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RINGKASAN 

EFEKTIVITAS KRLOPROTEKTAN DAN EVALUASI KUALlTAS SPERMATOZOA 
HASIL KRlOPRESERVASl SEBAGAI KONTRIBIlSl POTENSIAL PHESERVASI 
CENETIK AYAM HUTAN XIIJAU (Calfus !larim) Y ANG DITANCKARKAN 
(Reviany Widjajakusuma*, Iman Supriaha**, D. Rita Ekasluti*, Nia Nurdiani* **, 2000, 
xiii+ 34 halaman) 

Apli kasi tekni k pembekuan semen menggunakan metoda krioprescnlasi, 

sampai saat ini yang teIah rutin dipakai yaitu pada semen sapi dan pada pernakaian 

terbatas pada domba dan karnbing. Pada pembekuan semen unggas baru tahap 

penelitian yaitu ayam Lokal dan bumng puyuh, sedangkan khusus ayam hutan belum 

pernah dilakukan. Pembekuan semen ruminansia yang biasa menggunakan 

krioprotektan gliserol. Dari hasil penelitian pembe kuan semen ayam menggunakan 

gl iseroI, walaupun hasil pencairannya menunjukkan kua I i tas semen yang bai k tetapi 

kemampuan fertilisasi rendah. Untuk itu khusus pembekuan semen unggas dipcrlukan 

krioprotektan tertentu yang tidak sama dengan ruminansia. 

Ethylene glycol (EG) dan DMSO dapat disaranlian uniuk dipakai sebagai 

krioprotektan dalam pembekuan semen ayam Hutan Hijau. Konsentrasi krioprotektan 

yang dipakai daIam percobaan berdasar konsentrasi krioprotektan dalam pembekuan 

semen ayam Lokal. Walaupun semen ayam Ilutan Hijau telah dapat dibekukan dalarn 

EG atau DMSO dengan konsentrasi 6%, akan tetapi konsentrasi yang optimal, efektif, 

e fisien dan ekonomis masih belum diketahui. Selain itu kerusakan yang ditimbul kan 

dalam proses pembekuan baru diketahui hanya melalui pemeri ksaan morfologi 

~nenggunakan mi kroskop cahaya yang hasilnya dapat dili hat berupa abnormalitas 

spermatozoa. K e d a n  yang Iebih rinci dalam tingkat ultrastruktur spermatozoa 

dapat tejadi dan perlu diperiksa menggunakan teknik elektron mikroskopik (scanning 

elc.c/ron rnIuruscope, SEM). 

Penelitian ini dilaksanakan dengan tuj uan untuk mendapatkan metode 

pmbekuan semen ayam Hutan Hijau dengan penekanan memilih jenislmacam 

krioprotektan yang cocok dan menentukan konsenhasinya yang tepat. Di harapkan 

semen beku ayam, yang telah dicairkan kembali memiliki kualitas yang tinggi dan Iaik 

inse~ninasi dengan motilitas, morfologis, viabilitas clan kemampuan fertilisasi yang 

ti nggi. Pemeri ksaan dan pengkaj ian mengenai morfologis spermatozoa beku 



dilakukan sarnpai tingkat ultrastruktur sel untuk mengetahui kerusakan spermatozoa 

secara rinci aki bat proses kriopreservasi. 

Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian pembek uan semen 

adalah rancangan acak lengkap (RAL) pola faktorial 2x3 dengan dua faktor yai tu jenis 

krioprotektan (EG dan DMSO) dan faktor konsentrasi (4,6 dan a%), sehingga 

didapatkan enam kombinasi perlakun. Setiap perlakuan diulang sebanyak tiga kali 

ulangan dan setiap ulangan di lakukan pemenksaan tiga kaI i (tri plo). Data dianalisa 

rnenggunakan sidik ragam (Anova) searah clan dilanjutkan dengan uji Duncan (Steel 

and Torrie 1993). Selain itu untuk mengetahui dosis yang tidak teruji d~sidik dengan 

analisa pembandingan arah yang dikenal dengan metoda pol inomial. Pengolahan data 

menggunakan kon~puter dengan program Minitab versi 1 1. 

Semen yang dipakai dalam penelitian merupakan gabungan ejakulat dari ayam 

Hutan Hijau yang telah diinduksi dengan 40 IU PMSG i.m. Kualitas semen segar 

tersebut memiliki karakteristik, volume ejakulat 0,0 I4 + 0,00 1 ml, berwarna putih 

susu, kental, pH 7,27 + 0,018 &n secara mikroskopik menunjukkan gerakan massa 

(+), motilitas 87,86 t 1,O I%, konsentrasi 3,036 + 0,225 rnilyar spermatozoa per ml 

dengan abnomalitas 1 0,47 1 t 0,479%. 

Motilitas semen beku ayam Hutan Hijau yang telah dicairkan memil~ki selang 

nilai yang secara empiris terendah terjadi pada spermatozoa dalam 8% DMSO 

(36,11%) dan tertinggi dalam 6% EG (56,11%). Sedangkan abnormalitas terendah 

terdapat pada spermatozoa yang dibekukan dalam 6% EG (1 8,52%) dan tertinggi 

te jadi pada 8% DMSO (28,12%). ViabiIitas in vitru selama dua jam pada suhu 3TC, 

spermatozoa yang dibekukan dalam 8% hanya mencapai 2,22% dan yang tertinggi 

terdapat pada semen yang dibekukan dalarn 4% EG yaiiu mencapai 8,33%. Semen 

yang telah dibekukan pada suhu -1 96°C dan dicairkan kernbali, mengalami penurunan 

rnotilitas sekitar 1 3,89 sampai dengan ; 1,67% disertai dengan peningkatan kenlsakan 

spermatozoa akibat pembekuan (abnomalitas) dengan kisaran 7,18 sampai dengan 

1 5,65%. Penurunan mot ilitas dan peningkatan abnormalitas karena proses pembekuan 

dan pencairan kembali terjadi paling drastis dan tertinggi terjadi dalam semen yang 

dibekukan dalam 8% DMSO clan b e r m  sangat nyata (P<O,Ol), balk diantara 

prlakuan semua konsentrasi (4,6 atau 8%) maupun krioprotektan EG atau DMSO. 

