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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh kecepatan penurunan
suhu selama pembekuan terhadap kualitas spermatozoa beku cauda epididymis
sapi Peranakan Simmental. Materi penelitian ini adalah empat cauda epididymis
sapi Peranakan Simmental yang diperoleh dari Rumah Potong Hewan (RPH) Piai
Padang. Penelitian ini dilakukan secara eksperimental menggunakan Rancangan
Acak Kelompok (RAK) dengan empat perlakuan yaitu PO sebagai kontrol dengan
penurunan suhu 22,2°C/menit, P1 perlakuan pembekuan dengan penurunan suhu
15°C/menit dari 5°C sampai -120°C, P2 perlakuan pembekuan dengan penurunan
suhu 20°C/menit dari 5°C sampai -120°C, P3 perlakuan pembekuan dengan
penurunan suhu 25°C/menit dari 5°C sampai -120°C, dengan ulangan sebanyak
empat kali. Data yang diperoleh akan dianalisis Ragam Acak Kelompok serta
dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). Hasil penelitian
menunjukkan bahwa perlakuan penurunan suhu 15°C/menit dari 5°C sampai suhu
-120° merupakan perlakuan terbaik dengan rataan persentase motilitas
spermatozoa 40%, persentase hidup spermatozoa 47,68% dan persentase
abnormalitas spermatozoa 17,16% secara berturut-turut.

Kata kunci : cauda epididymis, Peranakan Simmental, pembekuan spermatozoa,
kualitas semen.
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Usaha peningkatan populasi sapi dan perbaikan mutu genetik yang dapat
dilakukan adalah dengan pelaksanaan Inseminasi Buatan. Menurut Solihati (2008)
pemanfaatan bioteknologi reproduksi peternakan melalui teknologi Inseminasi
Buatan merupakan upaya penerapan teknologi tepat guna yang sangat
memungkinkan untuk meningkatkan jumlah dan mutu genetik ternak serta
pembentukan bibit ternak yang berkualitas.

Berhasilnya suatu program kegiatan Inseminasi Buatan pada ternak tidak
hanya tergantung pada kualitas dan kuantitas semen yang diejakulasikan seekor
pejantan, tetapi juga tergantung kepada kesanggupan untuk mempertahankan
kualitas dan daya hidup spermatozoa lebih lama setelah ejakulasi serta
memperbanyak volume semen tersebut sehingga lebih banyak akseptor yang akan
diinseminasi. Semen yang digunakan dalam Inseminasi Buatan bisa dalam bentuk
semen cair dan semen beku. Inseminasi Buatan di pengaruhi oleh beberapa faktor
seperti kualitas spermatozoa yang digunakan, pengencer, serta proses saat
pembekuan semen.

Pemanfaatan spermatozoa cauda epididymis adalah sebagai penggunaan
pejantan unggul berkemungkinan dapat terjadi mati secara mendadak. Menurut
Rizal (2005) upaya pengolahan spermatozoa yang dikoleksi dari cauda epididymis
sapi dalam bentuk semen cair atau semen beku untuk keperluan aplikasi berbagai
teknologi reproduksi, menjadi metode alternatif yang dapat diterapkan pada ternak
atau hewan yang memiliki kualitas genetik unggul tetapi tidak dapat ditampung

semennya. Selanjutnya cauda epididymis sebagai penyelamatan genetik dalam



rangka pelestarian plasma nutfah dari hewan yang sudah mati, sehingga sapi
penjantan unggul yang dipotong dapat dilestarikan mutu genetiknya.

Spermatozoa yang berasal dari bagian cauda epididymis telah memiliki
kemampuan membuahi oosit yang sama baiknya dengan spermatozoa hasil
ejakulasi (Hafez, 2000). Hal ini karena spermatozoa yang terdapat dibagian cauda
epididymis telah melewati proses pematangan dibagian caput dan corpus
epididymis, serta sudah memiliki kemampuan bergerak (motilitas) yang sama
dengan spermatozoa hasil ejakulasi (Axner ef al., 1999). Spermatozoa dari cauda
epididymis tidak mempunyai lingkup plasma semen. Sehingga diperkirakan
terdapat pengaruh perbedaan fisik dan kimia yang dapat mempengaruhi proses
pembekuan dari spermatozoa.

Tahap seeding adalah tahap kritis pada proses pembekuan semen sehingga
sangat menentukan kualitas semen beku yang dihasilkan. Hal ini sejalan dengan
yang dikemukakan Partodihardjo (2009) proses pembekuan merupakan
pembekuan semen dalam suhu -196°C dengan tujuan untuk mempertahankan
kualitas dan kuantitas semen yang akan di pakai dalam Inseminasi Buatan.
Beberapa penelitian terdahulu telah dilakukan untuk mengetahui pengaruh
kecepatan penurunan suhu selama tahap seeding. Proses pembekuan dilakukan
berbeda-beda pada suhu 15°C/menit, 20°C/menit dan 25°C/menit sampai
mencapai suhu -120°C. Trelford (1969) melakukan proses pembekuan dengan
kecepatan penurunan suhu antara 16°C sampai 25°C. Sedangkan laporan Park dan
Pursel (1993) bahwa motilitas dan keutuhan akrosom spermatozoa yang
dibekukan dengan kecepatan penurunan suhu 16°C/menit pada media sitrat-
kuning telur nyata lebih tinggi sebesar 50,17%. Kumar, et al, (2009)
memperoleh pembekuan spermatozoa domba dengan penurunan suhu terbaik
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yaitu 0,15 °C/menit dari 25°C sampai mencapai 5°C yang diprogram dengan alat
cell freezer.

Laporan Herdiawan (2004) menunjukan bahwa laju penurunan suhu
pembekuan yang optimum mengunakan bahan pengencer tris dan laktosa-kuning
telur pada suhu terendah yaitu pada suhu 13°C/ menit, memberikan angka
motilitas spermatozoa paling tinggi dengan rataan 52,53%, bila dibandingkan
bahan pengencer sitrat-kuning telur dengan laju penurunan suhu pembekuan
tertinggi 24°C/menit dengan rataan 44,83%. Motilitas dan keutuhan akrosom
spermatozoa yang dibekukan dengan menggunakan tris kuning telur pada metode
lambat (7,25°C/menit) memberikan hasil yang sama dengan laju penurunan suhu
pada metode sedang (13,3°C/menit) yaitu sekitar 56,6%, sehingga ditemukan laju
penurunan suhu optimum sekitar 13°C/menit (Senger et al., 1983, dalam
Herdiawan, 2004).

Pada umumnya masalah pembekuan spermatozoa berkisar pada dua
fenomena yaitu pengaruh cold shock terhadap sel yang dibekukan dan perubahan-
perubahan intraseluler akibat perubahan suhu saat pembekuan. Pengaruh tersebut
sangat ditentukan oleh kecepatan penurunan suhu selama tahap seeding dari
proses pembekuan spermatozoa. Berdasarkan hal tersebut maka dilakukan
penelitian dengan judul “Pengaruh Kecepatan Penurunan Suhu Selama
Pembekuan Terhadap Kualitas Spermatozoa Beku Cauda Epididymis Sapi

Peranakan Simmental”.




B. Perumusan Masalah
Dari penjelasan diatas maka dapat dirumuskan permasalahan yaitu :
Bagaimana pengaruh kecepatan penurunan suhu selama pembekuan terhadap

kualitas spermatozoa beku cauda epididymis sapi Peranakan Simmental.

C. Tujuan Penelitian
Untuk mengetahui pengaruh kecepatan penurunan suhu pembekuan

terhadap kualitas spermatozoa beku cauda epididymis sapi Peranakan Simmental.

D. Manfaat Penelitian

Diharapkan hasil penelitian ini dapat bermanfaat sebagai bahan informasi
bagi peneliti, dan pihak-pihak yang terkait mengenai pengaruh penurunan suhu
pembekuan terhadap kualitas spermatozoa beku cauda epididymis sapi Peranakan

Simmental.

E. Hipotesis Penelitian
Kecepatan penurunan suhu selama proses pembekuan mempengaruhi
kualitas (motiliitas, persentasi hidup dan abnormalitas) spermatozoa beku cauda

epididymis sapi Peranakan Simmental.



