penyimpanan

kemungkinan dipengaruhi oleh ketersediaan energi untuk memperiahankan

kondisi fisiologis selama penyimpanan pada suhu 5°C. Hal ini mungkin karena

kualitas pengencer yang digunakan. Selama penyimpanan kualitas pengencer

akan terus menurun dan dapat mempengaruhi daya tahan hidup spermatozoa
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Menurut Susilawati, dkk. (2002) bahwa penurunan motilitas dan persentase hidup
selama waktu inkubasi (0-5 jam) disebabkan oleh waktu yang semakin lama,
sehingga walaupun spermatozoa sudah ditambahkan dengan bahan pengencer,
tetapi lama kelamaan fungsi optimal bahan pengencer menururn dan daya gerak
spermatozoa juga menurun, Suhu inkubasi akan menunjang proses metabolisme
spermatozoa, sehingga persediaan energi semakin lama akan semakin berkurang
yvang mengakibatkan persentase hidup spermatozoa semakin lama akan semakin
menurun pula.

Interaksi antara medium pemisah dengan penambahan level kafein dapat

dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Interaksi Medium Pemisah Dengan Penambahan Level Kafein
Terhadap persentase hidup Spermatozoa.

Gambar 3 menunjukkan bahwa pada medium pemisah 10% baik kontrol

pun dengan penambahan kafein tidak terlalu nyata peningkatan persentase
I

hidupnya, tetapi pada medium pemisah 30% terjadi peningkatan persentase hidup
upn

yang ditambahkan dengan kafein sebaliknya
medium pemisah 30% (spermatozoa ¥)

pada koentrol terjadi penurunan.

Meningkatnya persentase hidup pada
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yang ditambahkan kafein kemungkinan pada medium 30% kandungan
albuminnya tingsi sehingga banyak mengandung protein. Hal ini sesuai dengan
pendapat Pancahastana (1999), bahwa dalam albumen terdapat zat yang disebut
lisozyme yang merupakan senyawa prolein vang mengandung antibiotika vang
dapat menghancurkan beberapa bakieri dalam hal ini zal yang dapat membunuh
spermatozoa yang lelah dipisahkan,

Interaksi lama penyimpanan dengan penambahan kalein dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 4. Interaksi Lama Penyimpanan dengan Penambahan Kafein
Terhadap Persentase Hidup Spermatozoa.

Garmibar 4 meskipun laju penurunan persentase hidup spermatozoa selama

penyimpanan relatife sama, pamun pada awal penyimpanan terdapat perbedaan

nilai persentase hidup, sedangkan pada akhir penyimpan (10 jam) nilal persentase

hidup spermalpzod celative sama  Perbedaan laju penurunan ini mungkin
i

disebabkan adanya penambahan kafein yang dapat menghambat laju penurunan

ntase hidup spermatozod, selain itu adanya proses metabolism menyebabkan
perse

persediaan energi semakin berkurang sehingga daya tzhan hidup spermatozoa

semakin lama semakin menurun.
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D. Ukuran Kepala Spermatozoa X dan Y Hasil Seksing

Hasil analisis ragam (Lampiran 17, 19 dan 22) menunjukkan medium
pemisah berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap panjang, lebar kepala dan
eliptisitas spermatozoa dan level pada eliptisitas. Sedangkan perlakuan lainnya
tidak menunjukkan adanya pengaruh nyata terhadap panjang, lebar dan eliptisitas
spermatﬂzﬂ&

Rataan panjang, lebar dan elipiisitas kepala spermatozoa X dan Y
(Lampiran 18, 20 dan 23) menunjukkan bshwa medium pemisah dapat
memisahkan spermatozoa X dan Y. Sebagian besar spermatozoa X berada pada
bagian atas dan spermatozoa Y bagian bawah. Saat pengukuran, terdapat
perbedaan antara panjang, lebar dan eliptisitas kepala spermalozoa X dan Y. Imi
disebabkan perbedaan kandungan biokimia spermatozoa, spermalozod b, 4
ukurannya lebih besar dan lebih beral, Hal ini sesuai dengan pendapat Halez
(2000) menjelaskan bahwa pemisahan spermalozod pembawa kromosom X dan 'Y
dapat dilakukan berdasarkan adanya perbedaan kandungan kromatin, dimana
spermatozoa X mengandung kromatin lebih banyak pada kepalanya dibanding

kepala spermatozoa Y. Hal ini berdampak lerhadap ukuran kepala spermatozoa X

lebih besar dan pada spermatozod ¥, sehingga spermatozoa Y lebih cepat dan
banvak bergerak.