Dalam penentuan dosis, menggunakan metoda polinomial diperoleh persa-maan 



fungsi untuk penentuan konsentrasi krioprotektan EG adalah: Y = -2,775x2 + 10,545): 

+ 46, sedangkan untuk konsentrasi DMSO mempunyai persamaan fungi  Y = - 
IO,ZSX'+ 32,51X + 31,l .  Peubah tidak bebas Y adalah motilitas spermatozoa 

pascapencairan dan X adalah peubah bebas untuk konsentrasi krioprotektan EG atau 

DMSO. 

Hasil penelit~an se~nentara menunj uk kan bahwa, kedua jenis krioprotektan 

baik EG maupun DMSO dapat dipakai untuk pernbekuan semen ayam Hutan Hijau. 

Konsentrasi EG yang dapat dipakai untuk pembekuan 4 , 6  atau 8%, sedangkan DMSO 

sebaiknya 4 atau 6%. Ethylene glycol (EG) pada taraf konsentrasi 4,6 dan 8% dapat 

berfungsi sebagai hoprotektan dalam pembekuan dan tidak bersi fat toksik terhadap 

seI spermatozoa. Demikian pula DMSO pada taraf 4 dan 6% dapat dipakai sebagai 

krioprotektan akan tetapi pada taraf 8%, DMSO menunjukkan efek toksiknya terhadap 

viabilitas spermatozoa pada suhu 3TC. 

Pada pemeriksaan morfologis pascapencairan menggunakan SEM, sperma 

yang dibekukan baik dengan DMSO maupun EG, secara urnurn menunjukkan 

kerusakan di bagian leher, ekor putus, sebagian terputus dari bagian tengah ekor 

(midp~ecc), membran plasma ekor sobek dan sebagian terlepas, kepala sperma 

membengkak, membran akrosom rusaklsobek dan lepas atau bahkan seluruh bagian 

akrosom lepas dan bagian ujung anterior kepala sperma. 

(*Staf Dosen Bayian Fisiologi dan Fmakologi, * *Bagian Reproduksi dan Kebidanan, Fakultas 

Kedokteran Hewan, Institut Pertanian Bogor dan ***Staf Dosen Fakultas Malematih dm llmu 

Pengetahuan Alam, Universi tas Pakuan. Kontrak No. : 0 1 I lP2 1 PBIKBflrU2000) 



SUMMARY 

EFFECTMTY OF CRYOPROTECTANTS AND EVALUATION OF FROZEN 
SPERM QUALITY AS A CONTRIBUTION ON GENE POOL PRESERVATION OF 
CAPTIVE PROPAGATED GREEN JUNGLE FOUrLS (CALLUS VARIU.33. 
(Reviany Widjajakusuma*, lmsn Supriatna*", I). Rita Ekastu ti*, Nia Nurdiani***, 2000, 
xiii + 34 pages) 

The application of frozen sperm technique using the cryopreservation method 

has been widely used for cow sperm and to a certain extend in sheep and goats. Studies 

on frozen sperm in poultry are very limited, mostly in Local fowl and quails, however, 

no study of this sort has ever been conducted in the Green jungle fowl. The common 

cryoprotectant for frozen ruminant sprm i s  glycerol. Procedures using glycerol for 

freez~ng poultry sperm resulted in good sperm quality afier thawing, however, with 

low fertilizing capacity. For these reasons it i s  necessary to investigate the most 

suitable cryoprotectant for freezing poultry semen. 

From previous experience with frozen Local fowl sperm 6% ethylene glycol 

(EG) or dimethylsulphoxide (DMSO) could be utilized as cryoprotectants for freezing 

Green Jungle fowl sperm, however, the optimal concentration, effectivity, efficiency 

and economically, remains to be investigated. The morphologcal damage, resulted by 

the freezing prwess as indicated by sperm abnormalities has only been observed by 

light microscopy. More detailed study on the sperm freeze thaw damage should be 

explored by using the electron microscopy. 

This experiment has been conducted to obtain a method for Green Jungle fowl 

frozen sperm, by selecting the most suitable cryoprotectant with optimal concentrat ion. 

The frozen-thawed semen shodd posses high quality suitable for Al with high 

motility, morphology, viability and fertilizing capacity. Observation and more detailed 

study on the ultrastructure of frozen sperm shodd be conducted to determine the 

sperm freeze-thaw damage. 

The factorial (2x3) completely randomized design was used with 2 factors (EG 

and DMSO) and 3 levels of concentration (4,6 and 8%) and 3 times replications. Data 

were analyzed using the analysis of variance (ANOVA) followed by the Duncan 

multiple range test. 

Semen was collected and pooled from Green Jungle fowls induced with 40 IU 

PMSG i .m. Fresh semen quality posses the following characteristics: ejaculate volume 
v 



of 0.01 4 0.001 mI, rn~lky colour, viscous, pH 7.27 5 0.01 8 and microscopically 

showed mass movement of (+), lnotility 87.86 + 1.0 1 %, concentration 3.036 t 0.225 

billions spenn per ml and 10.47 1 -t 0.479% abnormality. 

Frozen-thawed semen motility of the Green Jungle fowl is emperically lowest 

from spermatozoa In 8% DMSO (36.1 1 %) and highest in 694 EG (56.1 1%). Lowest 

abnormality was found in sprmatozoa frozen in 6% EG ( I  8.50%) and highest in 8% 

DMSO (28.12%). Viabil~ty In vrtro during 2 hours at 3T3C was 2.22% from 

spermatozoa frozen in 8% DMSO and highesl 8.33% in 4% EG. Frozen-thawed 

semen decrease motility from 13.89% to 3 1.67% with abnonnal~ty ranging froin 

7.1 8% to 15 65%. The decrease in motility and increase in abnormality of frozen- 

thawcd spermatozoa was resulted in semen frozen in 8% DMSO and differ 

significantly (P<0.01), either between all concentrations (4, 6 and 8%) or 

c~oprotectants EG or DMSO 

Us~ng the polinornial method in the doses determination, the equation for EG i s  

Y= -2 7 7 5 ~ '  - 10.545X + 46, wh11e the equation for DMSO is Y= - 1 0 . 2 8 ~ ~  + 32.51): 

- 3 I 1 The Y axis denotes the post-thaw sperm motility and the X axis denotes the EG 

or DMSO concentrallons. 