II. TINJAUAN PUSTAKA
A. Sapi Simmental

Sapi Simmental merupakan sapi dari keturunan Bos Taurus yang berasal
dari daerah Simme Switzerland (Sugeng, 2006). Selanjutnya Sugeng
mengemukkan sapi Simmental memiliki ciri-ciri yaitu ukuran tubuh besar,
pertumbuhan otot bagus, penimbunan lemak di bawah, warna bulu pada umumnya
krem agak coklat atau sedikit merah, muka, keempat kaki dari lutut dan ujung
ekor berwarna putih. Ukuran tanduk kecil bobot sapi betina mencapai 800 kg dan
Jantan 1150 kg. Sudarmono dan Sugeng (2008) menyatakan bahwa sapi
Simmental termasuk tipe potong, perah dan tipe kerja sedangkan sapi Peranakan
Simmental merupakan bangsa sapi persilangan dengan sapi PO yang cocok untuk
peternak di Indonesia.

Hadi dan Ilham (2002) menjelaskan bahwa sapi Peranakan Simmental
merupakan bangsa sapi hasil persilangan dengan pertambahan bobot badan
berkisar antara 0.6 sampai 1.5 kg/hari. Ditambahkan oleh Susilorini (2008) bahwa
sapi Peranakan Simmental memiliki sifat jinak, tenang dan mudah dikendalikan.
B. Epididymis

Epididymis berasal dari bahasa latin epi = di atas, didymis = testis.
Bentuknya bulat panjang, besar pada pangkal yang disebut kepala epididymis,
bagian tengah sering disebut badan epididymis, sedangkan ujung bawah yang
berupa jendolan dari testis disebut ekor epididymis (Partodiharjdo,2009).

Selanjutnya  Partodiharjdo  (2009) menjelaskan  cauda epididymis
merupakan sumber alternatif spermatozoa yang belum banyak mendapatkan
perhatian. Spermatozoa yang berasal dari cauda epididymis telah mengalami
pematangan pada bagian caput epididymis dan corpus epididymis, sehingga
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diharapkan memiliki kualitas yang sama dengan spermatozoa yang dikoleksi dari
semen hasil ejakulasi. Apabila terjadi kematian ternak unggul secara mendadak
dan jauh dari tempat pengolahan semen, maka penyimpanan cauda epididymis
menjadi solusi dalam upaya pelestarian sumber genetik unggul yang dimiliki sapi

Jantan tersebut (Partodiharjdo, 2009).

Epididymis Vas deferens Testis and

Plane of Lumen of
seminiferous
tubule

‘ Basement
+ membrane
J e

Seminiferous tubule_s/ e
Interstitial cells f e

Germinal epithelial cell—# ‘:'\ R Sperm

Gambar 1. Anatomi testis dan epididymis
a) Testis dan epididymis, b) tubulus seminiferus (Anonymous, 2014)

Epididymis merupakan daerah tempat pematangan dan penyimpanan
spermatozoa sampai pada saat spermatozoa dikeluarkan dengan ejakulasi
(Frandson, 1992). Spermatozoa akan matang selama 2 sampai 4 minggu sebelum
disimpan di vesikula seminalis, cairan epididymis dari sapi jantan dapat terkumpul
sebanyak 4 ml, cairan ini berwarna kuning keputih-putihan, kental dan

mengandung spermatozoa (Rasul, 2001).




Epididymis berfungsi sebagai transpor, absorbsi cairan, sekresi cairan,
pendewasaan spermatozoa dan timbunan (Suardi, 2002). Selanjutnya Suardi
mengemukankan dalam ductus epididymis cairan testis yang menjadi medium
masa spermatozoa, airnya diserap oleh epitel dinding epididymis. Spermatozoa
sewaktu meninggalkan tubuli seminiferi mempunyai butiran sitoplasma yang
membalut pada bagian leher. Ini merupakan suatu tanda bahwa spermatozoa
tersebut masih muda. Dalam perjalanan melalui ductus epididymis, butiran
sitoplasima bermigrasi ke bagian ekor bawah sampai akhirnya terlepas sama sekali
dari ekor. Pemasakan ini disebabkan oleh adanya sekresi dari sel-sel epitel pada
ductus epididymis. Pada sapi jantan, proses pendewasaan terjadi di bagian kepala
dari epididymis hampir 50% dari jumlah spermatozoa terdapat dibagian cauda

epididymis (Partodiharjdo, 2009).
C. Kualitas Semen

Semen adalah hasil ecjakulasi yang terdiri dari spermatozoa yang
dihasilkan oleh testes dan tercampur dalam plasma semen, berupa cairan yang
dihasilkan oleh testes dan kelenjar aksesoris lainnya (Toelihere, 1993). Kualitas
semen yang baik akan menghasilkan angka konsepi yang tinggi (Pratiwi, 2006).
Penentuan kualitas dan kuantitas semen dapat diamati melalui pemeriksaan
makrokopis dan mikrokopis (Toelihere, 1993). Selanjutnya Toelihere (1993)
menambahkan pemeriksaan makrokopis meliputi volume, pH, warna, konsistensi
dan bau, Pemeriksaan mikrokopis meliputi gerakan masa, gerak inividu,
konsentrsi, pewarnanan diferensiasi morfologi spermatozoa hidup dan mati,

normal dan abnormalitas serta aktifitas metabolisme spermatozoa.



Salisbury dan Van Demark (1993) menyatakan bahwa ada tiga motilitas
spermatozoa (a) Gerakan progresif (b) Gerakan berputar (c) Gerakan ditempat dua
tipe gerakan terakhir disebabkan oleh gerak ekor yang abnormal dan motilitas
kurang dari 50 % akan menghasilkan angka konsepsi yang lebih rendah.
Koonjaenak dan Martinez (2007) melihat abnormalitas spermatozoa dideteksi
dengan metode pewarnaan dan biasanya digolongkan sebagai kepala, badan dan
ekor yang abnormal. Abnormalitas sperma yang paling umum adalah kepala
berbentuk buah pir, tetesan sitoplasma proksimal, ekor bengkok, dan ekor

melingkar di bawah kepala (Suardi, 2002)..

Kualitas spermatozoa hasil ejakulasi dapat dipengaruhi ofeh beberapa
faktor seperti lama siang hari, musim, umur ternak dan pakan (Partodiharjdo,
2009). Lama penyinaran atau panjang siang hari merupakan faktor lingkungan
penting yang mempengaruhi reproduksi dan aktivitas seksual sapi (Sansone ef al.,
2000). Pada musim dingin akan dihasilkan kualitas sperma yang lebih baik dari
pada musim panas (Partodiharjdo, 2009). Pada musim panas sapi mempunyai
tingkat stress yang lebih tinggi karena sapi sangat sensitif terhadap stres panas,
sehingga kualitas semen akan menurun pada musim panas (Sansone er al., 2000).
Faktor lain yang mempengaruhi kualitas semen adalah usia sapi. Sapi dewasa
akan menghasilkan kualitas semen yang lebih baik dibandingkan sapi yang baru
mencapai dewasa kelamin, tiap individu sapi juga mempunyai kualitas semen

yang berbeda (Saeed, e al. 1990).
D. Pengenceran Semen

Setelah pengambilan semen dari pejantan dengan menggunakan vagina

buatan maka selanjutnya dilakukan pengenceran (Toelihere, 1993). Selanjutnya
8




Jarak kandang tempat pengumpulan semen terkadang agak jauh hal ini
membutuhkan waktu tempuh yang cukup lama. Vale er al, (1991)
mengemukakan bahwa spermatozoa sebaiknya dibiarkan selama 10 — 15 menit di
dalam plasmanya sebelum diencerkan. Namun sifat semen yang bisa mengalami
aglutinasi, maka sebaiknya semen segera diencerkan setelah ejakulasi agar tidak
terjadi aglutinasi semen dan motilitas semen tetap terjaga (Sansone et al. 2000).
Pengenceran menurut Saacke (1982) akan mempengaruhi kualitas spermatozoa
dari semen yang dihasilkan, disamping itu penyimpanan dan proses penanganan
lainnya juga akan mempengaruhi kualitas spermatozoa.