Faktor lain yang membedakan spermalozoa pembawa kromosom X dan Y

adalah ukuran panjang dan kandungan DNAnya Hal ini sesuai dengan pendapat

adlah ukuran panjang kromaosom v adalah 2,35 kali lebih pendek dan kromosom
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X dan kandungan DNA spermatozoa berkorelasi positif dengan massa haguan
kepala spermatozoa. Kandungan DNA spermatozoa Y adalah 2,78% lebih rehdah
dari spermatozoa X, walaupun spermatozoa ¥ mempunyai ukuran yang lt:hlh
kecil karena mengandung lebih sedikit DNA dibandingkan dengan spermatozoa
X, tetapi mempunyai gerakan yang lebih cepat.

Spermatozoa hasil pemisahan diukur panjang dan bagian terlebar dari
kepalanya sejumlah 160 spermatozoa. Spermatozoa yang memiliki panjang dan
lebar kepala sama atau diatas rata-rata adalah spermatozoa X dan spermatozoa
yang memiliki panjang dan lebar kepala dibawah rata-rata adalah spermatozoa Y,
dan untuk melihat sampai sejauh mana ada penyimpangan dari rasio hukum
Mendel (50:50% untuk spermatozoa % dan Y) maka diambil nilai secara arbitory

{pendugaan) seperti yang terlihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Proporsi Rasio Spermatozoa ¥ dan Y Pada Medium 10% dan

k]

30%.
Pang Lebar Elipticitas
H[:'J:ing = 22219 I:'l'liﬂll 61208
: 2.99-3 18 um 1,01-1,23pm 1.31-1,73 pm 2,22-19 um - jsm
b kil e S () o x)
hedium 957 apA7 40 L. 71] .27 T2.73
10 % 3
Medium £4.21 15.79 76.19 2381 57.89 aun |
30 %% ;

panjang
medium 30%. Hal i

dan lebar kepala spermatozoa
ni menunjukkan medium pemisah d

medium 10% diduga pembawa

Tabel 2 menunjuk

spermatozoa ¥ den Y.

kromosom X, spermat

Spermatozod pada

ozoa pada medium 30% diduga

2B

kan bahwa medium 10% proporsi spermatozoa X pada
X lchih lebih besar dibanding pada

apat memisahkan

pembawa kromosom Y

dan untuk eliptisitas nilai werkecil menunjukkan spermatozoa X sebaliknya nilai

; “x
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terbesar menunjukkan spermalozoa Y. Hal ini sesuai dengan pendapat Susilawati,

dkk (2002), bahwa medium pemisah yang menggunakan albumin putih telur

merupakan melode yang cukup feksibel dan mudah diterapkan dilapangan.
Prnsip dan melode i adalah membuat medium yang berbeda konsenirasinva,
sehingga spermalozoa yang mempunyai motilitas tinggi (Y) akan mampu
menembus konsenirasi yang lebih pekal, sedangkan spermatozoa X akan telap
berada pada medium yang mempunyai konsentrasi rendah. Selain itu medium ini
juga dapat berfungsi efekiil terhadap upaya pengubahan rasic alamiah
spermatozoa X dan 'Y,

Walaupun albumin putih telur dapat memisahkan proporss alamiah
spermatozoa X dan Y, namun pada medium 10% (spermalozoa X) lerdapat
spermatozoa Y, sebaliknya pada medium 30% (spermatozoa Y) terdapat
spermatozoa X, Hal ini dapat terjadi karena kemungkinan pada medium 10%%
spermatozoa Y falah mengalami penurunan motilitas sehingga tidak dapat

menembus medium 30% yang lebih pekat, sebaliknya pada medium 30% terdapat

spermatozoa X yang kemungkinan memiliki energi yang lebih banyak sehingga

i i 0%
motilitasnya lebih tinggi sehingga mampu menembus medium 3

Rataan eliptisitas kepala spermalozod tanpa penambahan kafein dan

dengan panambahan kafein q‘_Lampiran 24) menunjukkan bahwa penambahan

kafein dapat mempengaruhi eliptisitas spermatozoa. Hal ini mungkin disebabkan
.alein dapa

k pada saal penambahan Lafein ke dalam larutan pengencer, tekanan
arena a

laritas larutan  berubah sehingga mempengaruhi eliptisitas  kepala
OSIMOolan

ermatozoa dan pengaruh asmolaritas ini belum diketahui.
5p

28

i




KESIMPULAN DAN SA RAN

Kesimpulan

1.

