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ABSTRACT

Limousine is one of popular beef cattle among farmers. According to Indonesian National
Standard (INS), the quality of frozen semen that distribute and inseminate to the cattle must have a
post-thawing motility >40% and individual scoring >2. This study aimed to test the quality of
Limousine frozen semen with different parameters, namely the percentage of sperm motility, viability
(indicator of viable sperm), and percentage of plasma membrane integrity (MI) and to find out the
relationship between those three parameters. The motility was assess subjectively by three evaluator.
The sperm viability assess with eosin nigrosin stain and membrane integrity (MI) was test using hypo
osmotic swelling (HOS) test. The data were analyzed using the Pearson correlation SPSS 16 for
windows. Among the four individual Limousin showed that whole frozen semen is still in good
condition and the post thawing motility of all bulls was qualified according to INS semen production.
There was a positive correlation between motility and viability, motility and MI as well as viability
and membrane integrity.
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PENDAHULUAN

Salah satu jenis sapi potong yang digunakan sebagai pejantan unggul yang diproduksi
menjadi semen beku adalah sapi Limousin. Bibit semen beku sapi Limousin saat ini di
produksi di beberapa Balai Inseminasi Buatan (BIB) diantaranya adalah Balai Besar
Inseminasi Buatan (BBIB) Lembang di Jawa Barat dan BBIB Singosari di Jawa Timur.
Dalam perkembangannya, BBIB Lembang telah memproduksi semen beku unggul lebih dari
22 juta dosis yang telah disebarkan ke daerah-daerah pelaksana IB di Indonesia (Trantono
2011).

Kualitas semen beku yang didistribusikan ke peternak harus lolos dalam serangkaian uji,
diantaranya adalah harus memiliki persentase motilitas post thawing (PTM) >40%, skoring
individu >2 (SNI 01-4869.1-2005). Menurut Morrell dan Rodriguez-Martinez (2009),
spermatozoa yang mampu membuahi adalah spermatozoa yang motil, viable, morfologi
normal dan mempunyai kromatin yang intact. Berdasarkan hal tersebut dan mengingat SNI
01-4869.1-2005 yang hanya menguji aspek motilitas maka penelitian ini bertujuan untuk
menguji kualitas semen beku dengan beberapa parameter yaitu motilitas, viabilitas (ratio
spermatozoa hidup dan mati), dan keutuhan membran plasma spermatozoa semen beku sapi
Limousin serta mengetahui hubungan antara ketiga parameter tersebut.
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MATERI DAN METODE

Thawing semen beku

Semen di-thawing pada water bath (37°C) selama 30 detik. Setelah itu straw
dikeringkan dengan menggunakan tisu, lalu sumbat pabrik dan sumbat laboratorium digunting.
Semen dari straw dikeluarkan seluruhnya dan disimpan dalam tabung Eppendorf. Tabung
diletakkan dalam water bath pada suhu 37°C untuk pengujian lebih lanjut.

Motilitas Spermatozoa

Sebanyak satu tetes semen diletakkan di atas gelas objek yang telah dihangatkan,
kemudian ditutup dengan gelas penutup. Motilitas spermatozoa dinilai dengan cara subjektif
kuantitatif dari lima lapang pandang menggunakan mikroskop (Olympus CH 20) dengan
perbesaran 400X (10x40). Penilaian dilakukan dengan membandingkan spermatozoa yang
bergerak progresif dengan gerakan lain yang tidak progresif dan dinyatakan dalam persentase
(%).

Viabilitas Spermatozoa

Sebanyak satu tetes semen diletakkan di atas gelas objek dan ditambahkan 3-4 tetes
pewarna eosin nigrosin dan dihomogenkan kemudian dibuat preparat ulas dan dikeringkan
dengan meja pemanas (heating table). Preparat lalu diamati di bawah mikroskop dengan
perbesaran 400 X. Spermatozoa dihitung dalam sepuluh lapang pandang dengan cara diacak
(atau jumlah yang dihitung telah mencapai 200 spermatozoa). Spermatozoa hidup tidak
menyerap warna eosin sedangkan spermatozoa mati akan menyerap warna eosin (merah).