Media pengencer yang digunakan harus mampu melindungi spermatozoa
selama proses pendinginan, pembekuan dan thawing (Salamon dan Maxwell,
2000). Menurut Sansone ef al., (2000) pengencer akan menentukan kualitas dari
semen beku yang dihasilkan, pengenceran dengan tingkat perbandingan 1:1
sampai 1:12 telah berhasil dilakukan pada semen sapi. Perbandingan volume
pengencer dengan volume semen sebaiknya didasarkan pada konsentrasi sperma
(Purdy, 2006). Media pengencer biasanya terdiri dari buffer, krioprotektan dan
zat-zat lain yang ditambahkan kedalam pengencer, yang melindungi spermatozoa
selama pembekuan dan thawing, antibiotik biasanya juga ditambahkan kedalam

media pengenceran (Sansone ef al., 2000).

Kuning telur dipakai dalam media pengenceran sebagai krioprotektan non-
permeabel yang umum dipakai untuk sebagian besar spesies ternak termasuk sapi
(Sansone et al., 2000). Kuning telur dipercaya secara luas bahwa low density
lipoprotein (LDL) yang terkandung memberikan perlindungan spermatozoa

selama kriopreservasi. LDL melekat pada membran spermatozoa dan memberikan



perlindungan pada spermatozoa dengan menstabilkan membran. LDL menyerap
protein yang merugikan yang ada dalam plasma semen sehingga meningkatkan
kemampuan pembekuan spermatozoa (Foote dan Kaproth, 2002). Beberapa
penelitian dilakukan mengenai penggunaan level kuning telur yang diperlukan
untuk semen beku sapi dan umumnya digunakan dengan konsentrasi 20%

(Sansone et al., 2000).

Hal ini sejalan dengan pernyataan Toelihere (1993) bahwa kuning telur
memiliki kandugan glukosa, protein, vitamin-vitamin yang larut dalam air
maupun yang larut dalam minyak, selanjutnya bahwa pengencer sitrat kuning
telur terdiri dari bagian kuning telur segar yang dicampur dengan satu bagian
penyanggah sirtra natricus. Satu penyanggah sitrat natricus yang isotonic

terhadap semen sapi terdiri dari 2,9 g Na;CsHsO, 2H,O per 100ml aquadestillata.

E. Waktu Equilibrasi

Waktu equilibrasi adalah periode yang diperlukan spermatozoa sebelum
pembekuan untuk menyesuaikan diri dengan pengencer supaya sewaktu
pembekuan kematian spermatozoa yang berlebihan dapat dicegah (Toelihere,
1993). Pada equilibrasi tidak hanya terjadi keseimbangan konsentrasi Gliserol,
tetapi juga komponen ekstender osmotis aktif lainnya (Salamon dan Maxwell
2000). Oleh karena itu, fenomena ini berinteraksi dengan jenis extender (buffer
dan krioprotektan) yang digunakan dan dengan mudah dapat berinteraksi dengan
prosedur kriogenik lain (Marshall, 1984). Dalam hal ini, Dhami, et al. (1996)
meneliti equilibrasi semen kerbau diencerkan dengan Tris atau asam sitrat selama
2, 4 atau 6 jam. Didapatkan bahwa persentase hidup spermatozoa post-thawing

lebih baik setelah 4 jam equilibrasi dari pada setelah 2 atau 6 jam.
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F. Pembekuan Semen

Pembekuan adalah suatu fenomena pengeringan fisik, apabila suatu
larutan dibekukan maka pelarut yaitu air membeku menjadi kristal-kristal es dan
bahan terlarut tidak bersatu dengan kristal-kristal tersebut melainkan
berakumulasi dan makin pekat (Toelihere, 1997). Menurut Novita (2001) Pada
pembekuan semen terbentuk kristal-kristal es dan terjadi penumpukan elektrolit
serta bahan terlarut lainnya di dalam larutan atau dalam sel. Kristal-kristal es
intraseluler dapat merusak spermatozoa secara mekanik. Selanjutnya Novita
(2001) mengemukakan selama proses pembekuan dapat terjadi penurunan
motilitas yang disebabkan karena pengaruh pengencer atau kerusakan yang
disebabkan oleh proses pembekuan (cold shock). Kematian spermatozoa selama
pembekuan berkisar antara 20-80% dengan rata-rata 50 % kualitas semen.

Peningkatan kualitas semen beku sangat ditentukan oleh pemprosesan
spermatozoa dari saat koleksi, pengenceran sampai dengan dibekukan, sehingga
dapat menaikkan angka kebuntingan (Pratiwi, ef al. 2006). Pada proses produksi
semen beku dengan metode dua tahap terdiri dari beberapa tahapan, antara lain
koleksi semen, pengenceran, ekuilibrasi, filling dan seeding, pre freezing dan
freezing (Balai Inseminasi Buatan Ungaran, 2011). Pembekuan semen merupakan
langkah untuk memprtahankan kualitas semen, mortilitas sebelum dilakukan
insemiasi buatan (Toelihere, 1993). Acha, ef al. (2013) melakukan penelitian pada
spermatozoa keledai dengan pengambilan secara ejakulasi. Pembekuan dilakukan
dengan perlakuan (i) pendinginan dalam kontainer selama 2 jam dan pembekuan
dalam N2 Cair (ii)  pendinginan mengunakan alat yang diprogram dengaﬁ
kecepatan -2°C/menit dari 25 sampai 22°. -0.3°C/menit antara 22°C dan 10°C,
dan -0.2°C/menit dari dari 10 sampai 4°C dan pembekuan menggunakan N2 Cair
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(iii) pendinginan dalam lemari es pada suhu 5°C selama 1 jam dan pembekuan
dengan kecepatan -6"C/menit dari 5 sampai -8°C dan 4°C antara -8°C dan -50°C

(iv) ultra-rapid pembekuan dalam N2 cair.

G. Thawing

Thawing sama pentingnya dengan fase pembekuan bagi kelangsungan
hidup spermatozoa. Menurut Marshall (1984) spermatozoa yang telah bertahan
selama pendinginan dalam suhu -196°C harus dilakukan pencairan kembali.
Pengaruh pencairan tergantung pada apakah tingkat pendingin telah cukup tinggi
untuk menginduksi pembekuan intraselular atau cukup rendah untuk

menghasilkan dehidrasi sel (Toelihere, 1993).

Thawing pada temperatur tinggi untuk waktu yang terlalu lama dapat
mengakibatkan fluktuasi pH, denaturasi protein dan kematian sel (Pratiwi ef al,
2007). Thawing untuk semen beku sapi dari beberapa has_;ﬂ penelitian
menganjurkan thawing menggunakan air kran pada suhu 35°C minimal 30 detik
(Marshall, 1984). Untuk semen beku sapi dalam pengencer Tris, Rao, et al.,
(1986) menguji dua cara thawing (37°C selama 30 detik dan 75°C selama 9 detik).
Dari hasil penelitian disimpulkan bahwa nilai terbaik didapatkan pada semen yang
dithawing pada suhu 37°C selama 30 detik. Hasil penelitian Dhami, et al., (1996)
suhu thawing terbaik untuk semen beku sapi adalah 4°C selama 5 menit, 40°C
selama 1 menit dan 60°C selama 15 detik. Dapat disimpulkan bahwa thawing
pada suhu 60°C selama 15 detik menghasilkan kualitas post-thawing terbaik pada

spermatozoa sapi.
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. MATERI DAN METODE
A. Materi Penelitian

Materi yang digunakan dalam penelitian ini adalah spermatozoa dari 4
buah cauda epididymis sapi Peranakan Simmental dengan umur 2-4 tahun yang
telah dipotong di Rumah Potong Hewan (RPH) Tradisional Piai dan Pasar Bandar
Buat Padang.

Alat-alat yang digunakan yaitu komputer kontrol rate freezer, kontainer,
mikroskop, gelas obyek dan penutup, tabung reaksi, ministraw 0,25 ml, gelas ukur
100 ml, timbangan analitik, lemari es, inkubator, batang pengaduk, kertas saring,
Jarum suntik, kertas lakmus, tissu, cawan petri, kertas label dan lain-lain.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah : spermatozoa,
natrium sitrat, fruktosa, kuning telur yang berasal dari telur ayam ras, gliserol,
penisilin, streptomisin, aquabidest, pewarna eosin 2%, NaCl fiologis 3%, nitrogen

cair, dan alkohol 96%.

