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ABSTRAK

Penggunaan medium pemisah albumen telur itik untuk sexing spermatozoa
dengan penambahan level kafein informasinya masih sangat terbatas. Oleh karena itu
peneliti im bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian level kafein yang
berbeda terhadap kualitas semen beku sapi limousin setelah pemisahan spermatozoa
X dan spermatozoa Y yang menggunakan albumen telur itik sebagai medium
pemisah. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan pola
faktorial (2 x 3 x 6) untuk motilitas dan pola (2 x 3 x 3) untuk persentase hidup
dengan 4 kali ulangan, dan salah satu faktor untuk pengukuran yang berulang. Faktor
pertama (A) adalah peningkatan konsentrasi medium pemisah albumen telur (10%
dan 30% ), faktor kedua (B) adalah penambahan level kafein pada level yang berbeda
(0, 10 dan 20 mM/ml) dan faktor ketiga (C) adalah lama pengamatan ( 0, 3, 6 jam
setelah dibekukan). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 1) Penambahan kalein
dapat mengurangi laju penurunan motilitas spermatozoa sebelum proses pembekuan
tetapi laju penurunannya sama setelah pembekuan. 2) Laju penurunan motilitas
adalah sama antara antara 10 mM dan 20 mM selama 6 jam inkubasi tetapi laju
penurunan persentase hidup spermatozoa sama pada 3 perlakuan. Disimpulkan
bahwa penambahan kafein hanya meningkatkan motilitas spermatozoa setelah
pembekuan.

ABSTRACT

Information of the utilization of separation medium of duck egg albumen for
sexing spermatozoa by adding caffeine level is still limited. Therefore, this research
aim to know the influence of addition different caffeine level to medium on the
quality of bull frezzing semen after separation of X and Y spermatozoa. This
research use Complete Random Design (CRD) with factorial pattern (2 x 3 x 6) for
motility and (2 x 3 x 3) for live percentage with four replication wich one factor is
repeated measurement. The first factor (A) is the concentration of medium of egg
albumen, second faktor (B) 1s addition caffeine level at different level (0, 10 end 20
mM/ml) and third factor (C) is the duration of observation (0, 3, 6 hours of
incubation). The result showed that 1) The addition of caffeine can reduced the
decreasing rate of spermatozoa motility before freczing proces, however it was
similar after freezing. 2) The decreasing rate of spermatozoa motility were similar
between 10 mM and 20 mM levels for 6 hours incubation, but the decreasing rate of
live spermatozoa percentage were similar both three treatments. Its concluded that
the addition of caffeine only increased of spermatozoa motility before freezing.




RINGKASAN
Musdalifah.  Kualitas Semen Beku Sapi Limousion Hasil Sexing dengan
Menggunakan Albumen Telur Itik Pada Penambahan Level Kafein yang Berbeda. (Di
bawah bimbingan Herry Sonjaya sebagai Pembimbing Utama dan Abd. Latif
Toleng sebagai Pembimbing Angpota)

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian level kafein
yang berbeda terhadap kualitas semen beku sapi limousin setelah pemisahan
spermatozoa kromozom X dan spermatozoa kromozom Y yang menggunakan
albumen telur itik sebapai medium pemisah.

Penelitian dilaksanakan pada bulan April — Mei 2006, di mana penampugan
semen, sexing dilaksanakan di Unit Pengembangan Ternak Daerah — Inseminasi
Buatan (UPTD-IB) Jongaya Makassar dan pengamatan spermatozoa dilakukan di
Laboratorium Fisiologi Temnak Fakultas Peternakan Universitas Hasanuddin,
Makassar.

Materi yang digunakan adalah semen sapi Limousin Unit Pengembangan
Termak Daerah-Inseminasi Buatan (UPTD-1B) Jongaya, Makassar dan media pemisah
albumen telur itik.  Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial (2 x 3 x 6) untuk
motilitas, dan pola (2 x 3 x 3) untuk persentasc hidup dengan 4 kali ulangan untuk
pengukuran yang berulang, faktor pertama (A) adalah peningkatan konsentrasi
medium pemisah albumen telur (10% dan 30% ), faktor kedua (B) adalah

penambahan level kafein pada level yang berbeda (0, 10 dan 20 mM/ml) dan faktor

ketiga (C) adalah lama pengamatan ( 0,3, 6 jam). Prosedur Kerja dimulai dengan




penampungan semen kemudian dilakukan pengamatan secara makroskopis.
Menyiapkan medium pemisah (30% dan 10%) sehari sebelum penampungan
kemudian melakukan pemisahan spermatozoa setelah itu ditambahkan larutan
pengencer lalu semen dikemas dan dikuilibrasi, setelah dibekuakan selama % 2 hari
kemudian dithawing dan diamati kualitas dari semen beku.

Karakieristik semen yang digunakan pada penclitian adalah volume; 4,37,
wama putih susu, konsistensi sedang, pH; 5,7, motilitas massa; 2-3, motilitas
individu; 70%, konsenirasi; 758,25 juta/ml. Hasil penelitian menunjukkan bahwa 1)
Penambahan kafein dapat mengurangi laju penurunan motilitas spermatozoa sebelum
proses pembekuan tetapi laju penurunannya sama setelah pembekuan. 2) Laju
penurunan motilitas adalah sama antara antara 10 mM dan 20 mM selama 6 jam
inkubasi tetapi laju penurunan persentase hidup spermatozoa sama pada 3 perlakuan.
Disimpulkan bahwa penambahan kafein hanya meningkatkan motilitas spermatozoa
setelah pembekuan.

Kesimpulan penelitian ini adalah penambahan kafein 20 mM memiliki laju

penurunan motilitasnya rendah setelah pembekuan.
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PENDAHULUAN

Inseminasi Buatan (IB) merupakan salah satu bioteknologi di bidang
reproduksi yang bertujuan untuk meningkatkan mutu genetik ternak. Teknolologi di
sub sektor pelernakan ini mudah sekali diterapkan di lapangan, karena selain
hiayanya yang relatif murah, juga akan dihasilkan keturunan yang berkualitas baik.
Teknologi IB akan berdaya guna apabila menggunakan program sexing yang
menghasilkan keturunan berjenis kelamin tertentu sesual dengan pengembangan
peternakan tersebut.

Salah satu upaya untuk menghasilkan keturunan dengan jenis kelamin yang
sesuai harapan adalah dengan pemisahan spermatozoa sebelum inseminasi. Terdapat
beberapa metode pemisahan spermatozoa yang telah digunakan oleh beberapa
peneliti, salah satunya adalah metode pemisahan dengan menggunakan Kolum
albumen.

Metode pemisahan dengan menggunakan kolum albumen didasarkan pada
perbedaan motilitas spermatozoa X dan spermatozoa Y. Prinsip dari metode ini
adalsh membuat medium yang berbeda konsentrasinya, sehingga spermatozoa yang
mempunyai motilitas tinggt akan mampu menembus konsentrasi medium yang lebih
pekat, Pada proses pemisahan spermatozoa X dan Y membutuhkan medium
pengencer semen yang dapat mempertahankan kualitas spermatozoa.

Pengencer yang digunakan untuk mengencerkan semen harus memiliki sifat-

sifat yang dapat mempertahankan kualitas semen segar atau dengan kata lain




pengencer semen memiliki sifat utama antara lain adalah meningkatkan volume
semen, bersifal sebagai larutan penyangga, sebagai sumber nutrisi dan enersi bagi
spermatozoa serta dapat melindungi sperma gangguan mikroorganisme. Oleh karena
itu salah satu cara untuk mengatasi hal tersebut, perlu ditambahkan satu zat yang
dapat mempertahankan motilitas spermatozoa.

Penambahan kafein pada medium pemisah diharapkan dapat mempertahankan
motilitas dan persentase daya hidup spermatozoa sapi setelah pemisahan spermatozoa
pembawa kromosom X dan Y. Hal ini disebabkan karena kafein diduga dapat
meningkatkan pergerakan ke depan dan merangsang motilitas pada spermatozoa baik
yang motil maupun yang tidak motil. Oleh karena itu perlu adanya kajian lebih lanjut
untuk mengetahui pengaruh pengencer albumen telur itik pada proses pemisahan
spermatozoa sapi Limousin dengan penambahan kafein selama proses pem bekuan.

Penclitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian kafein yang
berbeda terhadap kualitas semen beku sapi limousin setelah pemisahan spermatozoa
kromozom X dan spermatozoa kromozom Y yang menggunakan albumen telur itik
sebagai medium pemisah. Kegunaan penelitian ini adalah sebagai bahan informasi

ilmiah bahwa dengan penambahan kafein dapat meningkatkan motilitas

spermatozod.




TINJAUAN PUSTAKA

Karakteristik Sapi Limousin

Limousin adalah sapi pedaging lokal di Prancis dan beradaptasi pada kondisi
yang kritis di musim dingin dan mudah dipelihara. Seperti pada sapi pedaging
lainnya. Sapi limousin termasuk sapi berbadan besar, tinggi 1,5 m, dengan berat
bervariasi antara 500 — 750 kg, bulunya cukup tebal dan kompak menutupi seluruh
tubuhnya.

Bangsa sapi limousin berasal dari sebuah propinsi di Prancis yang banyak
berbukit batu. Warnanya mulai dari kuning sampai merah keemasan. Bobot lahimya
tergolong kecil sampai medium yang berkembang menjadi golongan besar pada saat
dewasa. Betina dewasa dapat mencapai 575 kg sedangkan pejantan dewasa mencapai
berat 1100 kg. Fertilitasnya cukup tinggi , mudah melahirkan, mampu menyusui dan

mengasuh anak dengan baik serta periumbuhannya cepat (Blakely, 1994)

Karakteristik Semen

Toelihere (1993) menyatakan hahwa karakteristik semen pada sapi memiliki
volume 5 — & ml, konsentrasi sperma 1000 = 2000 juta/ml, jumlah sperma/ejakulat 4.8
milyar, pH 6,8 dengan sperma motil 65% dan sperma morfologik normal 85%.

Toelihere (1993) menyatakan bahwa setelah penampungan dilakukan

pemeriksaan semen haik secara makroskopis (Volume, warna, konsistensi, pH )dan

secara mikroskopis (Gerakan massa, gerakan individu dan mati-hidup).




1. Volume

Volume semen yang terlampung dapat langsung terbaca pada tabung
penampung yang berskala. Setiap jenis ternak mempunyai batas-balas volume
tertentu.  Toelihere (1993) menyatakan bahwa volume semen sapi bervariasi antara
1,0 sampai 15,0 ml.  Volume rendah tidak merugikan, tetapi bila disertai dengan
konsentrasi sperma vang rendah akan membatasi jumlah spermatozoa yang tersedia.
2. Wama

Partodihardjo (1980) menyatakan bahwa pada umumnya semen sapi berwama
kream keputih-putihan atau hampir seputih susu. Derajat kekeruhannya atau keputih-
putihannya sebapgian besar tergantung pada konsentrasi sel spermanya. Semakin
keruh biasanya jumlah sperma per-ml semen itu semnakin banyak. Toelihere (1993)
menyatakan bahwa semen sapi normal berwarna seperti susu atau krem keputih-
putihan dan keruh. Derajat kekeruhannya tergantung pada konsentrasi sperma. Kira-
kira 10 % sapi-sapi jantan menghasilkan semen yang normal berwama kekuming-
kuningan.

3. Derajat Keasaman

Derajat keasaman dapat diukur dengan pH meter atau kertas lakmus. Derajat
keasaman dipengaruhi oleh daya tahan hidup sperma. Derajat keasaman atau pH
semen pada sapi sekitar 6.8 (Toelihere, 1993)

4. Konsistensi

K onsistensi atau derajat kekentalan dapat diperiksa dengan menggoyangkan

tabung berisi semen secard perlahan-lahan. Toelihere (1993) menyatakan bahwa




N
juta sampai 2000 juta atau lebih sel per ml; suatu konsistensi seperti susbeasicer

memiliki konsentrasi 500 sampai 600 juta sel per ml; semen yang cair berawan atau
hanya sedikit kekeruhan konsentrasi sekitar 100 juta sel per ml dan yang jernih
seperti air kurang dari 50 juta sel per ml.

5. Motilitas

Motilitas atau pergerakan spermatozoa merupakan salah satu penentu kualitas
spermatozoa.  Motilitas spermatozoa dapat dipengaruhi oleh proses pengenceran
semen vang dapat menyebabkan rusaknya membran plasma dan menurunkan
motilitas (Maxwell dan Wason, 1996). Kerusakan akrosom akan menurunkan
metabolisme sel, dan dehidrasi sehingga mengakibatkan turunnya persentase hidup
spermatozoa. Motilitas atau daya gerak spermalozoa yang dinilai segera sesudah
penampungan Semen umumnya dapat digunakan sebagai ukuran kesanggupan
membuahi suatu contoh semen (Toelihere dan Yusuf, 1976).

Gerakan massa spermatozoa mempunyai nilai (++) dinvatakan baik karena
terlihat pelombang dan gerakan selombangnya cukup aktif dalam pengamatan
mikroskopis. Syarat semen untuk dibekukan harus mempunyai motilitas massa 2+
(Anonim, 1997). Gerakan massa ditetapkan dengan kriteria sebagai berikut (BIB
Lembang, 1992) :

0 : Tidak ada gerakan sperma maupin gerakan gelombang

| - Terlihat gerakan beberapa sperma tetapi tidak ada gerakan gelombang
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pada sapi, semen dengan konsisiensi seperti susu kental mempunyai konsentrasi IEH]IEI
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2 : Terlihat gerak gelombang tipis

27 : Terlihat pelombang sedang tipis

3 Terlihat gelombang cepat seperti awan abu-abu

37 : Terlihat gelombang tebal hitam abu-abu cepat sekal
Semen yang berkualitas baik mempunyai gerakan individu minimal 70 % (Anonim,
1997). Gerakan individu dinilai dengan angka 0 — 5 yang didasarkan persentase
spermatozoa yang bergerak (Yani, dkk.,2001) dengan klasifikasi sebagai berikut :

0 :Spermatozoa yang bergerak kurang dari 10%

| :Spermatozoa yang bergerak 10— 20%

2 :Spermatozoa yang bergerak 21 — 40%4

3 : Spermatozoa yang bergerak 41 — 60%

4 :Spermatozoa yang bergerak 61 — B0%

5 :Spermatozoa yang bergerak 81 — 100%
6. Persentase Hidup

Penentuan persentase hidup dapat dilakukan dengan zat pewarna eosin, di
mana sel sperma yang mati akan menghisap warna sehingga kepalanya nampak
berwarna merah, sedangkan yang tidak menghisap warna adalah sperma hidup yang
memiliki warna putih (Toelihere, 1993). Perbedaan akiifitas antara sel sperma yang

mati dan hidup kemungkinan untuk menafsitkan jumlah sperma yang hidup

didalamnya (Partodihardjo, 1992).

Sexing Spermatozoa Pembawa kromosom X dan kromosom Y




Sexing Spermatozoa Pembawa kromosom X dan kromosom Y

Sexing adalah suatu cara pemisahan spermatozoa X dan Y, yang dapat
dilakukan dengan cara dan bahan yang bermacam-macam. (Isnaini, 1994). Tandean,
dkk., (1980) menyatakan bahwa spermatozoa X mengandung kromatin lebih banyak
dikepalanya, sehingga mengakibatkan ukuran kepala spermatozoa X lebih besar.
Spermatozoa Y yang biasanya lebih kecil kepalanya, lebih ringan dan lebih pendek
dibandingkan dengan spermartozoa X, schingga spermatozoa Y lebih cepat dan lebih
banyak bergerak, serta kemungkinan materi genetik dan DNA yang dikandung
spermatozoa Y lebih sedikit daripada spermatozoa X yang menyebabkan perbedaan
densitas antara keduanya (Syafei. 1988).  Momuzi (1979) perlama kali
mengemukakan bahwa DNA mungkin dapat digunakan sebagai faktor pembeda dari
kromosom kelamin dan menjadi dasar pemisahan sperma yang mengandung
kromosom X dan Y. Kebanyakan kromosom X pada mamalia membawa DNA yang
lebih banyak dibanding dengan kromosom Y. Kromosom Y lebih kecil dan
membawa DNA lebih sedikit dibanding kromosom X.