'The results show that either EG or DMSO could be used as cryoprotectants for 

Green Jungle fowl. Ethylene glycol (EG) at concentrations of 4, 6 and 8% could be 

used safely as cryoprotectant. Dimethylsulphoxide (DMSO) could only be used safe1 y 

at concentration of 4 and 6%, while 8% DMSO shows toxic effects to sperm viability 

a1 3TC. 

Faculty Staff fionr the *Department of Physiology and Pharnacology, **Depment of 
Reproduction and Obste~cs, Faculty of Veterinary Medicine, Bogor Agricultural University 
and *** Department of Biology, Faculty of Science and Mathematics, Pakuan University. 
Contract No.: 0 1 1 /P21PB/HBNY2000) 



PRAKATA 

Untuk rnempertahan kan keane kaan ekosistem, jenis dan geneti k satwa terutama 

jenis satwa langka, per I u adnr~ya usaha konservasi bai k secara in-.~ilu maupun ex-siru. 

Usaha-usaha konservasi n~en~butuhkan teknologi konservasi yang didukung oleh iptek 

terapan Salah satu i ptek terapan dl bidang reproduksi yai tu pembekuan semen, 

~nseminasr dan induksi ovulasi, telah terbukti dapat dipakai &lam ~ningkatan 

produktivitas industri peternakan dan pelestarian plasma nutfah ternak bemihi 

eko nornis. Teknologi reproduksi terapan tersebut dapat j uga dimanfaatkan sebagai alat 

bantu atau metoda dalam usaha konservasi dan pelestarian satwa ayam Hubn Hijau 

yang terancam punah. 

Laporan hasi l penel itian tahun 20001200 1 int rnerupakan infomasi dan data 

kegiatan kerja percobaan perni lihan salah satu jenis krioprotektan terbaik dan 

penentuan taraf konsentrasi optimal untuk pemkhuan semen ayam Hutan Hijau. Di 

tahun pertama 1 99912000, penelitian dilakukan dalarn upaya meningkatkan produksi 

semen segar yang krkual i t= dan tahun kedua 2000!200 1 merint is pembentukan bank 

gen melalui pembekuan semen ayam Hutan Hijau, yang disimpan dalarn nitrogen cair 

hersuhu -196'C. 

Sehubungan dengan telah terlaksananya penelitian di tahun pertama ini patut 

diucapkan terma kasi h kepada PI mp~nan Proyek Peningkatan dan Pengabdian Pada 

Masyarakat, Direktorat Jenderal Pendidikan Tinggi, beserta Staf; &n Ketua Lembaga 

Penelitian, LPB. Ucapan terima kasi h disampai kan pula kepada Dekan Fakujtas 

Kedokteran Hewan (FKH), Ketua Bagran Reproduksi dan Kebidanan, Ketua Bagian 

Fisiologi dan Farmakologi yang telah memberi ijin pelaksanaan penelitian dan 

mendukung pengembangan iptek serta staf pengajarnya. Suatu ha1 yang tidak dapat 

dilupakan, kepada mahasiswa FKH, Saudara Samuil bin Mopun dan Saudara Chstian 

Bernard S., yang te l ah banyak mernbantu dalam penampungan semen, diucapkan 

terima kasih. Demikian pula kepada teknisi laboratoriurn Bagian Reproduksi dan 

Kebidanan Saudara Bondan yang telah banyak mernbantu dalam evaluasi dan 

pembekuan semen, clan staf pmelihara ayam Hutan Hijau di Bagan Fisiologi dan 

FarrnakoIogi, tim peneliti mengucapkan terirna kasih. Tanpa dukungan dan ke jasama 

semua pihak, sangat sulit penelitian ini dapat terlaksana. 



Sebenarnya suatu penelitian yang baru selesai dikerjakan, merupakan awal bagi 

penelitian fainnya. Penelitian tidak pernah akan berakhir dan selalu menimbulkan 

banyak lagi perianyaan yang memerlukan jawaban melalui penelitian lanj utannya. 

Begitu pula penelitian ini masih memerlukan kaji ulang agar mendapatkan hasil yang 

komprehensi f dan komparati f yang sern purna se hi ngsa dapat bermanlaat bag1 

pengembangan iptek clan masyarakat banyak pada umumnya. 
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Di akhir penghujung abad kt-20,  penduduk dunia yang scmakin padat, 

~nernerlukan lahan yang se~naki n l uas dan j uga ~nemerlukan lapangan peke jaan. 

Kebutuhan rnanusia tersebut mulai mengeksploitas~ sumber daya alam, termasuk Iahan 

hutan beserta isi dari kehidupan biologisnya Adanya deforestrasi telah rnengurangi 

habitat ayam Hutan Hijau. Selain itu ayam Hutan Hijau yang memiliki ptensi 

ekonomi tinggi merupakan komoditi hisnis satwa langka yang scring diburu untuk 

diperjual belikan. Sampai s a t  ~ n i  ayarn Hutan H~jau sudah termasuk satwa langka 

_ v a n  teranca~n punah (terdaftar dalam lampi ran CITES) dan perf u dilindungi 

keheradaan dan kelangsungan hidupnya. 

Untuk meinpertahan kan keanekaan ekosistern dart kelestarian ayam Hutan 

Hijau perlu adanya usaha konservasi baik secara in-sis-ilu maupun r.r-sifu. Usaha-usaha 

pelestarian telah dilakukan, akan tetapi baru terbatas sarnpai peraturan konservasi yang 

ada untuk melindungi satwa tersebut. Demi kian pula penelitian yang ada hubungan- 

nya dengan pelestarian, barn terbatas pada ilmu dasar seperti studi biologi, morfologi, 

endohnolog, identifikasi dan penyebarannya di habitat asli. Usaha-usaha konservasi 

selain membutuhkan ilmu dasar juga hams sesegara mungkin secara paralel, simultan 

dan sinergis menggunakan teknologi konservasi yang didukung dengan iptek terapan. 

Salah satu i ptek terapan di bidang reproduksi yaitu pembekuan semen (kriopreservasi), 

inserninasi dm induksi ovulasi, telah terbukti dapat dipakai dalam peningkatan 

produktivitas industn' peternakan dan pelestarian plasma nutfah temak bernilai 

ekonomis. TeknoIogi reproduksi terapan tersebut dapat j uga di man faat kan sebazai alat 

bantu atau metoda dalarn usaha konservasi dan pelestarian satwa ayam Hutan Hijau 

yang terancam punah. 