B. Metode Penelitian
1. Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimen dengan menggunakan
Rancangan Acak Kelompok (RAK), dengan empat perlakuan dan empat
kelompok pengambilan spermatozoa dari cauda epididymis sapi Peranakan
Simmental sebagai ulangan. Alur rancangan penelitian dapat dilihat pada gambar

2.
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Koleksi Spermatozoa
v

Pengenceran Na sitrat kunig
telur + gliserol 6 %

v

Penyimpanan dalam kulkas
suhu +5°C selama 3 jam

v

Perlakuan Pembekuan ( PO,
Fi.PLF3)

:

Container

v

Thawing
v

Evalﬁasi

Gambar 2. Rancangan penelitian

Perlakuan:

PO = perlakuan kontrol dilakukan berdasarkan standar BIB Lembang dengan
penguapan diatas N2 cair kecepatan penurunan suhu + 22,2°C/menit selama
9 menit .

P1 = perlakuan pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu 15°C/menit dari
5°C sampai (- 120°C).

P2 = perlakuan pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu 20°C/menit dari
5°C sampai (- 120°C).

P3 = perlakuan pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu 25°C/menit dari
5°C sampai (-120°C)
Waktu perlakuan pembekuan dengan penurunan suhu P1, P2, P3 adalah

selama 9 menit sesuai dengan standar prosedur operasional pembekuan semen

menurut Dinas Peternakan Provinsi Sumatra Barat (2013).
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2. Pelaksanaan Penelitian
a) Pengambilan Spermatozoa Cauda Epididymis Sapi Peranakan Simmental
Testis diambil di Rumah Potong Hewan (RPH) Tradisional Piai dan
Bandar Buat Padang. Sampel spermatozoa diambil dari metode aspirasi
menggunakan jarum suntik 3 ml yang telah berisi larutan Media TALP sebanyak
0,5 cc, jarum ditusukkan pada posisi cauda epididymis sampai bagian cauda
membengkak. Setelah bagian cauda membengkak cauda epididymis disayat dan
spermatozoa di tampung pada cawan petri kemudian spermatozoa siap di evaluasi.
b) Evaluasi spermatozoa segar.
Evaluasi spermatozoa setelah penampungan dilakukan secara makroskopis
dan mikroskopis.

1) Pengamatan secara makroskopis menurut Partodihadjo (2009).

Volume : spermatozoa yang didapat langsung terbaca pada tabung
penampung yang berskala.

Warna : spermatozoa sapi normal berwarna seperti susu atau krem
keputih-putihan dan keruh.

Konsistensi : Konsistensi dapat diperiksa dengan menggoyangkan tabung
yang berisi spermatozoa secara perlahan-lahan dan dimiringkan
serta diamati kekentalannya. spermatozoa yang baik derajat
kekentalannya hampir sama atau sedikit lebih kental dari susu.
Sedangkan yang jelek, baik warna maupun kekentalannya sama
dengan air buah kelapa.

pH . Ditentukan dengan mencelupkan kertas pH universal kedalam

spermatozoa, perubahan warna pH dicocokkan dengan warna
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standar.
Bau :  Umumnya semen sapi yang normal berbau khas.

2) Pengamatan Secara Mikroskopis.
Gerakan Massa. Diamati dengan cara meneteskan satu tetes spermatozoa
diatas objek glass dan diperiksa dibawah mikroskop dengan pembesaran 10 x 10
dan cahaya yang dikurangi. Kemudian dilihat gelombang-gelombang yang
ditimbulkan oleh gerakan spermatozoa. Kualitas spermatozoa yang baik dapat
ditentukan dengan memberi tanda sebagai berikut :
+++ (sangat baik) : terlihat gelombang-gelombang besar, banyak, gelap, tebal,
aktif, dan bergerak cepat.

++ (baik) : terlihat gelombang-gelombang kecil, tipis, jarang, kurang
jelas dan bergerak lamban.

+ (cukup) : tidak terlihat gelombang melainkan gerak individual aktif
progresif.

0 (buruk) : bila hanya sedikit gerakan atau bahkan tidak ada gerakan
individual.

Konsentrasi Spermatozoa. Metode yang digunakan untuk menentukan
konsentrasi spermatozoa adalah penghitungan dengan haemocytometer. Pipet diisi
dengan spermatozoa yang belum diencerkan sampai tanda 0,5. Larutan NaCl 3%
dihisap sampai tanda 101 pada pipet, larutan tersebut mengencerkan sekaligus
membunuh spermatozoa. Campuran ini dikocok hati-hati menurut angka delapan
selama dua sampai tiga menit, beberapa tetes dibuang dan dikocok lagi, kemudian
satu tetes diletakkan dibawah gelas penutup pada kamar hitung sel. Spermatozoa

dihitung dibawah mikroskop dengan pembesaran 45 x 10. Setiap kamar
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mempunyai 16 ruangan kecil dan didalam 5 kamar terdapat 80 ruangan kecil.
Seluruh gelas haemacytometer memiliki 400 ruangan kecil dengan volume 0.1
mm® didalam kamar kecil terdapat x spermatozoa, maka konsentrasi spermatozoa

dihitung berdasarkan rumus (Toelihere, 1993) adalah :

400
X x B0 X 100 x 200 = 1000 x Xmm? = X x 107 sperma/ml

¢) Pengenceran Spermatozoa

Volume spermatozoa yang didapat dibagi menjadi empat bagian,
selanjutnya diencerkan dengan pengencer yang telah disiapkan yaitu Sitrat
Kuning Telur disiapkan sebelum pengambilan semen. Bahan tersebut terdiri dari
Sitrat Natrium (Na3 C6 H507 2H20) 2,9 gram, fruktosa 1 gram, gliserol 6 %,
penicilin 1.000 IU/ml, dan streptomisin 1,000mg/ml, dalam 100 ml aquabidest.
Campurkan sitrat natrium dengan kuning telur, dengan perbandingan 1:4 yaitu 1
bagian kuning telur dan 4 bagian sitrat natrium dalam satuan ml, dilakukan sesuai

perlakuan (PO, P1, P2, P3).

d) Pendinginan ( Ekuilibrasi )

Spermatozoa yang telah diencerkan dimasukkan kedalam ministraw 0,25
ml dan disimpan dalam lemari es dengan suhu + 5°C selama 4 jam untuk
ekuilibrasi (Tejowati, 1997). Hal ini dimaksudkan agar kematian spermatozoa

yang berlebihan dapat dicegah pada waktu pembekuan (Toelihere, 1993).

€¢) Pembekuan
Setelah ekuilibrasi, spermatozoa dalam ministraw 0,25 ml dimasukkan ke
dalam freezer (control rate computer) dengan pemprograman suhu sesuai dengan

perlakuan. Perlakuan P1 pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu
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15°C/menit dari 5°C sampai (-120"). Perlakuan P2 pembekuan dengan kecepatan
penurunan suhu 20°C/menit dari 5°C sampai (-120°C). Perlakuan P3 pembekuan
dengan kecepatan penurunan suhu 25°C/menit dari 5°C sampai (-120°C) pada
masing-masing perlakuan pembekuan yaitu selama 9 menit (P1, P2, P3,),
sedangkan perlakuan PO sebagai kontrol dilakukan berdasarkan standar BIB
lembang dengan penguapan diatas N2 cair dengan kecepatan penurunan suhu
22,2°C/menit selama 9 menit. Sadhan et al., (2002) menemukan penurunan suhu
dari 5°C sampai mencapai -125°C memberikan hasil kemampuan cryopreservsi
terbaik setelah thawing. Selanjutnya starw dimasukan kedalam kontainer yang
telah berisi N2 cair dengan suhu -196°C.
d) Thawing

Pencairan kembali spermatozoa beku yang telah disimpan dalam
kontainer, dilakukan sesuai prosedur menurut Toelihere (1993). Straw diambil
dari kontainer kemudian dicelupkan ke dalam air suhu 36°C selama 12 detik.
Kemudian ujung straw dipotong dan spermatozoa ditampung dalam objek gelas

selanjutnya diamati dibawah mikroskop.

