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KATA PENGANTAR

Puji syukur kami panjatkan kehadirat Tuhan Yang Maha Esa karena
berkatrahmatNya Prosiding Seminar dan Lokakarya Nasiona! Ternak Babi 2014
dengan tema “Peran Peiernakan Babi dalam Konstelasi Penyediaan Pangan
Nasional” dapat diselesaikan dengan baik. Seminar dan Lokakarya Nasional
Teinak Babi dilaksanakan pada tanggal 5 Agustus 2014 oleh Fakultas Peternakan
Urniversitas Udayana dalam rangka Dies Natalis Universitas Udayana dan Hari
Ulang Tahun Fakulias Peiernakan Universitas Udayana yang ke-32.

Prosiding Seminar dan Iokakarya Nasional ini merangkum rmmusan
seminar nasional, rumusan lokakarya nasional, deklarasi pembentukan AITBI,
makalah lengkap dari pemakalah seminar yang dibagi dalam tiga kelompok yaitu
Produksi Ternak Babi, Nutrisi Ternak Babi, dan Kesehatan Ternak Babi.

Panitia mengucapkan terimakasih kepada Rektor Universitas Udayana,
Dekan Fakultas Peternakan Universitas Udayana, dan Direktur Pascasarjana
Universitas Udayana atas fasilitas dan bantuan yang diberikar sehingga Seminar
dan Lokakarya Nasional Ternak Babi dapat terselenggara dengan baik.
Terimakasih juga disamapaikan kepada sponsor (terlampir), pemakalah/keyrote
speaker, peserta seminar, dan semua anggota panitia yang banyak membantu dasi
persiapan sampai terselenggaranya Semiloka Nasional ini dengan baik. Semoga
Prosiding ini dapat berguna sebagai ajang pertukaran ilmu khususnya tentang

ternak babi.

Denpasar, Nopember 2014
Ketua Panitia

Dr. Ir. I Nyoman Tirta Ariana, MS.
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PENENTUAN WAKTU OPTIMAL PEMERIKSAAN INTEGRITAS
MEMBRAN PLASMA SPERMABABI MENGGUNAKAN HYPO-
OSMOTIC SWELLING (HOS) TEST

IN Donny Artika", RI Arifiaatini®, TL Yusuf?, WM Nalley”
1) Mahasiswa program studisarjanaFakultasK edokteranHewan, InstitutPertanian Bogor
2) Divisi Reproduksi dan Kebidanan, DepartemenK linik, Reproduksi, danPatologi,
FakultasKedokteranHewan, InstitutPertanian Bogor
3) Fakultas Peternakan, Universitas Nusa Cendana, Kupang.
* Corresponding author: iis.arifiantinipurna@gmail.com

ABSTRAK

Keutnhan membran plasma merupakan {aktor penting uintuk menentukan
fertilitas spermatozoa. Fenelitian ini bertujuan untuk menentukan wakiu optimum
untuk pengujian membran plasma yang utuh (MFU) pada semen segar babi
menggunakan hypo-osmotic swelling (HOS) test. Sebanyak 10 ekor babi dari
bangsa Landrace, Duroc dan Yorkshire yang telah dewasa digunakan sebagai
sumber semen. Semen dikoleksi menggunakan pemijatan massase. Semen yang
diperoleh dievaluasi sccara makroskopis dan mikroskopis. Pengujian MPU
dilakukan dengan cara meraasukkan 50 pL semen ke dalam mikrotub berisi 1 mi
larutan hipoosmotik (150 mOsm Kg™). Campuran larutan diinkubasi pada suhu
37°C. Sperma yang bereaksi dan yang tidak bereaksi terhadap larutan HOS
dievaluasi mulai jam ke 0 dan setiap 15 menit dengan total 200 sel sperma. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa waktu optimal sperma bereaksi maksimal terhadap
larutan HOS adalah 60 menit setelah inkubasi.

Kata kunci: keutuhan membran plasma, HOS test, semen babi

DETERMINATION OF OPTIMAL TIME FOR SPERM MEMBRAN
INTEGRITY TEST OF BOAR SPERM USING HYPO-OSMOTIC
SWELLING (HOST) TEST

ABSTRACT

Sperm plasma membrane integrity was important for sperm fertility. The
objective of this study was to determine the optimal time to test sperm plasma
membrane of raw boar semen using hypo osmotic swelling (HOS) test. A total of
10 sexualy mature boars from three breed (landrace, Duroc, and Y orkshire) used
as a sperm source. Semen were collected using kand glove method. Immediatley
after collection the semen were evaluate macro and microscopically. The HOS
test conducted by putting 50 pL semen into 1 ml HOS medivm (150 mOsm Kg'l)
incubated at 37°C. Two hundred reacted and not reacted sperm cell to HOS
medium were evaluate at 0 min and every 15 minutes. Result showed that
theoptimum response to HOS was obtained at 60 minutes after incubation.