Plasma Utuh Spermatozoa

Sebanyak 50 pl semen dimasukkan ke dalam 400 pl larutan hypo-osmotic bertekanan
150 mOsm kg yang terdiri atas 0.735g Na sitrat dan 1.351g Fruktosa dalam 100 ml aquadest
(Revell dan Mrode 1993). Campuran larutan diinkubasi dalam water bath (37°C).
Spermatozoa dalam larutan HOS diamati pada menit ke 30-45. Pemeriksaan dilakukan
dengan mikroskop perbesaran 400X pada sepuluh lapang pandang. Spermatozoa dengan
membran plasma utuh akan memperlihatkan ekor yang melingkar (coil), sedangkan
spermatozoa dengan membran plasma yang tidak utuh akan memperlihatkan ekor yang lurus.

Analisis Data

Seluruh parameter diperiksa dari empat individu yang berbeda, masing-masing individu
dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Data yang diperoleh diolah dengan mencari rataan
dan simpangan bakunya serta dicari korelasi antara tiga indikator tersebut dengan
menggunakan SPSS 16.0 for Windows.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Motilitas merupakan parameter utama yang banyak dilaporkan oleh para peneliti (Hafez
& Hafez, 2000). Motilitas spermatozoa sapi Limousin setelah thawing (PTM) pada penelitian
ini adalah 44.5% sampai dengan 48.33%. Viabilitas dari keempat pejantan mempunyai nilai
yang masih cukup baik, yaitu berkisar antara 60.45% sampai dengan 64.80%. Integritas
membran plasma adalah suatu keadaan yang menunjukkan fungsi fisiologis membran yang
terjaga sebagai kontrol terhadap transport air sehingga cairan diluar sel tidak dapat memasuki
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sel. Membran plasma utuh spermatozoa sapi Limousin pada penelitian ini masih cukup baik,
yaitu antara 50.67% sampai dengan 52.67% (Tabel 1).

Tabel 1. Motilitas, viabilitas dan keutuhan membran plasma sperma post thawing sapi
Limousin (Rataan+SD)

Individu
Parameter . -
Sapi 1 Sapi 2 Sapi 3 Sapi 4
Motilitas 475 + 433 48.33+1.44 44.5 +2.09 47.5 +£2.50
Viabilitas 64.03+12.23 64.80+4.97 60.45+0.74 61.24+3.12
MPU 51.30+ 6.22 52.67+3.41 50.95+2.13 50.67£2.90

Hubungan Motilitas, Viabilitas, dan Membran Plasma Utuh

Hasil penelitian menunjukkan adanya hubungan yang signifikan antara motilitas dengan
viabilitas (r =0.59, p=0.04), membran plasma utuh dengan viabilitas (r =0.62, p =0.03), dan
membran plasma utuh dengan motilitas (r =0.69, p=0.01). Hal ini menunjukkan bahwa ketiga
parameter tersebut berhubungan positif (p<0.05), yaitu jika salah satu parameter tinggi, maka
parameter lainnya juga akan tinggi. Begitu pula sebaliknya, jika salah satu parameter tersebut
rendah, maka parameter yang lainnya juga akan rendah (Gambar 1, 2, dan 3).
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Gambar 1. Hubungan antara motilitas dan viabilitas
spermatozoa post thawing sapi Limousin
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Gambar 2. Hubungan antara MPU dan viabilitas
spermatozoa post thawing sapi Limousin
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Gambar 3. Hubungan antara MPU dan motilitas
spermatozoa post thawing sapi Limousin