3. Parameter yang diamati
a) Motilitas Spermatozoa

Motilitas spermatozoa diukur dengan metode pergerakan dalam persen
(%). Jumlah spermatozoa yang bergerak ditaksir dan dinyatakan dalam persen
(%). Perbedaan penaksiran hanya dalam puluhan persen (%) (Partodihardjo,

2009).



b) Persentase Hidup Spermatozoa

Ditentukan dengan teknik pewarnaan eosin yaitu dengan membuat
preparat ulas, kemudian diperiksa dibawah mikroskop dengan pembesaran 45 x
10. Spermatozoa yang mati akan menyerap warna karena meningkatkan
permiabilitas, sedangkan yang hidup tidak menyerap warna. Spermatozoa
dihitung paling sedikit 200 sel, kemudian ditentukan persentase dengan rumus
(Toelihere, 1993);

jumlah spermatozoa yang hidup

1009
jumlah spermatozoa dihitung 0 »

Persentase Hidup =

¢) Abnormalitas Spermatozoa

Abnormalitas ditentukan dengan membuat preparat ulas yang tipis dengan
pewarnaan differensial lalu diamati dibawah mikroskop dengan melihat
spermatozoa yang abnormal, kemudian dihitung kira-kira 200 spermotozoa.
Menurut Toelihere (1993) spermatozoa abormalitas dapat dilihat dari perubahan
morfologinya seperti ekor menggulung, ekor terputus dan bagian tengahnya
terlipat. Kemudian ditentukan dengan rumus (Toelihere, 1993);

jumlah spermatozoa abnormal
2 TR X
jumlah spermatozoa yang dihitung

Persentase Abnormalitas = 100

4. Analisis Data

Data yang diperoleh pada penelitian dianalisis dengan Rancangan Acak
Kelompok model matematis yang digununakan adalah (Steel dan Torrie, 1991):
Model Umum Rancangan Acak Kelompok (RAK) sebagai berikut :

Yi=u+Ti+f;+ Ey
Dimana: Y;= Hasil pengamatan pada unit percobaan yang mendapat

perlakuan ke i dan kelompok ke j



u = Nilai tengah umum
i= Pengaruh perlakuan ke i
B= Kelompok atau blok ke j
E;; = Hasil pengamtan dari pengaruh sisa yang mendapat perlakuan
ke i dan kelompok ke j

Tabel 1. Analisis Keragaman Rancangan Acak Kelompok

SK db JK KT F.hitung F table
0,05 0,01

Perlakuan a—1 JKP JKP/a-1 KTP/KTS

Kelompok b-1 JKK JKK/b-1

Sisa (a-1)(b-1) JKS  JKS/(a-1)(b-1)

Total ab -1 JKT

Data yang didapat dianalisis dengan sidik ragam, bila terdapat pengaruh yang

nyata dari perlakuan, dilakukan uji lanjutan duncan multiple range test (DMRT).

5. Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Reproduksi Ternak dan
Laboratorium Bioteknologi Ternak Fakultas Peternakan Universitas Andalas dari

tanggal 21 Juli 2014 sampai dengan 02 September 2014.
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IV.  HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Kualitas Spermatozoa Segar

Hasil penilaian secara makrokopis dan mikroskopis menunjukan sebagai
dasar dalam menentukan kelayakan spermatozoa untuk diproses lebih lanjut. Hasil
Evaluasi spermatozoa segar asal cauda epididymis sapi Peranakan Simmental
dapat dilihat pada tabel 2.

Tabel 2. Evaluasi Spematozoa segar.

Pengamatan Ulangan Total Rataan
1 2 3 4
Makroskopis
Volume (ml) 7. 03 0,6 0,6 23 0,57
Warna P.S K K PS - -
Bau N N N N ” -
pH 7 7 7 7 28 7
Konsistensi P S S P =
Mikroskopis
Gerakan massa . -+ —+ -+ - -
Konsentrasi (107) 187 173 182 191 733 183,25
Motilitas (%) 80 70 70 80 300 75
Persentase hidup (%) 83,00 78,50 8536 84,00 330,86 79,62
Abnormalitas (%) 13,54 12,70 14,48 15,59 56,31 14,07
Keét K = Krem P = Pekat N = Normal
P.S = Putih susu S = Sedang ++ = Baik

+++ = Sangat baik

Volume. Volume spermatozoa yang diperoleh selama penelitian secara
berturut-turut adalah 0,7 ml, 0,5 ml, 0,6 ml, 0,6 ml dengan rataan 0,57 ml. Hasil
spermatozoa yang didapat dari cauda epididymis sapi Peranakan Simmental
dalam penelitian ini sama dengan yang dikemukakan oleh Toelihere (1993) bahwa
volume spermatozoa dari cauda epididymis sapi bervariasi antara 0,15-0,6 ml.
cauda epididymis yang digunakan dalam penelitian ini adalah cauda epididymis

sapi Peranakan Simmental yang dewasa klamin berkisar umur 2-4 tahun.
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Warna. Warna spermatozoa bervariasi dari putih susu sampai krem dan
perbedaan warna spermatozoa disebabkan oleh konsentrasi spermatozoa (Vale,
1994). Selama empat kali pengambilan cauda epididymis sapi Peranakan
Simmental diperoleh adalah warna putih susu atau krem. Menurut Toelihere
(1997) warna spermatozoa sapi yang normal adalah seperti putih susu atau krem
keputih-putihan atau keruh yang mana drajat kekeruhannya tergantung kepada
konsentrasi spermatozoa. Selanjutnya Feradis (2010) mengemukakan tingginya
konsentrasi spermatozoa tampak pada warna semen tersebut, semakin pekat warna

semen maka semakin tinggi pula konsentrasinya dan begitu pula sebaliknya.

Bau. Bau spermatozoa yang diperoleh selama penelitian adalah normal,
berbau khas spermatozoa. Pada dasarnya spermatozoa diperoleh dari cauda
epididymis sapi memiliki bau yang tidak berbeda signifikan yaitu bau khas
spermatozoa. Pendapat Toelihere (1993) bahwa bau spermatozoa normal adalah:

berbau khas atau merangsang.

pH. Penilaian pH diukur dengan cara mengambil sedikit spermatozoa
kemudian diteteskan ke kertas lakmus dan diamati perubahan yang sama dengan
pH BTB paper. Pada empat kali pengambilan spermatozoa asal cauda epididymis
sapi Peranakan Simmental didapatkan rataan pH yaitu 7, Nilai ini termasuk
normal karena kisaran pH semen sapi adalah 6,4-7,8 (Hafez, 2000). Selanjutnya
derajat keasaman memegang peran yang sangat penting karena mempengaruhi

viabilitas spermatozoa.

Konsistensi. Konsistensi semen yang baik, derajat kekentalannya hampir
sama atau sedikit lebih kental dari susu, sedangkan semen kurang baik, warna

maupun kekentalannya sama dengan air buah kelapa (Hafez, 2000). Berdasarkan

22



empat kali pengambilan cauda epididymis sapi Peranakan Simmental konsistensi
yang diperoleh adalah sedang sampai pekat.Konsistensi atau derajat kekentalan
diperiksa dengan mengangkat tabung reaksi yang telah berisi spermatozoa secara
perlahan. Toelihere (1993) mengemukakan bahwa spermatozoa  dengan
konsistensi krem mempunyai konsentrasi 1000 juta sampai 2000 juta sel per

milliliter atau lebih.