Ayam hutan jantan lebih kritis populasinya dibandingkan dengan betinanya, 

karena sering diburu. Sefain dari segi morfologinya yang lebih menarik, ayam Hutan 

Hijau yang jantan dipa kai sebagai pemacek ayam Lokal untuk mendapatkan 

keturunannya yang disebut ayarn Bekisar. Ditinjau dari segi kelestarian biologis, 

semen dapat di pakai sebagai pengganti pejantan atau berfungsi sebagai pejantan. 

Pejantan yang telah mati rnasih dapat mernberikan keturunannya, j ika rnasih tersedia 

semennya. 



Melalui program kriopreservasi, semen dapat dibekukan dan disimpan daIam 

nitrogen calr bersuhu -196°C untuk kurun waktu yang tidak terbatas (long term 

storug~.). Settap saat semen beku dapat dicairkan kembali kesuhu tubuh dan dilakukan 

inseminasi buatan pada ayam betina untuk rnemperoleh keturunan. Teknologi 

kriopreservasi dapat mrlestarikan fungsi pejantan dari ayam Hutan Hijau, jika 

semennya berhasil dibekukan dan disimpan dalarn nitrogen cair hersuhu - 1 96°C 

Dala~n mem bekukan semen segar yang baru ditam puog dari ayam, diperlukan 

krioprotektan yang dapat melindungi sel-se1 spermatozoa dari cekaman proses 

perubahan fisi ka lnaupun kimiawi, ketika semen diturunkan suhunya sampai - 1 96°C. 

Knoprotektan baik jenis yang cocok maupun konsentrasi yang tepat atau optimal 

terbaik unuk ayam Hutan Hijau, sampal saat ini belum diketahui. Acuan yang dipakai 

banyak bersandar pada krioprotektan yang teIah rutin dipakai untuk mminansia dan 

hasil peneli tian pernbekuan semen ayam Lokal (Sarnuil 1999). 

PeneIi tian ini dilaksanakan untuk mendapatkan metode pembekuan semen 

ayam Hutan Hijau dengan penekanan rnernilih jenidmacam krioprotektan yang cocok 

dan menentukan konsentrasinya yang tepat. Diharapkan semen beku ayam, yang telah 

dicairkan kembali memiliki kualitas yang tinggi dan laik inseminasi dengan motilitas, 

morfologs, viabilitas dan kemampuao fertilisasi yang tinm. Pemeriksaan dan 

pengkaj ian mengenai morfologs spermatozoa beku di lakukan sampai tingkat 

ultrastruktur sel untuk mengetahui kerusakan spermatozoa secara rinci aki bat proses 

kriopreservasi. 



2.1 Tujuan Khusus 

Apli kasi tekni k pembekuan semen menggunakan metoda kriopreservas~ , di 

Indonesia sudah mulai sejak dua setengah dekade yang lalu. Sampai saat ini 

pernbekuan setnen yang telah rutin dipakai yaitu pada semen sapi dan pernakaian 

terbatas pada daomba clan kambing. Pada pembekuan semen unggas baru tahap 

penelitian yaitu ayam Lokal dan burung puyuh, sedangkan khusus ayam hutan belurn 

pernah dilakukan. Pembekuan semen ruminansia yang biasa menggunakan 

krioprotektan gliserol. Dari h a i l  penelitian pembekuan semen ayam menygunakan 

gliserol, walaupun hasil pencairannya menunjukkan kualitas semen yang baik tetapi 

kemampuan fertilisasi rendah. Untuk itu khusus pembekuan semen unggas diperlukan 

krioprotektan tertentu yang tidak sarna dengan rum inansia. 

Semen segar ayam Hutan Hijau memiliki kuaIitas yang berbeda dengan semen 

segar ayam Lokal, terutama pada karakter volume clan konsentrasinya. Volume dan 

konsentrasi semen ayam Hutan Hijau lebih rendah daripada ayam Lokal. Usaha 

peningkatan kualitas semen yaitu volume dan konsentrasi, telah terbuhi pada 

penelitian tahun pertama HB VITVl dapat ditingkatkan dengan penyuntikan 40 Kl 

PMSG i.m. Hasil pembekuan rnenggunakan krioprotektan dengan konsentrasi patokan 

sem entara berdasar acuan hioprotektan yang di pakai dalam pem be kuan semen ayam 

Lokal yaitu 6% (Sarnuil 1999), masih menunjukkan pertanyam apakah kualitas semen 

beku ayam Hutan Hijau pascapencairan rnasih dapat ditingkatkan dengan menaikkan 

konsentmsi krioprotektan menjadi 8% atau bahkan h a m  diturunkan menjadi 4%. 

Sehubungan dengan itu penelitian EU3 VIIV2 di tahun 20001200 1 ditargetkan untuk: 

a) MemjIi h d m  menentukan salah satu jenis krioprotektan yang c o c o k ,  ethylene 

glycol (EG) atau dimethylsulfoxide (DMSO) untuk pembekuan semen ayam 

Hutan Hijau 

b) Menentukan dosis yang tepat dan optimal (4,6 atau 8%) dari krioprotektan EG 

clan DMSO dalam krioperservasi semen ayam Hutan Hijau, yang dapat 

rnenghasil kan kualitas semen beku pascapencairan y ang tinggi 

c) Memeriksa kerusakan morfologis pada tingkat ultrastruktur, pada spermatozoa 

vang telah dibekukan melalui serangkaian tahap kriopreservasi. 