Saran

Penambahan  kafein  mengurangi  laju  penurunan  motililas  dan

persentase hidup spermalozoa kambing PE selama penyimpanan,

Respons perseniase hidup spermalozoa ¥ lebih besar dibandingkan dengan
gspermalozoa X pada penambahan kalein yang lebih linggi

Laju penurunan motilitas spermatozoa X lebih cepat dibandingkan dengan
spermatozoa Y selama penyimpanan 10 jam.

Medium pemisah albumin putih telur dapat mengubah proporsi alamiah

spermatozoa X dan Y baik pada medium 10% maupun 30%.

Untuk efektifitasnya penambahan kafein sebelum seksing sperma perlu

dilakukan uji Fertilitas spermatozoa dan perlu diterapkan/diaplikasikan.
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Lampiran 3.

Data Panjang, Lebar dan Elipticilas Kepala Spermatozoa X dan Y

Tanpa Kafein dan Dengan Penambahan K afein

: Fanja
| Medium | Level | wakiy Ulangan Kﬂpjaalr;ﬂ HprE;L Elligticity
1 1 1 1 2.74 1,51 2,07
1 1 1 2 302 1,54 1,86
1 1 1 3 =2 97 1,06 2,83
Rataan 281 1,40 225
1 1 2 1 3,17 1,61 1,98
1 1 2 2 3,02 1.73 1,79
1 1 2 3 3.08 1,14 2,74
Ratzan 3,09 1,49 217
1 1 3 1 3,05 1,40 2,24
1 1 a 2 3,01 1,62 1,80
i) 1 3 3 3,09 1,21 2,58
Rataan 3.05 1,41 224
1 1 4 1 2,00 1,26 2495
1 1 4 2 3,01 1,58 1,94
1 1 4 3 3,03 1,06 2 87
| Rataan 3.0 1,30 242
2 1 1 1 293 1,21 248
2 1 1 2 2,87 1,27 228
2 1 i 3 2,58 1,07 283
Rataan 2,93 1,18 2,53
P 1 2 1 2,04 1,22 237
2 1 2 2 2,80 1,31 216
5 1 2 3 24ag 1,08 2,78
Rataan 2,88 1,20 2,44
3 1 3 1 288 1.14 263
5 3 3 2 2,89 1,44 2,02
5 " 3 3 2,93 1,01 2,90
Rataan 2,93 1.0 S
= 3 a 1 2,92 1,21 2,44
2 1 4 3 lgﬂ :.E g-ﬁ;
a 2.92 B L
: . Rataan 1 . s 144 176
1 2 1 2 .68 s 2
3 2,97 1,27 192
1 2 1 308 1,35 1,78
Rataan - 3.00 1,40 1,62
1 5 2 5 307 1,23 1.68
1 2 2 3:03 1.3 1,81
Rataan : 300 1,55 1.77
1 2 3 304 1,2 1,61
- 5 3 *;': 258 1,15 1,92
1 2 -
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Lampiran 6. Hasil analisis Ragam Pengaruh Penambah

an Kafein pada faktor - . .

penyimpanan unluk pengukuran berulang terhadap Motilitas
Spermatozoa
i e Type 1 Sum of
O FACTOR Squafee dl Moean 5 ] F Sig

Lama i ;

Fenyimponon Lincor _ 61 BD 407 1 26180407 633,704 A0
Qlﬂldmm 491 438 | 401,438 300645 | 000
Cubic 20,569 I 0,668 227 142
Oreles 4 0.262 1 0,262 2,359 134
Oreder § &.9350 1 8,050 2116 56

Lama

Peyimpannp *

MEDL b Lancar ; 1742 400 1 1742 400 43134 00
Quadrutic 169,744 1 L6, 744 10,585 | oo3
Cubic 3,065 | 3,665 A03 | 530
Chrder 4 S.HET | 5,887 1500 230
Oirder § .50 1 .50 S84 | 550