Gerakan Massa. Hasil evaluasi yang dilakukan selama penelitian dari
empat kali pengambilan semen asal cauda epididymis sapi Peranakan Simmental
tiga kali pengambilan semen mempunyai gerakan massa sangat baik (+++) dan
satu kali pengambilan semen mempunyai gerakan massa baik (++). Hasil analisa
diperlihatkan dengan adanya gelombang awan hitam, gelap, tebal dan
pergerakannya cepat, ini berarti bahwa semen tersebut memiliki pergerakan massa
yang cukup baik untuk diolah menjadi semen beku. Seperti dinyatakan
Partodihardjo (2009) gerakan massa berhubungan erat dengan konsentrasi dan
motilitas spermatozoa bila semen segar memiliki gerakan massa +++ artinya
tingkat kepadatan spermatozoa tinggi, gelombang bergerak cepat, dan

diperkirakan terdapat 90% bahkan lebih spermatozoa yang aktif,

Konsetrasi. Empat kali pengambilan spermatozoa asal cauda epididymis
sapi Peranakan Simmental yang dilakukan selama penelitian diperoleh konsentrasi
berturut-turut : 187 X 107, 173 X 107, 183 X 107 dan 191 X 107 spermatozoa
per ml semen dengan rata-rata 183,25 X 107 spermatozoa per ml semen. Hasil
yang diperoleh pada penelitian ini lebih tinggi dibandingkan dengan yang
dilaporkan Rizal (2009) pada sapi Bali yaitu rata-rata 11.222,50 juta sel/ml

(kisaran 10.590-11.780 juta sel/ml) dan Fadhilah (2013) pada sapi Pesisir dengan
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rataan 152,5 X 107. Konsentrasi spermatozoa cauda epididymis pada hewan
mamalia dilaporkan sebesar 10.000-50.000 juta sel/ml (Senger, 1999). Menurut
Situmorang (2002) perbedaan konsentrasi spermatozoa antar pejantan diduga

disebabkan karena kualitas genetik pada masing-masing pejantan.

Motilitas. Nilai motilitas spermatozoa segar cauda epididymis sapi
Peranakan Simmental selama penelitian adalah rataan 75%. Nilai ini sama dengan
yang diperoleh Rizal (2009) pada spermatozoa cauda epididymis sapi Bali dengan
rataan 75%. Menurut Bearden ef al. (2004) nilai motilitas semen sapi antara 70%
sampai 80%. Banyak faktor-faktor yang mempengaruhi perbedaan nilai motilitas
spermatozoa seperti perbedaan antar bangsa, umur, kematangan spermatozoa dan

plasma semen (Hafez, 2000).

Persentasi Hidup. Persentase hidup spermatozoa yang diperoleh selama
empat kali pengambilan spermatozoa asal cauda epididymis sapi Peranakan
Simmental rata-rata adalah 79,62%. Menurut Hafez (2000) spermatozoa hidup
yang berkaitan erat dengan motilitas, dipengaruhi oleh umur spermatozoa,
maturasi spermatozoa, penyimpanan energy (ATP), agen aktif, biofisik dan

fisiologik dan adanya rangsangan atau hambatan.

Evaluasi spermatozoa yang hidup dan mati dibedakan dengan reaksinya
terhadap warna yang biasa diberikan yaitu eosin. Spermatozoa yang tidak motil
dan dianggap mati bersifat menyerap warna dan spermatozoa yang motil yang
diangap hidup tidak menyerap berwarna. Menurut Susilawati (2011) bahwa eosin
dan eosin negrosin adalah pewarna yang biasa dipergunakan dalam pengamatan

persentasi hidup dan abnormalitas spermarozoa, sehingga pengamatan
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spermatozoa yang berwarna dan tidak berwarna menjadi jelas dan spermatozoa

yang berwarna sebagian juga dianggap mati.

Abnormalitas. Evaluasi abnormalitas dilakukan berdasarkan pengamatan
pada ekor, kepala dan bentuk yang tidak normal. Hasil pengamatan abnormalitas
spermatozoa yang diperoleh selama penelitian dari empat kali pengambilan
spermatozoa asal cauda epididymis sapi Peranakan Simmental adalah dengan
rataan 14,07%. Hasil ini lebih tinggi yang diperoleh Rizal (2009) terhadap cauda
epididymis Domba Periangan yaitu 8,9%, sedangkan Fadhilah (2013) melaporkan
rataan abnormalitas spermatozoa cauda epididymis sapi pesisir adalah 13,50%,
hasil ini tidak berbeda signifiakan. Abnormalitas spermatozoa pada sapi sekitar
20% fertilitas akan menurun (Susilawati, 2011). Ditambahkan Toelihere (1997)
bahwa selama abnormalitas spermatozoa belum mencapai 20% dari contoh

semen, maka semen tersebut masih bisa dipakai untuk inseminasi buatan.

B. Pengaruh Perlakuan Terhadap Motilitas spermatozoa

Rataan motilitas spermatozoa sapi Peranakan Simmental setelah
diencerkan dengan Natrium sitrat dan kuning telur dan selanjutnya di bagi atas
empat perlakuan pembekuan yang berbeda dan perlakuan PO sebagai kontrol
(kecepatan penurunan suhu 22,2°C/menit) , P1 (pembekuan dengan kecepatan
penurunan suhu 15°C/menit), P2 (pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu
20°C/menit) dan P3 (pembekuan dengan kecepatan penurunan suhu 25°C/menit)

dapat dilihat pada Tabel 3.
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Tabel 3. Motilitas spermatozoa untuk masing-masing setelah perlakuan

pembekuan (%).
Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)
e — i 8 15 (P1) 20 (P2) 25 (P3)
I 40 40 30 30
11 30 40 30 20
11| 40 40 20 20
v 40 40 30 20
Total 150 160 110 90
Rata-rata 314 40° 215 ol

Keterangan: Superskrip dengan huruf kecil yang berbeda menunjukkan pengaruh
yang berbeda sangat nyata (P<0,01).

Dari tabel di atas terlihat bahwa rata-rata motilitas untuk masing-masing
perlakuan PO sebagai kontrol dengan kecepatan penurunan suhu 22.2°C/menit, P1
kecepatan penurunan suhu 15°C/menit, P2 kecepatan penurunan suhu 20°C/menit,
P3 kecepatan penurunan suhu 25°C/menit, adalah 37,5%, 40%, 27,5% dan 22,5%
secara berturut-turut. Pada perlakuan kecepatan penurunan suhu 15°C/menit
merupakan motilitas tertinggi dan perlakuan kecepatan penurunan suhu
25°C/menit merupakan motilitas terendah. Hasil ini sesuai dengan yang
dikemukakan Kwon et al. (2002), motilitas dan integritas akrosom spermatozoa
dapat dipertahankan pada tingkat laju penurunan suhu optimum yang berada pada

kisaran 13°C/menit.

Hasil analisis sidik ragam (Lampiran 1) menunjukkan bahwa kecepatan
penurunan suhu selama pembekuan berpengaruh sangat nyata (P<0,01) dimana
perlakuan PO yaitu sebagai kontrol dan P1 kecepatan penurunan suhu 15°C/menit
berbeda sangat nyata (P<0,01) dengan P2 kecepatan penurunan suhu 20°C/menit
dan P3 kecepatan penurunan suhu 25°C/menit. Menurut Susilawati (2011)
pembekuan yang sangat cepat akan menyebabkan cold shock dan pembentukan

kristal es, pembekuan dengan cara lambat dapat menyebabkan konsentrasi garam
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meningkat saat keluarnya air pada saat pembekuan dan meningkatkan tekanan
osmose pada periode pembekuan dan merusak protein dan lippo protein dalam
spermatozoa dan akrosom. Pada perlakuan kontrol tidak menunjukan perbedaan
nyata pada proses pembekuan, disebabkan proses perlakuan kontrol dilakukan
berdasarkan standar BIB dengan penguapan diatas N2 cair selama 9 menit
selanjutnya dimasukan kedalam N2 cair dan disimpan dalam container yang
berisikan N2 cair. Menurut Hafez (2000) bahan untuk pembekuan yang dapat
digunakan adalah dry ice, liquid cair, O2 cair dan N2 cair yang paling populer
sebab merupakan pilihan yang cocok karena dapat disimpan dalam waktu yang

lama dengan teknik peyimpanan yang mudah dengan menggunakan container.

C. Pengaruh Perlakuan Terhadap Persentase Hidup Spermatozoa.

Berdasarkan hasil pengamatan yang dilakukan selama penelitian dapat
dilihat adanya perbedaan persentase hidup spermatozoa asal cauda epididymis
sapi Peranakan Simmental pada masing-masing perlakuan seperti pada tabel 4.

Tabel 4. Persentase hidup spermatozoa untuk masing-masing perlakuan (%).

Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)

Kelompok —gontrol (P0) 15 (P1) 20 (P2) 25 (P3)
I 44,00 54,00 36,00 30,00

Il 42,12 48,57 32,00 30,50

I 42,57 44,00 42,18 39,32

v 38,57 44,17 38,80 36,27
Total 167,26 190,74 148,98 136,09
Rata-rata 41,81% 47,68° 37,24 34,02°

Keterangan: Superskrip dengan huruf kecil yang berbeda menunjukkan pengaruh
yang berbeda sangat nyata (P<0,01).