2.2 Manfaat Penelitian 

a) Menghindarkan ayam Hutan Hijau sebagai aves endemik Indonesia dari 

kepunahan 

b) Menciptakan satu paket teknolog untuk meningkatkan populasi ayam Hutan 

Hijau dan hibridnya (Bekisar) dengan menggunakan spermatozoa hasi l 

kriopreservasi. 

c )  Penciptaan peluang usaha baru di bidang pembenihan unggas khususnya ayam 

hutan 

d) Mernperluas kesempatan khususnya bagi mahasiswa S 1 clan pascasarjana 

untuk menggunakan aspek penelitian ini sebagai bahan penelitiannya 

e )  Sebagai wahana bagi staf muda untuk meningkatkan keahliannya baik dalam 

pekerj aan di lapangan, laboratori urn maupun penul isan laporan serta 

penerbitan publikasi artikei ilmiahnya 

f) Merintis pembentukan bank genetik khusus dalam bentuk semen k k u  unggas 

dalam rangka pelestarian satwa aves endemik yang terancam punah 



11L TINJAUAN PUSTAKA 

Ayarn Hutan Hijau (Gullus vurius) jantan dari kepulauan Kangean (sebeiah 

timur Pulau Madura) merupakan jenis unggas yang sering dibum untuk disilangkan 

dengan ayam Kampung biasa (Gallus domest~uuvJ menghasilkan hibrida yang disebut 

ayam Bekisar (Delacour, 1977). Be kisar jan tan mempunyai nilai yang sangat t ingg , 

bukan saja karena bulunya yang indah, tetapi lebih dari itu memiliki suara yang 

bunyi nya panjang, bersih dan bernada tinggi. Sifat yang disebut belakangan ini lah 

yang banyak dilom bakan dan sering dipertmhkan dalam kontes-kontes Bekisar. 

Meskipun kini pemeliharaan Bekisar jantan bukan monopoli kaum terkernuka, 

harganya masih tetap mahal dan popularitasnya pada kontes-konks ayarn Bekisar 

menjadi kan ayam Hutan Hijau Kangean, sebagai bibi t pejantan Bekisar, banyak dicari 

dan di buru orang. 

Kini ayam Hutan Hijau sudah sulit ditcmukan di hutan-hutan kepulauan 

Kangean, sehingga para peternak Bekisar di Kangean banyak menangkap pejantan di 

pulau Jawa (Among Satwa, 1990). Bila keadaan ini dibiarkan, ditambah dengan 

adanya ancaman yang disebabkan oleh deforcstrasi dan ulah rnanusia yang tidak 

bertanggung jawab terhadap linghungannya, maka tidaklah mengherankan kalau suatu 

saat nanti ayam Hutan Hijau ini akan lenyap dari bumi Indonesia. 

Untuk menanggulang ancaman terhadap pernunahan, maka kelangsungan 

hidup ayam Hutan Hijau ini harus ditangani secara integral, karena ayam hutan hijau 

in i merupakan nenek moyang dari ayam-ayam domest i k yang ada se karang (Delacour 

1 977). Informasi mengenai krakteristik biolog s-fisiologis ayam Hutan Hijau di 

Indonesia sangat sedikit dan peneilitian terhadap spesies ini di habitat alamnya sangat 

langka. Penelitian terhadap ayam Hutan Hijau (Gullus vurius) baru terbatas pada studi 

ekologis (Nishida 1980), tingkah laku (Arifinsyah f 987), morfologis (Nishida er ul. 

1985) dan ekofisiologis (lchinoe el al. 1982). Widjajakusuma el a/. (1992) telah 

melakukan penelitian tentang pro fil hormonal siklus reproduksi ayam Hutan Hijau dan 

dilapokan bahwa kadar hormon steroid seks ayam Hutan Hijau, baik jantan maupun 

betina sangat fluktuati f. Menurut Leszczynski et a!. (1 985)  adanya fl uktuasi hormonal 

ini disebabkan adanya siklus bertelur, produktivitas dan adanya sikius musirnan 

sepanjang tahun pada yang betina. Sedangkan pada jantan fluktuasi hormon steroid 

seks ini disebabkan adanya siklus seksual harian maupun rnusirnan. 
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Pada daerah trop~s, musim perkawinan ayam Hutan Hijau adalah antara 

Febnrari-Juni dm telur yang dihasil kan adalah 30-50 butirltahun. Produksi ini akan 

meningkat tajam pada buian April-Mei (Ichinoe er a/. 1982, Widjajakusuma er al. 

1993). 

Inseminasi buatan (IB) pa& unggas merupakan suatu alat dan teknik yang 

berharga dalam industri unggas maupun dalam industri unggas maupun riset 

penelitian. Dengan mengencerkan semen, maka pelaksanaan II3 dapat lebih efisien 

tanpa mengurangi fertilitas (Bahr and Bakst &lam Hafez, 1987). Bahan pengencer 

semen yang selama ini digunakan untuk mengencerkan semen unggas adalah NaCl 

fisiologis 1,025% dengan pH 7,O-8,0, perbandingan 1 : 1 (Kosin 1969) dan dengan 

penarnbahan antibioti ka 200400 pdml. Bahan lain yang umum dipakai adalah 

Tris(hydroxymethy 1)aminomethan yang ditambah kuning telur 12-20%, perbandingan 

1 :2 (Mzrmon 198 1 ). 

Pengawetan semen dilakukan dengan tujuan agar semen yang diperoleh masih 

dapat dipergunakan setelah beberapa waktu yang Iama. Pengawetan ini sangat penting 

agar program I3 dapat dilaksanakan seluasnya. 

Pernbekuan semen sebagai metode pengawetan semen hams memperhatikan 

keadaan spermatozoa, agar sel ini tetap hidup dan krfungsi. Menurut Foote (1969) 

masalah utama pada proses pembekuan semen adalah cold shock yang mengakibatkan 

penurunan persentase mot ilitas spermatozoa, penurunan aktivi tas rnetaboli k serta 

kerusakan-kerusakan lain. Gliserol rnerupakan krioprotektan intraselular yang 

melindungi spermatozoa dari pengaruh fisik dan kimiawi yang Ietal selama 

pembekuan (Salisbury 1985). Kadar optimum gliserol untuk pengencer sitrat kuning 

telur berkiwr antara 7,O-7,6% volume dan dalam pengencer susu sekitar 10% 

(Almquist and Wickersham 1962 dalam Toelihere 198 1 ). 