Perkembangan metode  pemisah lehih  banyak diarahkan untuk
mengidentifikasi parameter yang berhubungan dengan karekteristik sperma X dan Y
yang menjadi dasar pemisahnya. Terlepas dari besamya perbedaan dari karakteristik

aktual sperma X dan Y, ragam biologis yang menjadi karakteristik dari kedua

populasi tidak dapat dijadikan sebagal kriteria untuk pemisahan .




Metode pemisahan dengan mengpunakan albumen telur didasarkan pada
perbedaan motilitas spermatozoa X dan Y. Prinsip dari metode ini adalah membuat
medium yang berbeda konsentrasinya, sehingga spermatozoa yang mempunyai
molilitas tinggi (Y) akan mampu menembus konsentrasi medium yang lebih pekat,
sedangkan spermatozoa X akan tetap berada pada pada medium yang mempunyai
konsirasi rendah (Susilawati, dkk., 2002).

Albumen (putih telur) dapat dijadikan bahan pengganti Bovine Serum
Albumen (BSA). Metode ini mudah sekali diterapkan dilapangan, mudah diperoleh
dan terjangkau. Selain itu, medium ini juga dapat berfungsi efektif terhadap upaya
pengubahan rasio alamiah spermatozoa X dan Y serta dapat mempertahankan
kualitas dan kuantitas spermatozoa sclama proses pemisahan, Kombinasi medium
pemisah yang digunakan adalah konsentrasi 10 % pada lapisan atas dan 30 % pada
lapisan bawah, Hasil ini mampu mengubah proporsi perolehan spermatozoa dari
kondisi normal (Saili, 1999). Penelitian yang dilakukan olch Pancahasta (1999)
bahwa pemisahan spermatozoa dengan putih telur diperoleh rata-rata persentase
spermatozoa Y pada lapisan atas adalah 36,80 + 8,05 % dan untuk lapisan bawah

yaitu 77,20 = 4,09 %.

Proses pemisahan spermatozoa % dan ¥ membutuhkan medium pengencer

semen yang dapat mempertahankan kualitas spermatozoa (Susilawati, dkk, 2002).

Media pengencer sangat mempengaruhi keberhasilan pemisahan spermatozoa X dan

Y. untuk itu penambahan zat dalam media pengencer sangat diperlukan untuk

menunjang proses kapasitasi spermatozoa selama proses pemisahan.
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Pemisahan Spermatozoa Menggunakan Albumen

Putih telur yang biasa digunakan disebut albumen merupakan bagian dari telur
yang berfungsi sebagai anti bakteri dan buffer untuk mempertahankan sifat fisik dan
kimia telur. Putih telur terdiri dari tiga lapisan materian vaitu “inner thin albumen”
berbentuk cairan apak kental yang terletak pada bagian yang paling dalam dari dalam
telur, “thick albumen” tengah dan bersifat kental, serta lapisan “"outher thin
albumen” berbentuk cairan encer yang terletak pada bagian paling luar putih telur
(McWilliams, 1997).

Menurut Anonim (2002), kandungan protein, lemak dan karbohidrat pada
albumen telur itik masing-masing adalah 13,3 %, 14,5 %, dan 0,7 %. Komponen
pokok yang terkandung dalam putih telur adalah sebagai berikut : protein 12,0 %
lemak 0,3 %; garam 0,3 %; dan air 87 %. Albumen telur itik dapat dijadikan sebagai
media p-f:misah spermatozoa X dan spermatozoa ¥ karena disamping memiliki
viskositas yang tinggi sehingga dapat membentuk lapisan juga harganya murah
dibandingkan dengan Bovine Serum Albumin (BSA) dan mudah didapatkan, tetapi
AIbumen telur itik ini juga memiliki kekurangan yaitu harganya mahal dibandingkan
dengan telur ayam ras dan cepat usak. Putih telur terdiri dari bermacam-macam
protein, enzim, inhibitor, anti baktreri, vitamin, dan mineral. Protein merupakan
bagian terbanyak bahan organik yang menyusun putih telur yang terdiri atas
ovoalbumen, ovotransferin, ovomuein, fysozyme, avadin, globulin.  Sebagai

komponen utamanya (Hazelwood, 1983 dan Williams, 1997) persentase profein yang

terdapat pada putih telur.




Sifat dan fungsi beberapa komponen penyusun putih telur (Hazelwoo d. 1983

dan Wilhams, 1997) yaitu :

1.

8.

9.

Ovoalbumen merupakan protein yang terdapat dalam putih telur yang
berlimpah kurang kurang lebih 45 % dan bersifat phosphoglycoprotein.
Ovotransverin sering disebut conalbumin yang mengikat Fe'*, Cu®", Mn™,

b * :
Co™*, cd™, Zn™", dan Ni**

. Ovomucoid merupakan kekuatan pelindung proteolisis, pelindung tripsin, diis

pelindung spesies spesifik serta mengandung 22 % karbohidrat.

Ovomucin schagai cadangan karbohidrat luar biasa linggi yang tidak dapat
dipecahkan, merupakan serat protein dan berfungsi menjaga viskositas putih
telur.

Lysozyme menghidrolisis ikatan, B (1 — 4) glycosidic dalam dinding sel bakteri
peptidoglycan, membaniu pembentukan eligosaccharides dari dinding sel
hakteri tetrasacharide oleh transglycosylation.

Globulin sebagai stabilisator

Crvoinhibitor sebagai pelindung proteolytic bermacam enzim misalnya tripsin,
chymolripsin, papain dan ficin.

Ficin (cystatin) inhibitor : melindungi thioprotease.

(voglycoprofein sehagai sialoprotein.

10. Ovomacroglobulin sehagai antigenik kuat.

11. Avidin sebagal agen anti bakteri dan mengikat biotin.




Pemisahan dengan mengpunakan albumen merupakan metode yang cukup
fleksibel dan mudah diterapkan dilapangan. Motede ini didasarkan atas perbedaan
motilitas spermatozoa X dan spermatozoa Y sebagai implikasi dari perbedaan massa
dan ukuran, Massa dan ukuran spermatozoa Y yang lebih keeil dari spermatozoa X
menyebabkan spermatozoa tersebut mampu bergerak lebih cepat atau mempunyai
daya penelrasi yang lebih tinggi untuk memasuki suatu larutan (Jaswandi, 1996).

Proses pemisahan spermatozoa X dan spermatozoa Y membutuhkan medium
pengencer semen yang dapat mempertahankan kualitas spermatozoa, di samping itu
medium pengencer sangat mempengaruhi keberhasilan pemisahan spermatozoa X

dan spermatozoa Y.

Pengenceran Semen

Syarat-syarat pengencer adalah murah, mudah dan praktis dibuat, tidak boleh
mengandung zat toksik baik terhadap spermatozoa maupun saluran reproduksi betina,
mengandung unsur-unsur sama dengan sifat fisik dan kimiawi spermatozoa, memberi
kemungkinan penilaian sperma sesuai dengan pengenceran, dan tidak baoleh
membatasi daya fertilitas spermatozoa (BIB Lembang, 1992).

Fungsi pengenceran adalah untuk memperbanyak volume semen, melindungi
spermatozoa dari cold shock (cekaman dingin) selama pembekuan, menyediakan zat

makanan, menyediakan huffer sebagai penetralisasi asam laktat yang diperoduksi

oleh aktifitas metabolisme spermatozoa dan mencegah kemungkinan pertumbuhan
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kuman. Pengencer harus isotonis dengan spermatozoa (Bearden dan Fuquay, 1984;
Toelihere 1993)

Motilitas atau pergerakan spermatozoa merupakan salah satu penentu kualitas

e

spermatozoa. Motilitas spermatozoa dapat dipengaruhi oleh proses pengenceran
semen yang dapat menycbabkan rusaknya membran plasma dan menurunkan
motilitas (Maxwell dan Wason, 1996), kerusakan akrosom akan menurunkan
metabolisme sel, dehidrasi sehingga mengakibatkan turunnya persentase hidup

spermatozoa.