Lama

Penyimpanan *

LEVEL Linear 133 209 I 135,209 127 0=
Chiadratic 3313 1 3,313 207 S5
Cubng 50055 1 50,055 JaoT| o2l
Ohreler 4 775 1 378 Jor | 60
Crrder 5 10595 | 1,055 w8 Al

Lama

F‘L‘a]].'imp.'.lrllrh "

WAKTL Lirear 98 508 i 32,999 =1 it
Quadratic 6,128 3 2,043 A7 843
Cuhic 17,519 3 5,840 B4l S
Chrder 4 6,543 3 2.081 S A
Chder 5 5460 3 1,823 A3l Tm2

Lama

Penyimpansn *

M -

LEVEL Lincar 19,894 l s sl
Quadratic 4,303 ! 9,308 580|452
Cl,i:l-iE -ﬂn I_ .ﬂn rm .';.E
Onder 4 84 ‘ e R e
Cder 5 1,006 1 3,096 2| s

Lamnea

Penyimpanan®

MEDIUM * ) 46,097 3 15,366 An| 1

WAKTU Lincar i) 3 8510 ~3l] -6l
Quadratic =% 1| 00

_ . 3 5.749 43
Cubic 1724 037 ool
4 373 3 i ! :
Order 3 2,715 £42] 5
Order 5 8,144
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Lo
Penyimpanan] *
LEVEL * i |
WAKTL Amear 48210
it ?".rm 3 16,073 Js0) &2
ki llm} K| 2,571 ] nz2
AR 4.1‘3 3 00 66 OTH
e o 3 1414 ) JTE2
- ; ] 1.B41 A3 7m0
Penyimpannn™
MEDILM *
LEVEL =
WAKTU l.mu:r _ 35011 3 11,670 J82 | B3R
Quu_ radic 4214 3 1411 SRR | 9646
Cubig 2,716 3 JA05 L9 | 860
E:J;-i 2.120 3 o7 J8o | 909
2 ! 3 5.042 ] 1,981 LG8 T
Ermor{ FACTOR) | Linsar 1323,336 i 41,354
Crundratie 513061 32 16,036
Cubic 29137 1z 9,106 |
Cirder 4 125630 k) 3,926 |
Oirder 5 135354 az 4,230 | i

Lampiran 7. Rataan Motilitas Spermatozoa X dan 'Y

058 Confidence Interval

MEDIUM Mean Std, Emor | Lower Bound | Upper Bound
1 35,354 | 1,059 33,197 | 37,511
2 43,444 | 1,058 | 41,208 45,601

Lampiran 8. Rataan Motililas Spermalozoa Tanpa Kafein dan Dengan
Penambahan Kafein pada Lama Pengamala

95% Confidence intenal
LEVEL Mean Std. Ermor - —_—
2 1,299 039 1.218 7 380
2 Ii 1,247 Rkt 1,167 3,328
Lampiran 9, Rataan Penurunin Motilitas Spermatozoa Selama Penyimpanan
' 95% Cenfidence Irerval
[ Lo Bound
| st Emror | Lower Bound | Upper
e Mﬂ;ﬂ‘i | E43 50,493 53,111
: o a5 [ 565 46,743 49,046
: :;Iiae- 807 41,853 45,143
‘ ETI'."ET i 36,185 39,328
" 32,100 To4 30,483 33,717
g : I 438
B o330 1521 20,242 26,
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Lampiran](. Rataan Maotililas Spermatozoa X dan Y pada Lama Pengamatan

Lama Pengamatan {Jam) Spermaiozoa X Spermalozoa Y
| 50,489 + 0509 53114 £ 0909

2 45929 + 0.799 45,86 +0.789

3 40,531 £ 1,142 46,065 £ 1.142

j 4 34,145 + 1.087 41,378 + 1.087
3 25,980 + 2,151 36,211 + 2.151

(5] 14,642 + 1.123 32097 £1.123

Lampiran 11. Rataan Motilitas Spermatozoa Tanpa kafein dan Dengan
Penambahan Kafein Selama Penyimpanan

Lama Pengamatan (Jam}) Spermatoeoa X Spermaiozoa Y
1 53,214 + 0.909 50,350% 0.909
2 43,8004 0.7599 45,580+ 0.799
3 44 425+ 1,142 42,571+ 1.142
4 37 865+ 1.087 37 8544 1.087
3 31,6412 1.123 32.559¢ 1.123
6 23,526 2.151 | 23,153+ 2.151