Spermatozoa akan mengalami kerusakan pada saat pembekuan dan thawing. Hal ini
terjadi karena adanya perubahan tekanan osmotik akibat adanya krioprotektan dalam bahan
pengencer, perubahan suhu yang sangat ekstrim pada saat pembekuan dan juga saat di-
thawing untuk diinseminasikan. Selama proses kriopreservasi, kerusakan membran terjadi di
daerah akrosom spermatozoa (Blottner e al. 2001). Pendinginan yanng terjadi pada proses
pembuatan semen beku dan pemanasan kembali pada saat thawing akan merusak lipoprotein
yang ada pada membran spermatozoa. Motilitas spermatozoa terjadi disebabkan oleh adanya
kontraksi fibril-fibril yang ada pada bagian principle piece dan end piece dari ekor
spermatozoa. Kontraksi ini terjadi jika ada perombakan Adenosin Tri Phosphat (ATP)
menjadi Adenosin Di Phosphat (ADP) atau ADP menjadi Adenosin Mono Phosphat (AMP)
pada bagian mitokondria yang terdapat dalam mid piece yang dimediasi oleh enzim aspartat
amino transferase. Jika membran plasma bagian ekor rusak terutama pada bagian mid piece
maka enzim ini akan hilang dan perombakan energi tidak terjadi sehingga spermatozoa akan
kehilangan motilitasnya (Collenbrander et al. 1992). Hal ini dapat dikatakan motilitas
merupakan indikator fungsi dari ekor spermatozoa.

Menurut Morrell dan Rodriguez-Martinez (2009), untuk dapat membuahi ovum,
spermatozoa tidak hanya memiliki motilitas yang tinggi, tetapi harus normal secara morfologi,
viable, dan mempunyai kromatin yang intact. Kerusakan spermatozoa dapat terjadi pada
bagian ekor ataupun pada bagian kepala. Oleh karena itu perlu dilakukan pengujian lain yang
dapat memberikan indikator adanya kerusakan pada bagian kepala spermatozoa, di antaranya
dengan melihat viabilitas dan melihat keutuhan membran plasma spermatozoa. Evaluasi
viabilitas spermatozoa dengan pewarnaan eosin nigrosin digunakan untuk mengevaluasi
kerusakan membran plasma, sedangkan HOS test digunakan untuk mengevaluasi aktivitas
biokimia membran plasma (Brito et al. 2003). Komponen warna eosin akan masuk ke dalam
sel yang mengalami kerusakan membran plasma dan membentuk warna merah muda
keunguan, sedangkan nigrosin akan mewarnai latar bidang yang dievaluasi (Bjorndahl et al.
2004). Pada saat pencampuran spermatozoa dan eosin nigrosin, sel-sel spermatozoa yang
hidup tidak atau sedikit sekali menyerap warna, sedangkan sel-sel spermatozoa yang mati
akan menyerap warna karena permeabilitas dinding sel meningkat (Hafez 2000).

Integritas membran plasma merupakan prasyarat bagi kelangsungan hidup spermatozoa
(Sharmaet al. 2012). Jika membran plasma sudah terganggu atau rusak maka akan
mengakibatkan kondisi anisosmotik yang menjadi penyebab terjadinya kebocoran intraseluler
diantaranya akan memengaruhi perombakan ATP schingga memengaruhi  motilitas
spermatozoa (Bohlooli et al. 2012). Korelasi antara tiga parameter yang diuji merupakan
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pembuktian adanya hubungan yang positif antara ketiga parameter tersebut, hal ini sesuai
dengan laporan beberapa peneliti diantaranya Johnson et al. (2000) dan Kaeoket et al. (2011)
yang menyatakan bahwa membran plasma sel yang masih utuh akan memengaruhi organel-
organel di dalam sel. Hal ini menyebabkan spermatozoa dapat bergerak progresif (motil) dan
tetap hidup (viable) sehingga mampu melakukan fertilisasi (Kaeoket et al. 2011).

SIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan terdapat hubungan yang positif antara
motilitas, viabilitas dan keutuhan membran plasma dari spermatozoa semen beku sapi
Limousin. Pengujian pada viabillitas, motilitas dan MPU dari keempat sapi jantan
menunjukkan hasil yang baik.
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