Proses Pembekuan Semen

Toelihere (1993) menyatakan bahwa pembekuan adalah suatu fenomena
pengeringan fisik. Apabila suatu larutan dibekukan, maka pelarut yaitu air, membeku E
menjadi kristal-kristal es, dan bahan terlarut tidak bersatu dengan kristal-kristal I]
tersebut melainkan berakumulasi dan makin pekat. Pada pembekuan semen dimana
terbentuk kristal-kristal es, terjadi penumpukan elektrolit dan bahan terlarut lainnya
didalam larutan atau didalam sel-sel. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Partodiahardjo (1980) yang menyatakan bahwa mani beku ialah mani yang telah
diencerkan menurut prosedur biasa, laly dibekukan jauh dibawah titik beku air.
Faktor-faktor yang mempengaruhi kualitas dan kuantitas semen antara lain :
Makanan : Pada umumnya, apabila reproduksi terganggu pada hewan dewasa karena
mudah diperbaiki dengan memberi makanan vang layak dan

kekurangan makanan,

cukup baik kualitas dan luantitasnya, Tetapi apabila pertumbuhan hewan tersebut
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sudah terhalang dan perkembangan alat-alat reproduksinya sudah san I
maka akan sukar sekali untuk mengembalikan alat-alat reproduksinya kepada
fungsionalnya yang baik dengan pemberian makanan yang cukup. Pejantan harus
dipertahankan pada kondisi fisik yang baik dan tidak boleh menjadi gemuk, g

Suhu dan Musim : Suhu lingkungan yang terlampau rendah atau terlampau l
tingpi dapat mempengaruhi reproduksi hewan jantan. Funpsi thermoregulatoris
scrotum dapat tergangpu dengan akibat-akibat buruk terhadap spermatogenesis.
Peninggian suhu testes karena testes yang tersembunyi, penyakit-penyakit kulit atau
luka lokal, demam yang tak kunjung mereda karena penyakit, penyakit menular dan
peninggian suhu udara karena kelembaban yang tinggi dapat menyebabkan kegagalan
pembentukan dan penurunan produksi spermatozoa. Musim mempengaruhi pula
kualitas dan kuantitas semen, terutama pada hewan-hewan liar.

Frekuensi ejakulasi : Produksi spermatozoa adalgh svatu proses yang
kontinyu dan tidak dipengaruhi oleh frekuensi ejakulasi, secara teoritik seharusnaya 1

tidak ada batas pemakaian pejantan. Namun demikian, jumlah pemakaian pejantan

dalam satu satuan waktu perlu dibatasi mengingat hasil-hasil pengamatan bahwa
freluensi ejakulasi yang terlampau sering dalam satuan waktu yang relatif pendek

cenderung untuk menurunkan libido, volume semen dan jumlah spermatozoa per

ejakulasi

Umur : Spermatogenesis dimulai sewaktu hewan mencapai masa pubertas

itn pada umur 8 — 12 bulan pada sapi perah, i1 — 15 bulan pada sapi pedaging.
yaitu p

Walaupun perkawinan yang fertil dapat terjadi pada waktu pubertas, testes terus
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berkembang dan menghasilkan lebih banyak sperma, sudah menjadi kebiasaan untuk

membatasi pemakaian pejantan muda,

Vishwanath and Shannon (2000) menyatakan bahwa stres yang berhubungan
dengan pembekuan lebih banyak berhubungan dengan perubahan temperatur yang
terjadi pada spermatozoa selama proses pendinginan, pengaruh pengrusakan oleh
komponen media dan cryoprotektan itu sendiri dan pada akhirnya pengaruh dari
thawing. Tujuan dari ekuilibrasi adalah untuk memudahkan terjadinya transportasi
air sehinppa mengurangi pengaruh buruk dari kristal es selama pembekuan dan
selama rhawing. Waktw ekuilibrasi adalah priode yang diperiukan spermatozoa
sebelum pembekuan untuk menyesuaikan diri dengan pengencer sewaktu pembekuan
kematian spermatozoa yang berlebihan dapat dicegah (Toelihere, 1993).

Toelihere (1993) menyatakan bahwa yang banyak digunakan untuk keperluan
i ceminasi buatan adalah mani beku dalam mini straw atau straw plastik. Mula-mula
dibuat mini straw dengan ukuran volume 0,5¢cc, tetapi setelah diketahui lebih baik
atau sama dengan yang bervolume 0,25cc maka kini tersedia dua macam mani beku
dalam straw, yaitu 0,5cc dan 0,25cc whuran 0,25¢ce pada umumnya disebut mini straw

Kelebihan dan kekurangan pada penggunasn semen di lapangan baik dalam

bentuk cair maupun beku dapat dilihat pada Tabel 1
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_Tahel 1. Kelehihan dan Kekurangan Semen Cair dan Semen Beku
1 Semen Cair | Semen Beku !

e Kelebihan * Kelebihmn '

- Jumlah sperma rendah

- Daya guna jantan lebih tinggi
- Biaya febih murah

- Mudah digunakan di lapangan

= Dava simpan lehih lama
- Flcksibel dalam penggunaannya

e Kekurangan & Kekuranzan
- Dava hidup terbatas - Jumlah sperma lebih hanvak
- lebih mahal

Sumber ; Vishwanath and Shannon. 2000,

Proses pembekuan hasilnva akan berbeda dibandinekan semen cair. Hal ini
menunjukkan bahwa kegagalan ini muncul dari kombinasi hilangnva viabilitas
spermatozoa dan hilangnya kemampuan berfungsi dari sejumlah spermatozoa.
Keadaan seperti ini dibutuhkan untuk mencari langkah vang lebih tepat untuk
memajukan hasil vang telah dicapai. Kita perlu menckankan bahwa bukan hanvya
jumlah vang dapat bertahan hidup. vang perlu diperhatikan pada pembekuan semen.

akan tetapi juga kemampuan fungsional dari spermatozoa vang dapat bertahan hidup

(Maxwell. 1996)

=
LR




Penambahan Kafein

Kafein dengan nama kimia 1,3,7-trimetil-3,7-dihidropurin (gambar 1)
memiliki bentuk seperti bubuk, tidak berbau, dapat larut dalam air dan alkohol, yang
diperoleh dari kopi, teh, guarana dan kacang mete. Pada mamalia kafein dapat
merangsang sistem saraf pusat khususnya serebrum, kafein juga mempunyai efek
diuretik terhadap ginjal, merangsang otol lurik, kafein juga digunakan untuk

merangsang motilitas semen dan juga pada sistem kardiovaskular (Dorland, 1996).

CH, CH,

Y N

CH;

Gambar 1. Rumus Kimia Kafein

K afein mampu mempengaruhi motilitas pada spermatozoa yang motil maupun

tidak motil, seperti yang terdapat pada testes karena kafein berfungsi sebagai

penghambat  siklus nukleutida phospodiestrase. (Oleh karena itu kafein
mempengaruhi level intraselular dari siklus AMP yang terlibat dalam motilitas

spermatozoa jantan yang dighservasi. Namun pemberian senyawa yang dengan

konsentrasi yang lebih tinggl akan herpengaruh negatif terhadap motilitas sperma (El-

Gaafary, Daader and Ziedan, 1990). Hal ini didukung oleh Niwa and Ohgoda (1998)

yang menyatakan bahwa kafein menghambat nukleutida phospodiestrase yang
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bertanggung Jawab atas penurunan cAMP. Oleh sebab itu pemberian kafein

menyebabkan meningkatnva konsentrasi cAMP intraselular.

Dewi (2005), menyatakan bahwa motilitas spermatozoa kambing Boer selama

enam hari penyimpanan yang diberikan level kafein 2 mM/ml terlihat lebih tinggi
dibandingkan level 3 dan 4 mM/ml. Menurut Kim, Ellington dan Foote (1990) yang
dilaporkan oleh Susilawati dkk (1999) menyatakan bahwa kafein juga dapat
ditambahkan ke dalam fertilisasi in vitro, sebab kafein dan heparin bekerja secara
sinergis mempercepat kapasitas dan reaksi akrosom. Lebih lanjut dinyatakan oleh
Nakao dan Nakatsuji (1990), bahwa sebagai teknik persiapan spermatozoa yang baik
diawali dengan pencucian spermatozoa dalam media Brackett dan Oliphant (BO)

tanpa Bovine Serum Albumin (BSA), tetapi mengandung 10 mM/ml kafein
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METODE PENELITIAN
Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan April — Mei 2006, di mana penampugan
semen, sexing dilaksanakan di Unit Pengembangan Termak Daerah — Inseminasi
Buatan (UPTD-IB) Jongaya Makassar dan pengamatan spermatozoa dilakukan di
Laboratorium Fisiologi Ternak Fakultas Peternakan Universitas Hasanuddin,

Makassar.