Lampiran 12. Hasil Analisis Ragam Pengaruh Penambahan Kafein terhadap
Persentase Hidup Spermatozoa X dan 'Y

Source Tﬂﬁ;ﬂfm‘;“ & | Mean Square F Sig,
Imtercept BOET48,TE2 1 BoETAN, 702 | 16453581 , 000
TMEDIUM 315,821 1 315,821 7,458 010
LEVEL 130,532 1 130,532 3,083 088
[WaKTU 12,096 3 4,032 085 ,ii
| MEDIUM * LEVEL 403,872 1 403,872 a,i:E L
MEDIUM * WAKTU 58,450 3 10,485 . it
LEVEL * WAKTU 147,458 3 48,153 . :
“MEDILIM * LEVEL " 102,842 3 34,281 #10 498
‘?::m 1355,053 32 42,345
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Lampiran13. Hasil Analisa Ragam Pengaruh Penambahan Kafein pada fakior

pﬁﬂfimpmn unluk pengukuran berulang tlerhadap Persentase
Hidup Spermatozoa

FACTOR | Type Il Sum of Mean
i..nnu_: - -
Peayimpanan Linear 6739678 1| srasere| 24v3eT| 000
Quadratic 22,260 1| 22289 2.014 185
Cubic 17,542 1| 17542| ases| o34
Order 4 207 1 207 006 758
Order 5 9,120 1 9,120 3865 085
i.ommen
Penyimpanan
MEDIUM Linear V164 i 164 i ] 938
Quadratic 8% 1 Bg og1| 77
Cubic 2 156 1 2,156 602 FrE
Qrder 4 4,351 1 4,351 2,024 L
Crder 5 5470 1 5470 2189 148
Lamn
Pemvimapatsan ™
LE\.}-"IEL Linear 164,482 1| 164,482 6,037 020
Quadratic 6,353 1 6,353 575 454
Cublz 7T 1 2727 JTE1 .
Order 4 015 1 s 007 833
Order 5 238 1 238 056 759
l.ama
Pasyicapanei 830 pao| 903
AK Lil'lui" 2."139 3 1 ' .
b Cusadrabic 11,351 3 3,784 342 795
Cubic 4,792 3 1,597 A6 T2
Order 4 2,185 3 728 339 787
Order 5 3,417 3 1,139 A58 T4
Lo
Penyimpanan *
MEDIUM * e 60, 506 1| 60538 2,224 'jsa ig
e Guadratic 2,503 A ] UG,
: 1 599 BT [6BS
s s | ro83| .08
Order 4 2,328 1] &% - -
Order 5 3,827 i aexr i,458 feis ]
Fo e
Lama .
Penyympanin 964
88 09z J
MEDIUM * . 7458 3 24 .
WAKTLU Linear 7105 3 2,364 214 ,BEE
RS 2322 3| 107 309 818
Cubic gt 5 Bog 48| 74
der 4 : 880
o 1,557 3| 519 209
orderS |
I holle
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lﬁa T
k 1 -
LE"'TE'"LF:M“ Limear 5.535 3 1,845 J0E8 7T
WARTU
Quadratic 12,525 3 4175 378 T70
Cubie 4,518 3 1,506 420 740
Order 4 15,059 3 5,020 2 335 a2
Order 5 7.759 3 2 5B 1,040 g
Loama
Penyimpanan *
MEDIUM *
LEVEL *
WAKTU Linear 23,193 3 7,731 284 | 83T
Cuadratic 12,457 ! 4 166 T B B 1
Cubic 18,623 3| ssa1|  aser| 22
Order 4 3,416 3 1,139 530 BES
Order 5 8,500 | 3 2 B3 1,151 344
EmonFACTORT) | Linear B71,863 | 32| 27,245
Cuadratic 353,794 Azl 11,058
Cubic 114,697 32 3,562
Order 4 88,702 32 2,150
Order § 79,620 32 2 488

Lampiran 14. Rataan Persentase Hidup Spermatozoa X dan'Y

| 95% Confidence Inenal
MEDIUM Meaan Std. Emor | Lower Bound | Upger Bound
1 48,139 542 47.034 43,243
2 50,233 542 49,129 | 51,338