Dosis insem i nasi pada unggas berbeda-beda menurut s pesies dan bedasarkan 

patokan mengandung 150 juta sel per dosis inseminasi. Dosis tersebut adlah 0,l ml 

pada ayam, 0,025 ml pada kalkun, 0,3 ml pada itik dan 0,05 m1 pada angsa (Toelihere 

198 I ). Bakst dan Cecil (1992) melakukan percobaan IB pada kal kun dengan dosis I00 

juta sperma dengan selang waktu inseminasi tiap satu minggu dan uji fertilitas 

dilakukan pada telur-telur seteIah 7-10 hari inkubasi. Efisiensi penyimpanan spema 

di dalam saluran reproduksi kaIkun betina dan peIepasannya dari kantung-kantung 



reproduksi tersebut dapat dicapai pada inseminasi yang dilakukan dua jam setelah 

oviposisi dengan dosis 200 j uta sperma (Brillard 1993). 

Studi tentang aplikasi IB dan tentang kriopreservasi semen dari burung non- 

domestik sangat berman faat dal am preservasi spesies yang terancam punah (Gee 

1 983). Kriopreservasi memungkinkan peny impanan semen dalam waktu yang 

maksimal, namun prosesnya seringkali berakibat buruk terhadap kapasitas fertilisasi 

dari spema. Ditemukannya sifat aktivitas protekti f dari gliserol mernpunyai penzaruh 

pen ti ng dalarn pengem bangan te knologi kriopreservasi semen. Efektivitas berbagai 

kriopreservasi tel ah di l aporkan mi salnya dimethy lsulfoxide (DMSO) mempunyai 

aktivitas protektif yang setara dengan gliserol. Siaft-sifat yang harus dipunyai 

krioprotektan adalah, a) kernarnpuan dalam mencegah bekunya air, b) solven bagi 

elektrolit, c )  penetrasi bebas dari membran sel dan d) aktivitas non-toksik. Berbagai 

krioprotektan lain yang telah banyak dipakai untuk kriopreservasi semen unggas 

diantaranya dirnethylfomarnid atau DMF (Tereschenko et al. 1992) sedangkan untuk 

kriopreservasi embrio satwa lainnya seperti kuda, babi, primata, hewan pengerat clan 

terutama ruminasia ada1ah ethylene glycol (EG). Knoprotektan tersebut merupakan 

yang sering dipakai pada berbagai spesies hewn.  

Kriopreservasi semen rnerupakan proses dimana sampel dilarutkan dalarn 

pengencer mengandung krioprotektan dan di si mpan pada suhu - 1 96°C dalam waktu 

lama. Kekrhasilan teknik kriopreservasi untuk semen beku ini ditentukan oleh jenis 

krioprotektan. Knoprotektan harus &pat menj aga kemarnpuan ferti l i sasi semen. 

Proses sederhana pembeukuan dan pencairan kembali sperma yang dilarutkan dalam 

garam fisiologis menyebabkan kematian sel (Stunden 1996). 

Kematian sel ini berhubungan dengan terbent uknya kristal es intrasel uler dan 

meningkatkan konsentrasi pelarut. Peningkatan konsentrasi pelarut ekstraseluler 

menyebabkan air tertarik keluar d m  spermatozoa. Jika proses pembekuan terjadi 

secara lambat, air ini berperan ikut membentuk kristal es ekstraseluler (Saacke 1982). 

Bila proses pendinginan terlalu cepat, sei tidak bisa menahan kerusakan sel akibat 

hilangnya air (Mazur 1984). 

Knoprotektan adalah senyawa yang ditambahkan pada sperma untuk 

mengurangi efek merusak yang diakibatkan oleh pembekuan atau pencairan kembali 



(ihuwing). Berdasarkan kemampuannya masuk ke dalam sel, krioprotektan 

diklasifikasikan menjadi dua yaitu bersifat permeabel dan bersifat non-permeabel. 

Krioprotektan permeabel seperti gliserol, EG, propilen glikol, propanediol, 

DMSO, DMF dan alkohol masuk ke dalam sel dan rnenurunkan temperatur pada titik 

di~nana mulai terbentuk kristal es dari air (Mazur 1984). sebagai hasil terjadi 

penurunan jumlah kristal es yang terbent uk clan menurunkan konsentrasi pelarut 

sampai sel dalarn keadaan sama dengan temperatur di bawah 0°C (Saacke 1 982). 

Krioprotektan non-permeabel sepertl sukrosa, glu kosa clan guta lain yang 

ditambahkan ke medium krioprotektan untuk mengatur proses perpindahan air melal ui 

mernbran sel. Sukrosa yang bersifat impermeabel terhadap sel memiliki efek 

menstabilkan membran biologi dengan meminimalisasi perubahan drastis tekanan 

osmotik sehingga menurunkan jumlah krioprotehan yang masuk ke dalam sel dan 

mengurangi kemungkinan adanya efek toksik (Takeda et uI. 1987). 

Peneli tian rnengenai penggunaan semen ayarn dalam teknik knopreservasi 

sudah ban yak dilakukan. Fertilitas yang baik didapatkan dengan semen yang sudah 

dibekukan dan disimpan &lam gliserol (Lake and Stewart 1978). Satu kelemahan dari 

eliserol adalah senyawa ini bersifat kontraseptif pada betina sehingga konsentrasi - 
gl isero l hams d tkurangi sesudah pencairan kembali dan sebelum inseminasi (Lake and 

Ravi e 1 9 84). Menghi langkan atau mengurangi konsentrasi gliserol secara perlahan 

i ni lah yang sangat esensial untuk &pat mengurangi atau mengatasi efek 

kontrasepti fnya {Hammerstedt and Graham 1992). Oleh karena itu dibutuhkan 

krioprotektan yang tidak mene kan kemampuan ferti litasnya bila diinseminasi kan 

dengan konsentrasi sepert i yang dibutuhkan selama pembekuan. Ethylene glycol (EG) 

dan propi len gl ikoI dl temukan sebagai krioprotektan alternatif tetapi belum terbukti 

lebih baik dai pada gliserol dalam kemampuannya rnenekan kerusakan akibat 

pembekuan (hke and Ravie 1984). 