Materi Penclitian

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah vagina buatan, tabung
reaksi, gelas ukur, pipet volume, sentrifuge, labu Erlenmeyer, spoit, saringan, kapas,
lissue, objek glass, deck glass, alumunium foil dan kertas label.

Bahan-bahan yang digunakan adalah semen sapi, albumen telur ayam itik
sebagai media pemisah, alkohol, larutan pengencer (Andromed), dan kafein dengan

level 0 (sebagai control) 10 dan 20 mM/ml

Prosedur Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan menggunakan

Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial (2 X 3 x 6) untuk motilitas, dan pola

(2 x 3 x 3) untuk persentase hidup dengan 4 kali ulangan untuk pengukuran yang

berulang, faktor pertama (A) adalah peningkatan konsentrasi medium pemisah

albumen telur (10% dan 30% ), faktor kedua (B) adalah penambahan level kafein




pada level yang berbeda (0, 10 dan 20 mM/ml) dan faktor ketiga (C) adalah lama
pengamatan ( 0, 3, 6 jam),

Prosedur penelitian yang akan dilakukan terdiri atas beberapa tahap yaitu :

a. Penyiapan Semen

Semen sapi dilampung sekali dalam seminggu dan dilakukan evaluasi semen
segar, yakni sebelum penambahan larutan pengencer baik secara makroskopis
{volume, warna, pH dan konsistensi) maupun mikroskopis (gerakan massa, gerakan
individu, persentase hidup dan konsentrasi sperma).

b. Pembuatan Media Pemisah

Pembuatan medium pemisah dengan konsentrasi 30% menggunakan albumen
telur sebanyak 30 ml yang dimasukkan ke dalam 70 ml NaCl 0,9% dan medium
pemisah dengan konsentrasi 10% menggunakan albumen telur sebanyak 10 ml yang
dimasukkan ke dalam 90 ml NaCl 0,9% kemudian dihomogenkan selama 20 menit.

Setelah medium pemisah tersedia kemudian disimpan pada temperatur 5°C.

¢. Pemisahan Spermalozoa

Sampel tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabung yang berisi media

pemisah masing-masing 1 ml dan dibiarkan mengendap selama 20 menit.

Berdasarkan media pemisah setiap fiaksi semen disedot dengan menggunakan pipet

dan ditampung dalam tabung reaksi kemudian semen disentrifuge selama 20 menit

dengan kecepatan 2500 rpm. Kemudian sampel ditambahkan larutan pengencer

untuk mendapatkan endapan Spermalozod yang bersih dari medium pemisah.

Setelah itu sampel semen disimpan pada suhu 37" C.
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d. Penambahan Larutan Pengencer

Selanjulnya endapan spermatozoa diencerkan dengan bahan pengencer.
Pengencer tersebut ditempatkan pada tabung reaksi kemudian ditambahkan kafein
masing-masing dengan konsentrasi 0, 10 dan 20 mM/ml

e. Pengemasan Semen dan Ekuilibrasi

Pengemasan kedalam mini straw, dilakukan didalam ruangan dingin setelah
itu dilakukan ekuilibrasi yaitu proses penyesuaian spermatozoa terhadap pengencer
apar sewaktu pembekuan kematian sperma yang berlebihan dapat dicegah. Setelah
dilakukan ekuilibrasi maka straw yang telah diatur di atas rak kemudian dimasukkan
kedalam uap Nz cair (dileher container) selama 20 menit, setelah 1tu straw direndam
dalam N; cair selama £ 2 hari.

f. Thawing dan Pemeriksaan Setelah Pembekuan.

Semen yang telah dibekukan selama + 2 hari kemudian diangkat dari nitrogen
cair dan dimasukkan kedalam air hangat (37° C) selama 15 — 30 detik.  Straw
digunakan pada bagian tengah untuk mengeluarkan semen kemudian dilakukan
pemeriksaan mikroskopis.

Parameter yang diukur pada semen SEEar pH, warna, volume, gerakan massa,
pembekuan parameter yang diukur gerakan individu,

dan konsistensi.  Sebelum

konsentrasi, Setelah pembekuan (thawing) parameter yang diukur adalah persentase

daya hidup dan persentase motilitas selam 0 jam, kemudian semen beku disimpan
ya

i dan 6 jam.
dalam inkubator dan dilakukan pemeriksaan setelah 3 dan 6
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g, Penilaian Motilitas,

Semen diteteskan pada objeck glass dan ditutup dengan deck glass kemudian
diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 40 x 10, Penilaian gerakan massa
ditetapkan dengan skor 0; 1; 1% 2; 2"; 3; 3% sedangkan penilaian motilitas inidividu
ditetapkan dengan skor 0; 1;2; 3; 4; 5 (Wahjuningsih, dkk.,1998).

h. Perhitungan Persentase Hidup

Perhitungan persentase hidup menggunakan preparat ulas yang diamati di
bawah mikroskop dengan perbesaran 40 x 10.  Preparat ulas dibuat dengan
meneteskan setetes semen pada objeck glass ditambah setetes pewama eosin dan
dihomogenkan. Setelah itu diulas dengan menggunakan deck glass kemudian
dikeringkan dan dievaluasi. Spermatozoa yang berwarna merah terhitung mati dan
spermatozoa yang tidak menyerap wama atau sedikit menyerap wama terhitung

hidup. Prosedur penelitian yang akan dilaksanakan dapat dilihat pada Gambar 2

berikut.
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Fﬂnmpmgm Semen Segar

.

Penilaian kualitas semen secara makroskopis dan mikroskopis

'

| Pengenceran semen dengan andromed

'

Pemisahan Spermatozoa menggunakan Albumin

r/_/"\_\_\*

Spermatozoa X Spermatozoa Y
| I

'

Disentrifuge dan diendapkan untuk
memisahkan dari medium pemisah kemudian +
lart pengencer + kafein

Penilaian kualitas

.

Pengemasan semen ke dalam mini siraw
l Equilibrasi

'

Pembekuan (-196"C)

.

Thawing selama 15-30 detik suhu (3 7°C)

]

Gambar 2. Alur Penelitian
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Analisa Data

Data yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis berdasarkan analisis ragam
dengan dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) pola faktorial untuk analisis
Motilitas (2 x 3 x 6) dan Persentase Hidup (2 x 3 x 3) dengan 4 ulangan,
menggunakan program SPSS 10,0 for Windows metode pengukuran berulang
(Repeated Measurement).

Model matematika rancangan percobaan yang digunakan adalah :
Yik= p + A+ B+ (AB); +ng +Cx + (AC)H + (BO)jk + (ABChi + i

i = 1, 2 (Medium pemisah)

i = 1,2, 3, 4 (Level Kafein dengan perlakuan kontrol (0), 10 mM/ml dan
20 mM/ml)
k = Analisis Motilitas 1, 2, 3, 4, 5, 6 ( Periode pengamatan, 1 = pengamatan

semen segar, 2 = pengamatan setelah sexing, 3 = pengamatan setelah E
penambahan heparin, 4 = pengamatan pada nol jam, 5 = pengamatan pada 3 i
jam, 6 = pengamatan pada 6 jam). Untuk analisis Persentase hidup '
1, 2, 3 (Periode pengamatan pada 0 jam, 3 jam dan 6 jam)

| 1, 2, 3, 4 (Ulangan)

Keterangan: !
Yijkl = Nilai pengamatan (respon) dari kelompok ke-1 yang memperoleh
taraf ke-i dari faktor A, taraf ke-j dari faktor B dan taraf ke-k dari
faktor C.
i = Nilai rata-rata yang sesunggt[lmya |
Aj = Pengaruh aditif dari taraf ke-i faktor A
B; = Pengaruh aditif dari taraf ke-j faktor B |
{imi. = Pengaruh interaksi taraf ke-i faktor A dan taraf ke-j faktor B
i Y = Pengaruh galat percobaan pada kelompok ke-l yang memperoleh
: taraf ke-i faktor A, taraf ke-j faktor B
C = Pengaruh aditif dari taraf ke-k faktor C
(AC) — Pengaruh interaksi taraf ke-i faktor A dan taraf ke-k faktor C
(BC), _ Pengaruh interaksi taraf ke-j faktor B dan taraf ke-k faktor C
mﬂ.gm = Pengaruh interaksi taraf ke-i faktor A, taraf ke-j faktor B dan taraf !
. = ;z;ik:; Ig;:ilm percobaan pada kelompok ke-1 yang memperoleh
W taraf ke-i faktor A, taraf ke-j faktor B dan taraf ke-k faktor C
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HASIL DAN PEMBAHASAN N