Pada tabel 4 menunjukkan bahwa perlakuan pembekuan mempengaruhi
persentase hidup spermatozoa setelah thawing. Rataan persentase hidup

spermatozoa asal cauda epididymis sapi Peranakan Simmental pada masing-
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masing perlakuan adalah 41,81%, 47,68%, 37.24% dan 34,02%. Dimana rataan
persentase hidup spermatozoa yang didapat dari perlakuan P1 (pembekuan dengan
kecepatan penurunan suhu 15°C/menit) menunjukkan nilai rataan tertinggi yaitu
47,68% dan yang terendah pada perlakuan P3 (pembekuan dengan kecepatan
penurunan suhu 25°C/menit). Hasil ini tidak berbeda dengan laporan Herdiawan
(2004) bahwa daya tahan spermatozoa domba selama penyimpanan 4 jam
tertinggi dicapai pada laju pembekuan dengan penurunan suhu 13°C/menit yaitu

sebesar 35,54%.

Hasil analisis sidik ragam (Lampiran 2) menunjukkan bahwa kecepatan
penurunan suhu selama pembekuan berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap
persentase hidup spermatozoa asal cauda epididymis sapi Peranakan Simmental.
Kecepatan penurunan suhu yang rendah selama pembekuan mampu
mempertahankan daya hidup spermatozoa. Menurut Susilawati (2011) kisaran
temperatur kritis untuk hidupnya sel adalah -4°C menjadi -60°C saat pembekuan,
sedangkan saat thawing antara suhu -70°C menjadi -20°C. Berdasarkan data yang
diperoleh semakin tinggi kecepatan penurunan suhu yang dilakukan selama
pembekuan maka dapat menurunkan viabilitas dan kemampuan memfertilisasi
spermatozoa karena saat pembekuan bisa mengakibatkan stress fisik dan
perubahan kimia. Menurut Hafez (2008) spermatozoa yang mengalami cold shock
saat pembekuan diakibatkan adanya stress oksidasi oleh ROS (Reative Oxygen

Species).
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D. Pengaruh Perlakuan Terhadap Abnormalitas spermatozoa.

Berdasarkan hasil pengamatan yang difakukan selama penefitian dapat
dilihat adanya perbedaan abnormalitas spermatozoa asal cauda epididymis sapi
Peranakan Simmental pada masing-masing perlakuan dapat dilihat pada tabel 5.

Tabel 5. Persentasi abnormalitas spermatozoa untuk masing-masing perlakuan

(%).
Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)
Kelompok — Kool (P0) 15 (P1) 20 (P2) 25 (P3)
I 21,12 22,68 20,15 20,45
1] 26,00 13,26 19,02 17,10
11 25,15 17,87 21,87 20,02
I\ 22,57 16,86 15,18 23,00
Total 94,84 68,67 76,22 80,57
Rata-rata 23.91° 17,16 19,05 20,14°

Keterangan : Superskrip dengan huruf kecil yang berbeda menunjukkan
pengaruh yang berbeda nyata (P<0,01).

Pada tabel 5 terlihat bahwa rataan Abnormalitas Spermatozoa asal cauda
epididymis sapi Peranakan Simmental pada masing-masing perlakuan adalah
23,17%, 17,16%, 19,05%, 20,14%. Dimana nilai rata-rata abnormalitas
spermatozoa yang didapat dari perlakuan Pl (pembekuan dengan kecepatan
penurunan suhu 15°C/menit) menunjukkan nilai rataan terendah yaitu 17,16% dan
yang tertinggi pada perlakuan PO (kontrol dengan kecepatan penurunan suhu
22,2°C/menit) yaitu 23,17%. Hasil yang dilaporkan Hendriawan (2004) pada laju
penurunan suhu 13°C/menit memberikan hasil nilai rataan abnormalitas lebih
rendah yaitu sebesar 16,04%, dibandingkan perlakuan laju pembekuan 20°C/menit
dan TOC/menit, yang secara berturut-turut adalah sebesar 22,01% dan 23,04%.
Selanjutnya rataan abnormalitas spermatozoa paling rendah dicapai pada tingkat
perlakuan jenis pengencer Tris-kuning telur sebesar 19,05% dibanding tingkat
perlakuan jenis pengencer Sitrat kuning telur yaitu sebesar 21,67%.
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Menurut Fatkhawati (2007) apabila ditemukan 20 % atau lebih sperma
abnormal maka kualitasnya dianggap jelek. Evaluasi abnormalitas spermatozoa
dilakukan dengan membuat preparat ulas yang ditambahkan pewarnaan eosin 2%.
Sesuai dengan anjuran Toelihere (1993) penentuan persentase hidup spermatozoa
dan abnormalitas dilakukan berdasakan pewarnaan diferensial. Ada dua macam
spermatozoa abnormal menurut Partodihardjo (2009) yaitu abnormalitas primer
yang meliputi kelainan pada kepala seperti kepala kecil, kepala besar, kepala
kerucut, kepala dua, kepala salah bentuk, kepala bulat, berekor dua, akrosom salah
bentuk, berleher besar, sedangkan abnormalitas sekunder meliputi kepala terpisah
dari leher, leher patah, ekor kusut, ekor patah dan ekor tergulung. Abnormalitas
yang paling banyak dijumpai selama pengamatan dalam penelitian ini adalah
abnormalitas sekunder yaitu kepala terpisah dari leher, leher patah, ekor kusut,
ekor patah dan ekor menggulung. Abnormalitas sekunder disebabkan perlakuan
ketika pembuatan preparat ulas (Solihati, et al, 2008). Sedangkan abnormalitas

primer seperti kepala terlampau kecil dan ekor ganda.

Hasil analisis sidik ragam (Lampiran 3) menunjukkan bahwa kecepatan
penurunan suhu selama pembekuan memberikan pengaruh yang berbeda nyata
(P<0,01) terhadap abnormalitas spermatozoa asal cauda epididymis sapi
Peranakan Simmental yang berarti bahwa kecepatan penurunan suhu selama
pembekuan mampu mempertahankan dari kerusakan sehingga jumlah
spermatozoa abnormal tetap kecil. Pada tingkat kecepatan selama pembekuan
akan berpengaruh sekali pada tingkat abnormalitas spermatozoa sebagai akibat
terjadinya perubahan fisik media hidupnya, dari massa ekuilibrasi menuju proses

pembekuan. Menurut Rizal (2009) perubahan tekanan osmotik, maupun
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pembentukan kristal-kristal es intraseluler, hal tersebut dapat menyebabkan
perubahan struktur spermatozoa seperti bentuk spermatozoa yang ekornya
membengkok atau kepala terlepas. Selanjutnya fluktuasi perubahan suhu
pembekuan dan pada saat thawing akan mengurangi proporsi spermatozoa motil

dan menyebabkan kerusakan ultra struktural, biokimia dan fungsional.

31




V. KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan penelitian ini dapat ditarik kesimpulan

1. Kecepatan penurunan suhu selama pembekuan berpengaruh terhadap
motilitas, Persentase hidup dan Abnormalitas spermatozoa sapi Peranakan
Simmental.