1V. MATERI DAN METODA PENELI-I'IAN 

4.1 Materi 

4.1.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Pelaksanaan penelitian di Iakukan di Fa ku  llas Kedokteran Hewan, di dua Iokasi 

yaitu a) Bagan Fisiologi dan Farmakologi, dan b) Bagian Reproduksi dan Kebidanan, 

serta di FakuItas Peternakan, IPB. Pemeli haraan ay am Hutan Hijau dan penampungan 

semen di lakukan di Bagian Fisiologi dan Farmakologi, sedangkan eval uasi din 

pembekuan semen dilaksanakan di Laboratorium Fis~ologi Reproduksi dan Inserninasi 

Buatan, Bagian Reproduksi dan Kebidanan Perneriksaan morfologis ultrastruktur 

spermatozoa beku menggunakan scunntng elec/ron mirrosuope SEM) dilakukan dl 

kmbasa Biologi Nasional, Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LTPT) dan di 

Fakultas Peternakan, IPB. Seluruh kcgjatan operasional ke j a  laboratoris dimulai dari 

bulan April sampai November 2000. 

4.1 -2 Hewan Percobaan 

Hewan percobaan yang diperlukan untuk penelitian sebanyak 1 5 ekor ayam 

Hutan Hijau (Gulluv vrlriw ) berkelamin jantan. Umur ayam sekitar 1 2- 1 5 bulan. 

Hewan di kandangkan secara individual dan ditempatkan bersama dalarn kandang yang 

besar. Pakan yang diberikan herupa pakan jadi (pakan komersial ) berbentuk @let. 

Minurn dan pakan diberikan secara ud Irbrrunz. 

Ayam Hutan Hijau diperlukan untuk rnernperoleh semen segar yang dipakai 

sebazai bahan penel i tian. Sebelurn dipakai &lam peneIi tian untuk ditampung dan 

diambil semennya, ayam hams sudah beradaptasi dengan lingkungannya baik 

terhadap kolektor semen maupun lingkunsan kandang. Adaptasi memerlukan waktu 

satu Man. Setelah terbiasa dengan lingkungan kandang dan kolektor, baru ayam 

tersebut dipakai dalam penelitian un tuk ditampung semennya. 

4.1.3 Ba han dan PeraIatan 

Bahan-bahan yang dipakai untuk penelit ian diantaranya NaCI fisiologis, larutan 

helfsville pou211-y semen exlender (BPSE ), deionized wafer yang teiah didestila?i, larut- 

an eosin, alkohol, kertas tissue dan nitrogen cair. Hormon untuk induksi spematoge- 



nesis yaitu pregnant mare serum gonudvtruprn (PMSG"'). Krioprotektan yang dipakai 

adalah ethylene glycol (EG~'), dimethylsul foxide (DMsO"). 
Penlatan yang dipakai untuk penampungan semen dan evaluasi balk semen 

segar maupun semen beku adalah spit Icc, tabung koleksi semen berukuran 2 cc, 

mikroskop, gelas obyek, gelas penutup, rak tabung semen, pipet plastik, gunting atau 

slmw cufter, uttlvrnatic lltawer dan lemari es. Sedangkan peralatan yang di l i batkan 

untuk kriopresevasi semen temasuk pembekuan dan pncairan semen beku yai tu 

meliputi tabung koleksi semen 2cc, tabung reaksi 5cc, dispenser (mi kropipet ), tip 

mikropi pet, kotak styrofoam, seperangkat penyimpanan semen beku (sforuge 

container) atau kontainerd' nitrogen cair (- 1 96'C), pipet, jerarni plastik (cus,vt>u p/usfrc 

srruw) berukuran 0,25 ml, s p i t  Icc dilengkapi dengan konektor straw, rak tabung 

semen dalam kotak plastik, bunsen, termometer dan lemari es. 

4.2 Desain dan Metoda Penetitian 

4.2.1 Penyediaan brutan  Krioprotektan 

Krioprotektan merupakan zat yang dapat melindung sel atau mengurangi efek 

letal dalam proses pembekuan (kriopresevasi ) dan dapat rneningkatkan viabili tas sel 

beku pascapencairan. Zat pelindung pernbekuan ( hoprotektan) dilarutkan dalam 

pengencer semen sebagai medium dasar untuk pembuatan larutan krioprotektan. 

Dalam penelitian ini pengencer semen yang dipakai sebagai medium dasar adalah 

larutan BPSE (Tabel I )  menurut Bootwalla dan Mles (1992). Krioprotektan yang 

dipakai yaitu EG dan DMSO. Larutan krioprotektan dibuat dalarn tiga taraf 

konsentrasi yaitu 4,6 dan 8% (vlv). 

4.2.2 Penarnpungan Semen Segar 

Untuk memperoleh semen segar berkualitas bai k dan daiam jumlah yang cukup 

untuk bahan penelitian, akan digunakan induksi spermatogenesis ayam Hutan Hijau 

dengan 40 KJ PMSG. Seminggu sebeium ayam ditampung semennya untuk dapat di- 

jadikan bahan penelitian, ayam disuntik dengan dosis 40 IU PMSG/0,2 cc per ekor de- 

ngan rute administrasi i.m. Setiap minggu ditakukan penarnpungan semen dengan cara 

pemij atan (masase). 

a): FOI l &on@, Intervet, Belanda; 
b): Merck, Jerman 
d): Taylor Wharton, USA 



Tabel 1.  Komposisi formula larutan pengencer BPSE (Bootwalla and MiIes 1992) 

yang di pakai sebagai medium dasar pembuatan larutan krioprotektan 

Komponen Satuan Jumlah 

Sodium glutamat (H20) 

Sodium asetat (3H20) 

Tripotasium sitrat (H20) 

Dipotasium hidrogenphosphate (3H20) 

Potasium monophosphate (anhydrous) 

Magnesium chloride (6H20) 

Tri s 

Fructose 

Aquabidest ad 

pH 

Tekanan osmotik 

Sebel urn penarnpungan dimulai, bagian helakang ayam sekitar bibir dan bawah 

kloaka dibersihkan dengan kerns tissue yang telah dibasahi denzan NaCl fisiolog~s. 

Metode masase, menggunakan jemari tangan kanan mengusap punggung sampai 

pangkal ekor, diteruskan naik sampai keekomya. Perabaan yang tepat dan halus akan 

merangsang ayam hingga ekor terangkat, kaki agak merenggang, bagian kloaka 

mernbuka, biasanya jelas terli hat sepasang papila menonjol yang merupakan alat 

kelamin jantan (rudimenter) tempat bermuaranya duktus deferens. Secara cepat tangan 

kanan memfi ksir dan menggenggam pangkal ekor. 