Kualitas Semen Segar Sapi Limousin

Penilaian makroskopis dan mikroskopis dapat dilihat pada Tabel 2

Tabel 2. Karakteristik Semen Segar Sapi Limousin yang Digunakan pada Penelitian

Parameter Nilai

A, Makroskopis

Volume (cc) 4.37

Wama Putih Susu

Konsisiensi Sedang

pH 5.7
B. Makroskopis

Motilitas Massa (++) sampai {(+++)

Motilits Individu 0%

Konsentrasi (Juta / ml) 758,25

Semen segar sapi Limousin penelitian yang dinilai secara makroskopis dan

mikroskopis memenuhi syarat untuk diberikan perlakuan selanjutnya
Rata-rata volume semen segar sapi Limousin penelitian adalah 4,17 cc,
walaupun volume ini berada dibawah standar untuk semen sapi, yakni 5 — 8 cc
Toelihere (1993), namun volume rendah ini tidak merugikan karena mempunyai
konsentrasi sperma yang tinggi
Semen segar sapi Limousin pada penilitian yang telah dilakukan berwarna
putih susu, hal ini sesuai dengan pendapat Partodihardjo (1980) menyatakan bahwa
pada umumnya semen sapi berwarna krem keputih-putihan atau hampir seputih susu,
Derajat kekeruhapaya atau keputih-putihannya sebagian besar tergantung pada
konscatgasi sl apermiftiye. Semakin keruh biasanya jumlah sperma per-ml semen itu |

Emﬂm;; banyak. Toelihere ( 1993) menyatakan bahwa semen sapi normal berwama
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sepert susu atau krem keputih-putihan dan keruh, Derajat kekeruhannya tergantung

pada konsentrasi sperma. Kira-kira 10 % sapi-sapi jantan menghasilkan semen yang
normal berwarna kekuning-kuningan,

Derajat keasaman (pH) sangat menentukan keberadaan hidup spermatozoa
dalam semen. Derajat keasaman yang diperoleh dari hasil pengukuran dengan
menggunakan pH meter atau kertas lakmus adalah 5,7 dan condong kearah asam, hal
ini tidak sesuai dengan pendapat Toelihere (1993) yang menvalakan bahwa derajat
keasaman atau pH semen pada sapi sekitar 6,8.

Konsistensi dan konsenirasi semen segar sapi Limousin pada penelitian
adalah konsistensi sedang dengan konsentrasi 758,25 juta. Hal imi sesuai dengan
pendapat Toelihere (1993) menyatakan bahwa pada sapi, semen dengan konsistensi
seperti susu kental mempunyai konsentrasi 1000 juta sampai 2000 juta atau lebih sel
per ml; suatu konsistensi seperti susu encer memiliki konsentrasi 500 sampal 600 juta
sel per ml; semen yang cair berawan atau hanya sedikit kekeruhan konsentrasi sekitar
100 juta sel per ml dan yang jemih seperti air kurang dan 50 juta sel per ml.

Motilitas massa semen segar sapi Limousin penelitian adalah 2+ sampai 3
hasil yang diperoleh ini dalam kisaran normal. Hal ini sesuai dengan pendapat
Anonim (1997) menyatakan bahwa gerakan massa spermatozoa mempunyal nilai

(++) dinyatakan baik karena terlihat gelombang dan gerakan gelombangnya cukup

aktif dalam pengamatan mikroskopis. Syarat semen untuk dibekukan harus

mempunyai motilitas massa 2+. Hal ini sesuai dengan pendapat BIB Lembang

b

(1992), bahwa motilitas massa hernilai 3+, terlihat gelombang tebal hitam abu-abu
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dan cepat sekali.

Motilitas massa yang bernilai 2 sampai 3 dapat diperoses untuk

perlakuan selanjutnya.

Pengaruh Penggunaan Medium Pemisah Terhadap Motilitas Spermatozoa.

Berdasarkan  hasil analisis ragam selama penelitian (Lampiran 6)
menunjukkan bahwa perlakuan medium pemisah dan level kafein, berpengaruh
sangal nyala (P < 0,01) terhadap motilitas spermatozoa, tetapi interaksi antara
medium dan level kafein tidak berpengaruh nyata (P > 0,05). Hal ini menunjukkan
bahwa medium pemisah dapat membedakan motilitas spermatozoa pembawa
kromosom X dan kromosom Y

Hasil uji beda nvata terkecil (BNT) (Lampiran 7) motilitas spermatozoa pada
medium pemisah fraksi bawah (30%) nyata lebih tinggi (P < 0,01) dibandingkan
medium pemisah fraksi atas (10%). Hal ini disebabkan karena spermatozoa Y
memiliki ukuran kepala yang lebih kecil, ringan, sehingga pergerakannya lebih cepat
dan mampu menembus sampai konsentrasi yang lebih pekat pada medium pemisah
fraksi bawah (30%) dibandingkan spermatozoa X yang memiliki ukuran kepala yang
lebih besar tidak mampu menembus konsentrasi 30%, sehingga hanya berada pada
(10%). Hal ini didukung oleh pendapat Syafei (1988) bahwa

konsentrasi rendah

spermatozoa Y yang biasanya yang lebih kecil kepalanya, lebih ringan dan lebih

pendek dibandingkan dengan spermatozoa X, schingga spermatozoa Y lebih cepat

dan lebih banyak bergerak.
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Hasil analisis ragam pada pengamatan motilitas dengan level kafein terhadap
motilitas spermatozoa setelah thawing (Lampiran 6) menunjukkan pengaruh yang
sangat nyata (P < 0,01). Demikian pula interaksi periode pengamatan  dengan
penambahan level kafein berpengaruh nyata (P < 0,01) terhadap motilitas
spermatozoa.

Motilitas spermatozoa pada periode pengamatan dengan medium, periode
pengamatan dengan level berpengaruh nyata (P < 0,05) sedangkan interaksi antara
medium dan level tidak berpengarub nyata ( P > 0,05) terhadap motilitas. Hal ini
menunjukkan bahwa selama periode pengamatan dari semen segar sampai setelah di

thawing terjadi penurunan drastis dan terdapat laju penurunan antara spermatozoa X

dan Y (Gambar 3) dan pembenian kafein (Gambar 4).

ﬂ . T T —i — T
M.seg M.sex M.kaf MO jam M3 jam ME jam

Pengamatan

Gambar 3. Interaksi Medium Pemisah Terhadap Motilitas Spermatozoa Xdan'Y
Terlihat motilitas semen segar antara spermatozoa X dan Y relatif sama akan

tetapi motilitas setelah sexing mengalami penurunan. Hal ini disebabkan karena

medium pemisah albumen telur (10% dan 30%) mempengaruhi - motilitas

spermatozoa hasil sexing Kromosom % dan Y, dimana kedua spermatozoa hasil
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sexing sama-sama mengalami

penurunan. Namun demikian, motilitas spermatozoa

pada medium pemisah albumen telur itik fraksi bawah (30%) yang merupakan
spermalozoa pembawa kromosom Y lebih baik dibandingkan motilitas pada medium
pemisah albumen telur fraksi atas (10%) dengan spermatozoa pembawa kromosom X.

Setelah penambahan kafein terjadi peningkatan motilitas, Hal ini disebabkan
karena kafein mampu mempengaruhi motilitas semen yang motil maupun non motil.
Pada saat setelah thawing (pengenceran kembali) motilitas spermatozoa X dan Y
sama-sama mengalami penurunan, Hal ini disebabkan karena terjadinya penurunan
motilitas spermatozoa  dipengaruhi oleh proses metabolisme spermatozoa yang
berjalan dengan cepat sehingga persediaan energi semakin berkurang. Hal ini sesuai
dengan pendapat Bearden dan Fuquay (1984) bahwa bila proses metabolisme berjalan
dengan cepat akan mengakibatkan persediaan energi berkurang yang mengakibatkan

motilitas spermatozoa semakin lama semakin menurun.