2. Kecepatan penurunan suhu 15°C/menit menghasilkan persentase terbaik
dengan rataan persentase motilitas spermatozoa 40%, persentase hidup
47,68%, persentase abnormalitas spermatozoa 17,16%,

B. Saran
1. Dalam proses pembuatan semen beku khususnya spermatozoa yang

berasal dari cauda epididymis disarankan untuk melakukan penurunan
suhu + 15°C/menit dari suhu 5°C sampai suhu -120°C.
2. Perlu dilakukannya penelitian terhadap viabilitas spermatozoa beku dari

epididymis baik secara in vitro maupun in vivo (lapangan).
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Lampiran 1. Analisis Statistik Pengaruh Perlakuan Terhadap Motilitas

Spermatozoa

Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)

Kelompok —— o) s 20 25 Jumlah
I 40 40 30 30 140
I 30 40 30 20 130
1 40 40 20 20 120
IV 40 40 30 20 130
Total 150 160 110 90 520
Rabiorabi 37.5 40 27.5 225 127.5
2
pc 520
16
= 16256,25
2 2 2 2
JKP 2(150) +(160)4(110) +(90) 1625625
=818.75
2 2
R =0 +4 ............ +(130) 1625625
= 68,75
KT = (40)% + eoooe oo o + (20)%— 16256,25
= 156,25

JKS  =JKT-JKK - JKP

= 1043,75- 68,75- 818,75

= 156,25
KP K
KTP = jT BT 2791
KK
KTK =2n B _srgi
3 3
KTS =ﬁgs = 156'25—17.36
Phit Py = 27228 15,72
KTS 17,36
KTK 2291
Fhit (K)= KTS 1736 ° 2
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Analisis Keragaman Rancangan Acak Kelompok

SK Db JK KT F.hitung F tabel
0,05 0,01

Perlakuan 3 175 13,33 15,72%% 3,86 6,99

Kelompok 3 50 16,66 1,32 38 6,99

Sisa 9 185 20,55

Total 15 1043,75

Keterangan :** = Berbeda sangat nyata

Uji Jarak Berganda Duncan Multi Range Test (DMRT)

SE - fﬂ
T
= fﬂ=2,08
4

LSR =SSR.SE

Tabel SSR Signifikan 5% dan 1%

SSR LSR
Perlakuan 0,05 0,01 SE 0,05 0,01
2 3,20 4,60 6,66 9,58
3 3,34 4,78 2,08 6,95 10,12
4 3,42 4,90 7,10 10,40
Urutan Rata-rata Perlakuan dari yang terbesar hingga yang terkecil.
P1 PO P2 P3
40 37,5 27,5 22,5
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Selisih Rata-rata perlakuan dan dibandingkan dengan Uji DMRT

Perlakuan Selisih LSR 5% LSR 1% Ket
P1 VS PO 2.5 6,66 9,95 ns
P1 VS P2 12.5 6,95 10,12 o
PLVSP3 17,5 7,10 10,40 "
PO VS P2 10 6,66 9,95 =
PO VS P3 15 6,95 10,12 e
P2 VS P3 5 7,10 10,40 ns
Keterangan : * = Berbeda Nyata
** = Berbeda sangat Nyata
ns = Berbeda Tidak Nyata
Superskrip :
PO “ L P2 P
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Lampiran 2. Analisis Statistik Pengaruh Perlakuan Terhadap Persentase hidup
Spermatozoa

Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)

Kelompok Kor_:trol 05 : 29 7 2_5 : Jumlah
I 44,00 54,00 36,00 30,00 164,00
11 42,12 48,57 32,00 30,50 153,19
I 42,57 44,00 42,18 39,32 168,07
v 38,57 44,17 38,80 36,27 157,81
Total 167,26 190,74 148,98 136,09 643,07
Rata-rata 41,81 47.68 37.24 34,02
2
FK _(643,07)
16
=25846,18
2 2
JKK = (164)°+ 4 .......... + (157,81) 25846.18
= 84836,70—25846,18
=32.50
JKT = (4424 oo + (36,27)%-25846,18

=26468,40—-25846,18
= 622,20

B i e S +(136,09)>

JKP —25846,18

=91182,81-25846,18
=422,10
JKS  =JKT-JKP-JKK

=622,20 - 422,10 - 32,49

= 167,61
KTp =2_14970 14070
3 3
KK g
KK -io=D0_ a
KTS =1%§=167'61“18,62
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KTP 140,70

E (P)zﬁs- e 18,62 1593
- —K'rK == ﬂ =
Fhit (K)_EE v 0,58

Analisis Keragaman Rancangan Acak Kelompok

SK Db JK KT F.hitung F tabel

0,05 0,01
Perlakuan 3 422,10 140,70 a3 3,86 6,99
Kelompok 3 32,49 10,83 0,58 386 6,99
Sisa 9 167,61 18,62

Total 5 622,20

1
Keterangan :** = Berbeda Sangat Nyata

Uji Jarak Berganda Duncan Multi Range Test (DMRT)

T
18,62=
- 2,16
LSR =SSR.SE

Tabel SSR Signifikan 5% dan 1%

SSR LSR
Perlakuan 0,05 0,01 SE 0,05 0,01
2 3,20 4,60 6,90 9,92
3 3,34 4,78 2,16 720 10,48
4 3,42 4,99 7,35 10,76

Urutan Rata-rata Perlakuan dari yang terbesar hingga yang terkecil

P1 PO P2 P3
47,68 41,81 37,24 34,02
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Selisih Rata-rata perlakuan dan dibandingkan dengan Uji DMRT

Perlakuan Selisih LSR 5% LSR 1% Ket
P1 VS PO 5,87 6,90 9,92 ns
P1VSP2 10,26 7,20 10,48 .
P1 VS P3 13,66 7,35 10,76 e
PO VS P2 4,39 6,90 9,92 ns
PO VS P3 7,79 7,20 10,48 ™"
P2 VS P3 3,40 .39 10,76 ns
Keterangan : * = Berbeda Nyata
** = Berbeda Sangat Nyata
ns = Tidak Berbeda Nyata
Superskrip :
Poab P1 ¢ P2bc

P3 €
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Lampiran 3. Analisis Statistik Pengaruh Perlakuan Terhadap Abnormalitas

Spermatozoa

Perlakuan kecepatan penurunan suhu (°C/menit)

KeIOmPK ™ Romwol 1520 5 Jumlah
I 21,12 22,68 20,15 20,45 84,40
Il 26,00 13,26 19,02 17,10 75,56
111 25,15 17,87 21,87 20,02 84,85
v 22,57 16,86 15,18 23,00 77,61
Total 94,84 68,67 76,22 80,57 322,42
Rata-rata 23,71 17,16 19,05 20,14
2
FK _(322,42)
16
=6497,16
2 2
IKK __ CBRAR S i ; ............ +(77,61) 6497.16
=6513,88- 6497,16
=17,30
JKT = (2112)* + ... oo v +(23)%-6497,16
=6674,71- 6497,16
= 182,38
2 2
JKP (P B s +(80,57)7 6497.16

=6502,80 — 6497,16
= 80,94

JKS = JKT-JKP-JKK
=182,38 - 80,94 - 17,30

- 84,94
KP k

KTp =D 809 .0
3 3

KTK _JKK _ 18238 _ 5.75
3 3
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_JKS 84,94
15 15

KTS =943

26,71

KTP
Fhit (P}=EI‘_S iy 2,83

3 KTK ;.
Fhit (K)=—— = ;—;53 =0,61

Analisis Keragaman Rancangan Acak Kelompok

SK Db JK KT F.hitung F tabel
0,05 0,01
Perlakuan 3 80,94 26,71 2,83* 3,86 6,99
Kelompok 3 17,30 5,75 0,61 3,86 6,99
Sisa 9 84,94 9,43
Total 15 182,38
Keterangan :* = Berbeda Nyata

Uji Jarak Berganda Duncan Multi Range Test (DMRT)

;0 /ﬁ
¢

- Fﬁ=1,54
4

LSR =SSR.SE

Tabel SSR Signifikan 5% dan 1%

SSR LSR
Perlakuan 0,05 0,01 SE 0,05 0,01
2 3,20 4,60 4,91 7,06
3 3,34 4,78 1,54 5,13 7.46
4 3,42 4,99 5,23 7,66

Urutan Rata-rata Perlakuan dari yang terbesar hingga yang terkecil

PO P3 P2 Pl
23,71 20,14 19,05 17,16



Selisih Rata-rata perlakuan dan dibandingkan dengan Uji DMRT

Perlakuan Selisih LSR 5% LSR 1% Ket
PO VS P3 337 2,55 3,68 *
PO VS P2 4,66 2,66 3,83 ¥
PO VS P1 6,53 233 3,92 Lo
P3 VS P2 1,09 2,55 3,68 ns
P3 VS PI1 2,98 2,66 3,83 *
P2 VS P1 1,89 2,73 3,92 ns
Keterangan :* = Berbeda Nyata
** = Berbeda Sangat Nyata
ns = Tidak Berbeda Nyata
Superskrip :
PO P1° p2%®

P3°
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