Telunjuk dan ibu jari tetap menahan agar kedua papila tetap menonjol. 

Lakukan dengan tekanan tertentu hingga cairan putih seperti susu keluar. Cairan 

seperti susu tersebut adalah ejakulat, tampung menggunakan spit 1 cc dengan cara 

menghisap dan koleksi ke dalam tabung sperma benrkuran 2 cc, yang selanjutnya siap 

dipakai sebagai bahan penelitian. 



4.2.3 Pemeriksaan dan Evaluasi Semen Segar. 

Eva1 uasi semen segar dilakukan untuk mengetahui kuantitas, kual i tas dan 

karakteristiknya. Pemeriksaan semen dilakukan sesuai metoda baku yang meliputi 

evaluasi secara makroskopi k dan mi kroskopi k. Pemeriksaan makroskopi k meliput i 

volume, pH, wama dan konsistensi, sedangkan mikroskopik meliputi gerakan massa, 

moti I itas, konsentrasi dan abnormalitas rnorfol ogi. Parameter kual i tas semen segar 

yang diukur adalah karakteristik dari semen yaitu diantaranya volume, warna, 

konsistensi, pH, gerakan rnassa, motilitas, konsentrasi clan abnormaiitas. 

4,2.4 Pembekuan (Kriopresewasi) Semen Ayam Eutan Eijau 

Dalam peneli tian ini digunakan dua macam krioprotektan yaitu EG dan DMSO 

dengan masing-masing tiga taraf konsentrasi yaitu 4 ,6  dan 8% (v/v). Sebagai medium 

dasar untuk melarutkan krioproteban dipakai medium BPSE. 

Semen diencerkan langsung ke dalam masing-masing knoprotektan dengan 

konsentrasi 200 juta spermatozoa motil per ml. Pengenceran dilakukan satu tahap 

pada suhu ruangan. Semen yang telah diencerkan dengan krioprotehn segera 

di kemas. Semen dikemas ke dalam jerami plastj k sistem Cassou dengan konsentrasi 

50 juta spermatozoa/0,25ml. Pengsian atau pengemasan semen dalam jerami plasti k 

@/ustic ministraw) dt lakukan s m a  manual menggunakan s p i t  1 cc yang dilengkapi 

dengan konektor. Salah satu ujung ministraw yang terbuka ditutup dengan klem yang 

telah dipanaskan. Pengemasan tersebut tetap dilakukan di dalarn kamar pada suhu 

sekitar 27°C. Semen yang telah di kemas d a r n  straw kernudian diekulibrasi. 

Ekuilibrasi &lam krioprotektan dilakukan selama dua jam pada suhu 4°C &lam lemari 

es (refrigerator). 

Setelah waktu ekuilibrasi dicapai, semen dalarn kemasan straw dibekukan. 

Pernbekuan dilakukan dalam styrofoam box krukuran 27,5x18,5~18,5 crn3. Semen 

yang klah di kuiI i brasi dan di kemas dalam j erami plasti k, diletakkan horizontal pada 

rak ram kawat halus dm dibekukan dalam uap N2 cair, yaitu I crn diatas permukaan 

nitrogen cair selama 10 menit. Ketinggian nitrogen cair dalam kotak styrofoam sekitar 

1 2,5 cm. Semen yang telah beku kemudian dicelupkan kedalam nitrogen cair (-lM°C) 

dan disirnpan selama seminggu untuk kemudian dievaluasi. 



4.2.5 Evaluasi Semen Beku Ayam Hutan Hijau 

Semen be ku yang telah di simpan seminggu, dicairkan menurut metoda Senger 

(1980), yaitu semen beku dimasukkan ke dalam air pada suhu 37°C selama 30 detik. 

Untuk mencairkan straw bersemen beku digunakan alat automa/~c fhawer. Parameter 

yang diukur dalam pemeriksaan semen adalah persentase motilitas dan abnormalitas 

morfologi. Kemudian sebagan semen beku yang telah cair diukur daya tahan 

hidupnya di luar tubuh (viabilitas in vitro) pada suhu 3T"C selama dua jam. Parameter 

yang diukur untuk viabilitas in vitro adalah persentase motilitas. Kerusakan 

spermatozoa akibat cekaman fisi k-kimiawi dalam proses kriopreservasi diperi ksa 

menggunakan met& SEM menurui Bakst and Sexton (1 979). 

4.2.6 Prosedur Kerja Metoda Perneriksaan dan EvaIuasi Semen 

Konsentrasi. Konsentrasi spermatozoa di hitung secara kuantitati f 

rnengguna kan kamar hi tung hernacytometer Neubauer. Semen segar ayam Hutan 

Hijau yang akan dihitung konsentrasinya diencerkan sebanyak 200 kali dengan lamtan 

eosin 2%, menggunakan pipet pengencer yang dihubungkan dengan selang karet 

(mouth piece). Konsentrasi yang diperoleh adalah jumIah spermatozoa dalam Iima 

kotak besar hemacytometer dikalikan dengan faktor 10' per ml semen. 

Persentase rnotilitas. Persentase rnotilitas adalah persentase spermatozoa 

hidup yang bergerak kesegala arah baik bergerak di ternpat, berputar sirkuler, mundur 

atau rnaju progresif (Sorensen 1979). Diatas gelas obyek, drop satu tetes (20~1)  semen 

segar dan campur dengan NaCl fisiologis satu tetes, kemudian hitup dengan cover 

glass. Jika yang diperiksa semen beky satu tetes semen beku yang telah cair ditutup 

dengan cover glass. Evaluasi menggunakan rn i kroskop cahaya pada pembesaran 400 

kali. Motilitas spermatozoa diukur secara kualitati f. Hi tung dengan j usti fi kasi 

proporsi sperma yang bergerak dan yang tidak bergerak daIam satu lapang pandang. 

Ulangi &lam 10 Iapang pandang yang berbeda dan tentukan persentase sperma yang 

motil. 

Persen tase a bnormalitas. Persentase abnormalitas adalah persentase 

spermatozoa yang mengalami penrbahan morfologis. Evaluasi dilakukan dengan 

pewarnaan 2% eosin. Preparat ulas yang dibuat diperiksa rnenggunakan mi kros kop 

cahaya pada pembesaran 400 kali. Hitung sperma yang normal dan abnormal dalam 






















