Lampiran 15. Rataan Penurunan Perseriase Hidup Spermatozoa Selama

Penyimpanan
05% Confidence nkenval
Std. Emor
Fﬂﬂsl;i:.:nmzﬂaﬂ g Lower Bound Upper Bound

55,136 a1 = 55,333 56,840
\ 53,004 363 52 354 53,833
i - 439 50,076 51,863
4 .:'rl,n-ﬂa 514 46,901 48,995

45,501 5TE 44, 327 46,673
; a1 468 aa0 39,675 43,281
E i 3




Lampiran 16, Rataan Perseniase Hidup Spermatozoa X dan Y Selama

Penyimpanan
| Lama Pengamatan (Jam) Spermalozoa X Spermalozoa Y
1 55,356 +0.558 56,917 £ 0.558
2 51,665 +0.513 54,522 £0.513
3 3,132 £ 0.620 51,806 & 0.620
4 45798 +0.727 49008 + 0727
- 5 44,465 + 0.815 45,538+ 0.815
6 40,417 +1.245 42,5198 1.245

Lampiran 17. Hasil Analisis Ragam Panjang Kepala Spermatozoa X dan'Y

Type U Sum F B
Source of Sounres df Mean Square i
Corrected Model ,189(a} 15 M3l 2,415 01
Intercept 425,425 | 1 425,425 | B1714,326 000
MEDIUM 112 1 12| 21538 000
LEVEL on7 1 007 1,265 P72
[ WAKTU 004 3 001 235 BT
MEDIUM = LEVEL 000 1 000 ::g .::
MEDIUM * WAKTU 011 3 004 i L
LEVEL = WAKTU 021 3 . T 1,32 :
MEDIUM * LEVEL * 034 4 011 2,203 A07
WAKTU .
Errar JET a2 005
Tatsl 425,790 AR
Corrected Total 355 A7

Lampiran 18, Rataan Panjang Kepala Spermalozod Xdan'Y

oE% Confidence irtarval
MEDIUM | Mean | Std Bro i mound | Upper Bound

015 2,995 3,055

1 3,025 s 2,956

2 2,929 ~ 015
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Lampiran 22. Hasil Analisis Ragam Ellipticitas Spermatozoa X dan Y

Source Tﬁ;ﬂfﬁm df Mean Square F Big.
Comrected Model 3.324(a) 15 22 2128 036
Intercept 272 612 1 222612 | 2138782 000
MELHLIM g8 1 LT 18 g8.897 013
LEVEL 23540 1 2395 23,045 Nulili]
WAKTU 078 3 025 244 3
MEDIUM * LEVEL A2 1 12 19 Ja3
FEDILIM *WaKTU J051 3 LT 63 920
I".EE'IEL." WN{'IU Joog o 3 Lol S0 2496
:.:‘EEH#UM *LEVEL * 061 3 020 197 898
Error 3,33 32 04
Total 220 266 48
Corrected Total 5, 854 47

Lampiran 23. Rataan Elipticitas Spermatozoa X dan Y

95% Confidence Interval
MEDIUM Mean Std. Emor | Lower Bound I Upper Bound
1 2,031 066 1,897 2.165
2 2,276 065 2,142 2410

Lampiran 24, Rataan Eliplicitas Spermatozoa Tanpa Penambahan Kafein dan
Dengan Penambahan Kalein

5% Confidence knterval
LEVEL | Mesn | Std Emor | Lower Bound | Upper Bound
1 23T |66 2,243 2 511
2 1,830 D66 1,755 2 064
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Lampiran 25 Gambar Pengukuran Panjang Kepala Spermatozoa dengan
Penggunaan  Mikroskop 40 x 10,

Lampiran 26. Gambar Pengukuran Lebar Kepala Spermatozoa dengan
Penggunaan Mikroskop 40 x 10,
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Lampiran 27. Rumus Konsentrasi Kafein

mM = Gr/Mr kafein x 1000/m
Untuk membuat konsenasi 3 mM :

3 mM = 0,003 M
0,003 M = Gr/ Mr kafein
0,003 M=Gr /2122
Gr ={,003 x 212,2

= [0,6366
0,003M =0,6366/212,2 x 1000/ ...ml
0,003 M= 0,003 x 1000/ ...ml
0,003M=3/...ml
ml =73 /0,003

ml = 1000
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