100

—a— Kontrol |
~m=— 10 mM
i 20 rnl'ulli

Miotilitas (%)

M. kaf MO jam M3 jam MB jam

—_

Pengamatan

Gambar 4. Interaksi Medium Pemisah Terhadap Level Motilitas Spermatozoa
Xdan Y.

Secara statistik pengaruh interaksi selama pembekuan dengan penambahan

level kafein berpengaruh nyata, dengan adanya penambahan kafein menunjukkan laju
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penurunan motilitas yang lebih rendah dibanding dengan kontrol. Pada penambahan

kafein, penurunan motilitas tertinggi terjadi pada level 2 (10 mM) dan terendah
terjadi penurunan motilitas pada level 3 (20 mM) (Lampiran 8). Hal ini menunjukkan

bahwa dengan penambahan level kafein 20 mM dapat mengurangi laju penurunan

motilitas spermatozoa selama pembekuan,

Penurunan motilitas spermatozoa yang konstan selama 6 jam pada perlakuan
10 mM dan 20 mM, kemungkinan juga dipengaruhi oleh kandungan kafein yang
diduga dapat menghambat siklus nukleutida phospodiesirase yang bertanggung jawab
terhadap penurunan cAMP. Hal ini sesuai dengan pendapat El-Gaafary, Daader dan
Ziedan (1990) bahwa kafein mampu memenuhi motilitas pada spermatozoa yang

tidak motil seperti yang terdapat pada testes, dimana kafein dapat menghambat siklus

nukleutida phospodiestrase.

Pengaruh Penggunaan Medium Pemisah dan Penambahan Level Kafein
Terhadap Persentase Hidup.

Hasil analisis ragam pada periode pengamatan persentase hidup setelah

pembekuan (Lampiran 10) menunjukkan bahwa perlakuan medium, level dan

interaksi antara ketiga faktor tidak berpengaruh nyata (P > (,05) terhadap persentase
hidup, tetapi pada periode pengamatan persentase hidup berpengaruh nyata (P < 0,05)

terhadap persentase hidup. Hal ini disebabkan karena medium pemisah albumen telur

berperan penting dalam proses perubahan rasio spermatozoa X dan Y serta dapat

mempertahankan kualitas spermatozoa. Selain itu, albumen telur memiliki

kandungan protein (albumin) yang mampH melindungi spermatozoa dari
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mikroorganisme. Hal inj

didukung oleh pendapal Susilawati, dkk., (2002) bahwa
dalam albumin terdapat zat

yang disebut lysozyme yang mengandung antibiotika

yang dapat menghancurkan beberapa bakteri dalam hal ini zat yang dapat membunuh

spermatozoa hasil sexing,

E 50 oo - L sy
g0l zan 2
* a3 = —e— Kontrol |
50 N —a— 10 mM |
10 —Ae— o P |
0 Sesse — e —
PHO jam PH3 jam PHS jam
Fengamatan Setelah Thawing

Gambar 5. Interaksi Level Kafein dengan Lama Pengamatan terhadap Persentase
Hidup Spermatozoa.

Gambar 6 menunjukkan bahwa tingkat persentase daya tahan hidup paling
tinggi setelah pembekuan terjadi pada level 3 (20mM) dan yang terendah terjadi pada
level 1 (kontrol) pada 0 jam, sedangkan setelah pembekuan pada 3 jam tingkat
persentase daya tahan hidup paling tinggi terjadi pada level 1 (kontrol) dan yang
terendah terjadi pada level 2 (10 mM) dan tingkat persentase daya tahan hidup pada 6
jam hampir sama pada level 1, 2, dan 3 mengalami penurunan. Hal ini menunjukkan

bahwa pemberian kafein pada level 3 (20mM) lebih efeltif unuk mempertahankan
daya tahan hidup spermatozoa.

Penurunan daya tahan hidup sangat dipengaruhi oleh ketersediaan energi.

Energi yang dibutuhkan untuk mempertahankan kondisi fisiologisnya selama
gl
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W

penyimpanan bersumber dar; bahan pengencer.  Adanya proses metabolisme

spermatozoa menyebabkan persediaan energi semakin berkurang sehingga dava tahan

hidup spermatozoa semakin lama semakin menurym,
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KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Berdasark i
asarkan hasil dan pembahasan, maka diperoleh kesimpulan bahwa

pen an kafein 20 mM memilik laju penurunan motilitasnya rendah setelah
pembekuan.

Saran

Penggunaan semen beku untuk inseminasi buatan sebaiknya menggunakan

spermatozoa kromosom Y (lapisan bawah) dengan penambahan kafein pada level 10

mM dan 20 mM.
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Lampiran 1.

Ellalﬂ Penilaian Makros
Limousin Penelitian Se]

kopis dan Mikroskopis Semen Segar Sapi

e : Ve ama Empat Kali Penampungan
Penampungan | Tanggal (<) Wama | Konsistensi | pH Motil | Motil Yo
I 35704106 15 . Massa | individu | hidup
:::l;’h Sedang 583 T0% 88,1
1
il 28/04/06 | 5 Putih | Sedang 5.8 |2+ 70% 68,6
- susu
1 05/05/06 | 4.5 Putih | Sedang 582+ T0% 57.6
R SUsU
v 09/05/06 | 3 Putih |sedang |54 |2+ |70% |89
s susu
Ralaan 4,37 5,7 70 | 75,825

I_éumber - Data Hasil Penelitian 2006

Lampiran 2 : Rataan Motilitas Spermatozoa Hasil Sexing Kromosom X dan Y

o Medium Pemisah
Motilitas Spermatozoa Fraksi 00 ks (1) -
Semen SEgar 70.00 £ 00 70.00 = 00
Sexing 5625+ 6.78 67.50 + 2.61
Penambahan Kafein 66.25 £ 10.02 74.16 + 7.01
Motilitas 0 Jam 2838+ 7.58 3248+ 11.04
Motilitas 3 Jam 15,73 £9.26 11.65+3.95
Motilitas 6 Jam 2T+ 213 3,11 +£297

Keterangan : # Menggunakan

Paket Program Komputer §PSS For Windows 10.0

Lampiran 3 : Rataan Persentase Hidup Hasil Sexing Kromosom ¥ danY
Level Kafein
Persentase Hidup ._._-—-—-—-—'—'_'_F ore Fraks (1)
0 Jam 34.63 £ 15.72 3575 £ 1;,?;
3 Jam 14.24 = 12.18 M.ng + 3,35
6 Jam L___________._.M 620 £ 3.25 |
nakan Paket Program Komputer SPSS5 For Windows 10.0

Keterangan : # Mengg
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Lampiran 4: Data Motilitas Spermatozoa Hasil Sexing Menggunakan Albumen Telur

fedium
1

MMMMMMMHMMMM_-LAJ.LA_l,_uAFI.L

Keterangan

Itik dengan Penambahan Kafein pada Level yang Berbeda.

Level

1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3
1
1
1
1
2
2
2
2
3
3
3
3

- Medium

Level

Frekuensi

1

2
3
4
i
2
3
4
i |
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

Frekuensi

Motil]
Motil2
Moril3
Motild
Motil5
Motilb

Motil1
7
70
T
70
70
T0
70
T0
70
70
it
70
70
70
70
70
70
T0
70
70
70
70
70
70

Motilz  Motilda  Motild  Motils

50 60 21.88 15
30 =0 2313 2313
uy 50 34.36 6.88
o4 B5 3313 1343
0 10 2436  24.38
S0 60 1188 1188
50 65 3875 1063
B5 70 2875  8.13
€0 B0 25 25
50 70 3563 3563
a0 75 35 10
B85 8O 2875 5
70 70 17.5 1,75
65 65 40 16.88
70 70 175 11.25
65 70 28.75 11.88
70 75 25 12.5
65 70 425 1313
70 75 4313 12.5
65 85 41,86 12.5
70 80 325 £8.13
65 80 5125  18.13
70 85 2488  11.88

. 1(X):2(Y)

. 1 (Kontrol); 2 (10mM}); 3 (20mM)

- 1,2, 3, 4 adalah ulangan

- Motilitas SEga;'Hh i

. Motilitas setelan S€Xi .

. Motilitas setelah penambahan Kafein

. Motilitas 0 jam

. Motilitas 3 jam

. Motilitas 6 jam
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Lampiran 3. Data Persentase Hidup Spermato _ _
Albumen Telur Itik de:p pe zoa Hasil Sexing Menggunakan

ngan Penambahan Level Kafein yang Berbeda.
medium  Level Frekuensi  Pho Pha Phe

1 1 1 2305 1246 411
2 2367 5081 106
3 3848 9.78 5 47
: 3535 1832 685
1 2585 8.02 0.89
2 13.04 3.24 2 16
3 4025 1518 10.3
4 38.95 14.07 524
1 2658 861 3.14
2 4073 1062 831
3 768,51 12.06 BOT
4 3347 6.72 614
1 26.09 10.42 253
2 2083 4.83 1.51
3 4144 2076 452
4 19,86 148 55
1 3105 1237 513
2 27.13 7.48 5.73
3 soBE 1508 7.8
4 49.23 17 7.68
i 4147 1288  3.58
i 3558  13.58 B.81
3 5449 2205 13.2
4

WMHMMHM—IA-‘—‘HHWMMMMM-FJ—b

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

2 3 30.05 16.79 49
: Medium =1 (X);2(Y) .
ABSSERS Leial . |{Kontrol) ; 2 (10 mM) ; 3 (20 mM)
Frekuensi -1, 2,3, 4 adalah ulangan
Ph . Persentase Hidup 0, 3, 6 jam
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Lampiran 6 : Hasil Analisis Ragam Motilitas spermatozoa

Sumber Keragaman D s
Luar Subjek b L F hit Sig_
Eﬂ?m ; 233.99? 383.997 | 10782 | 004"
: 31.100 | 315.550 8.860 | 002"
Medium * : '
B - Ei?-gﬁ fsats 428 | 658
Dalam Subyek = :
Priode pengamatan terhadap motilitas
- Liniear 1] 92610.095 | 92610.095 | 3697.879 | 000"
- Quadratic I'| 3684.806 | 3684.806 | 217.212| .000"
= Cubie 1| 3453236 | 3453.236 62.700 | 000"
- Order 4 1| 1933793 | 1933.793 58.555 | .000°
- Order 5 1| 4774.188 | 4774188 | 121.964 | .000"
Priode pengamatan* Medium
- Liniear | 195.796 | 195.796 7.818 | .012*
- Quadratic 1| 202756 | 202.756 11.952 | .003*
- Cubic 1| 516351 516551 9.379 | .007*
- Order 4 1 1.806 1.806 055 | .818
- Order5 1 35.992 35.992 919 | 350
Priode pengamatan®* Level
= Liniear 2 7.987 3.993 59| B54
- Quadratic 2| 416.000| 208.000 12.261 | .000*
- Cubic 2 19.274 9,637 A75 | 841
- Order 4 2 271.615| 135808 4112 | 034*
- Order 5 2| 199.038 99.519 2,542 | .107
Priode pengamatan* Medium * Level
- Liiear 2 24971 12.486 499 | 616
- Quadratic 2 3.348 1.674 099 | 907
- Cubie 2 30.624 15.312 278 | 760
- Order 4 2 11.422 5.711 A73 | 843
. OnderS 2| 134247 67.124 1.725 | 208
E
i — ig| 4s50.794|  25.044
- Quadratic 18 | 305.354 16.964
- Cubic 18| 991.362 55.076
- Order 4 18 504.456 33.025
- Order5 18 704594 39.144

Keterangan : # Menggunakan Paket Program Komputer SPSS For Windows 10.0
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Lampiran 7 : Tabel Ujil Beda Nyata Terkecil (BNT) Interaksi Medium Pemisah
dengan Priode Pengamatan Terhadap Motilitas Spermatozoa.

Variabel | (I) FAK A (1) FAK A Selisih std. Error | Sig
Bebas : _ (1-1)

Medium | Fraksi atas (X) | Fraksi bawah (Y] -3.266* 995 004
Pemisah | Fraksi bawah (Y) | Fraksi atas (X) 3.266* 905 004

Keterangan : # Menggunakan Paket Propram Komputer SPSS For Windows 10.0
* Berpengaruh Nyata pada Taraf (.05

Lampiran 8 : Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Interaksi Level Kafein dengan
Periode Pengamatan terhadap Motilitas Spermatozoa

Variabel (NFAK B |(J)FAKB | Selisih (I-]) Std. Error | Sig"
Bebas
= 1 2 - 2.349 1218 070
3 - 5.122% 1.218 001
2 1 2.349 1.218 070
o 3 - 2.773* 1.218 035
3 1 5.122% 1.218 001
2 2.713* 1.218 M35

* Berpengaruh Nyata pada Taraf 0.05

Keterangan : # Menggunakan Paket Program Komputer SPSS For Windows 10.0




Lampiran 9 : Tabel Uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Periode Pengamatan terhadap

Motilitas Spermatozoa i
| Variabel Bebas (DFAK C | () FAKC | Selisih (I-J) [ Std. Error_|[ Sig®
! 2 8.125* 1.160 | .000
3 -208 939 | 827
4 39.563* 1.906 | 000
5 56.305* 1.554 | .000
6 67.083* 510|000
2 1 -8.125* 1.160 | .000
3 -8.333* 589 | 000
4 31.438* 2458 | .000
5 4%.180* 2167 | .000
f 58.958* 1311 .000
3 1 208 939 | 827
2 §.333* 589 | 000
4 39.771* 2232 | .000
5 56,513* 1.977| 000
Periode 6 67.291* 1.070 | .000
Pengamatan 4 1 -19.563* 1.906 | .000
2 -31.438* 2458 | 000
3 -39.771* 2232 000
5 16.742% 2307 .000
6 27.520% 1.715 | .000
5 1 -56.305* 1.554 | .000
2 48 180* 2.167| .000
3 -56.513* 1.977| 000
4 -16.742% 2307 000
6 10.777* 1.635 | 000
3 1 ~67.083* 510 .000
2 -58.958* 1311 .000
3 67.291* 1.070 | 000
4 -27.520* 1715 | 000
5 10.777* 1.635 | 000
SPSS For Windows 10.0

- &M unakan Paket Program Komputer
Kepeahgs . B.:—Egmuh Nyata pada Taraf 0.05
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Lampiran 10 ; Hasil Analisis Ragam Persentase Hidup

Sumber Keragaman Db JK KT Fhit | Sig
Luar Subjek
Medium 1 7.031 7.031 054 | BIR
Level 2| 211573 | 105.786 816 | 458
Medium * Level 2 264.893 132.447 1.022 | 380
Error 18| 2332.393 129.577
Dalam Subyek
Periode pengamatan terhadap
Persentase hidup i | 10367.029 | 10367.029 | 153.167 | .000°
- Liniear 1| 6s0s90| 650590 | 9.094].007
- Quadratic
Periode pengamatan terhadap 1| 5.603E-02 | 5.603E-02 2001 | 997
Persentase hidup * Medium ] 6.631 6.631 093 | 764
- Liniear
- Quadratic 2| 272.568 136284 | 2.014| .162
Periode pengamatan terhadap 2| 474286 237.143| 3315 059
Persentase hidup * Level
- Liniear 2 99.024 49.512 732 495
- Quadratic 2 191.907 95.953 1.341 | 286
Periode pengamatan terhadap
Persentase hidup* Medium * Level 18| 1218.321 67.685
- Liniear 18| 1287.728 71.540
- Quadratic
Emor
- Liniear
- Quadratic 1
Keterangan : # Menggunakan Pakel Program Komputer SPSS For Windows 10.0
Lampiran 11 : Tabel Uji Beda Myata Terkecil (BNT) Periode Pengamatan terhadap
Persentase Hidup Spermatozod
Variabel MFAKC | () FAK C | Selisih (I-J} Std. Error | Sig’
Bebas
1 2 21.073%* 2.939 000
3 29.392* 2375 000
Periode ) 1 -21.073* lgz‘g gﬂﬂg
3 8.320* 1.768 i
pengamatar 3 i -29.392* 2.375 000
2 -8.320* 1.768 000
PSS For Windows 10.0

Keterangan : # Menggunakan Paket Program Komputer S

*+ Berpengaruh Nyata pada Taraf 0.05
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