Keywords: plasma membrane integrity, HOS test, boar semen
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PENDAHULUAN

«

* Penerapan teknologi inséminasi buatan (IB) pada peternakan babi
meningkat secara signifikan pada satu decade terakhir (Maes et al, 2011),
tericasuk di Indonesia. Salah satu faktor keberhasilan IB adalah kualitas semen.
Kualitas semen yang baik diketahui melalui proses evaluasi semen setelah
penampungan. Evaluasi semen yang dilakukan di Balai Inseminasi Buatan Daerah
(BIBD) Unit Pelaksana Teknis Daerah (UPTD) Peternakan Provinsi Bali di
Baturiti dan peternakan Adhi Farm, Solo masih tervaias pada metode pergujian
standard yang meliputi pengujian makroskopis seperti volame, konsistensi, warna,
dan pH serta pengujian mikroskopis yang meliputi motilitas, viabilitas dan
konsentrasi.

Pengujian kualitas semen, selain yang telah disebutkan di atas juga dapat
dilakukan dengan beberapa parameter lain seperti pengujian tudung akrosom dan
pengﬁjian integritas membran. Lechniuk e al. (2002) menvebutkan bahwa
integritas fungsional dan struktur membran plasma spermatozoa sangat penting
bagi kehidupan spermatozoa. Spermatozoa juga harus mempunyai energi yang
cukup untuk pergcrakan, i)rotein Gan senyawa lain yang penting selama berada
dalam saluran reproduksi betina serta memiliki membran plasma yang baik
sehingga dapat melakukan fertilisasi dengan baik (Purdy et al., 2010).

Integritas membran dapat diuji menggunakan mikroskop cahaya atau mikroskop
fluorescent yang dikombinaskan dengan pewarnaan vital (Brito ef al., 2003), flow
cytometry (Hallap et al., 2004) dan hypo-osmotic swelling {(HOS) tes pada
Estonian Holstein(Padrik et al., 2012); kambing (Foiseca et al, 2005); domba
(Nalley dan Arifiantini, 2013); kuda (NiedanWanzel, 2001). Hypo-osmotic
swelling (HOS) test merupakan metode yang murah dan mudah diaplikasikan
dalam pengujian integritas membran plasma (Nalley dan Arifiantini 2013).
Pengujian HOS didasarkah pada kemampuan spermatozoa membengkak setelah
dimasukkan ke dalam larutan hipoosmotik. Spermatozoa dengan kerusakan fungsi
membran tidak 1rengalami pembengkakan dan ekornya tidak mengalami

invaginasi/melingkar

Babi memiliki karakteristik semen yang unik, berbeda dengan ternak lain

seperti sapi, domba dan kambing. Semen babi mengandung gelatin yang
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merupakan sekresi dari kelenjar bulbouretralis dan akan keluar pada saat
ejakulasi. Gelatin yang menyelimuti sel spermatozvoa akan memehgaruhi
kecepatan larutan hipoosmotik memasuki sel, sehingga diperlukan waktu yang
tenat untuk melakukan pengujian HOS.Mengingat karakteristik semen babi yang
berbeda dan adanya perbedaan kecepatan masuknya larutan hipoosmotik ke calam
sel spermatozoa maka penelitian ini dilakukan untuk menentukan waktu optimal
dalam pengujian integritas membran plasma spermatozoa babi menggunakan
larutais HOS.

MATERI DAN METODE

Penampungan Semen

Sebagai sumber semen digunakan 10 ekor babi jantan dengan breed yang
berbeda yaitu Landrace (6 ekor), Duroc (3 ekor), dan Yorkshire (1 ekor). Tujuh
ekor babi di BIB Baturiti dan tiga ekor di PT Adi Farm, Solo. Penampungan
semen dilakukan dengan metode pemijatan (massage) / gioves hand methodpada
korpus penisdengan bantuan dummy sow, dilengkapi dengan kasa untuk
memisahkan gelatin dan semen.
Evaluvasi Semen

Segera setelah koleksi, semen dibawa ke laboratorium untuk djanalisis
secara makroskopis dan mikroskopis. Pengujian makroskopis diawali dengan
pengukuran volume semen menggunakan gelas ukur. Keasaman dari semen diuji
menggunakan kertas indikator pH, selanjutnya dilihat secara visual
konsistesi/kekentalan, warna, dan bau semen. Pengujian mikroskopis dimulai
dengan menilai persentase motilitas spermatozoa dengan cara mencteskan 1 tetes
semen pada gelas objek kemudian ditambahkan satu tetes larutan NaCl fisiologis,
dihomogenkan dan diambil satu tetes untuk dipindahkan ke gelas objek yang lain.
Pengamatan motilitas pada mikroskop cahaya (Olympus CX21) dengan
pembesaran 10 x 40 (400x}. Pengamaian dilakukan pada lima lapang pandang
dengan interval nilai 1-100%.

Pengujian viabilitas dilakukan menggunakan pewarna eosin nigrosin. Satu
tetes semen diteteskan pada gelas objek, ditamﬁahkan satu tetes eosin nigrosin
kemudian dihomogenkan dan dibuat preparat ulas. Pemeriksaan dilakukan dengan

mikroskop cahaya (Olympus CX21) pada pembesaran 10 x 40 (400x). Penilaian
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dilakukan dengan melihat warna kepala spermatozoa. Kepala spermatozoa yang
inenyerap warna menunjukkan spermatozoa yang mati dan spermatozoa hidup
tidak menyerap warna Spermatozoa hidup dan mati dihitung hingga 200 sel atau
10 lapang pandang kemudian dihitung dengen cara: Spermatozoa hidup dibagi
dengan jumlah spermatozoa terhitung (hidup dan mati) dikali 100%. Perhitungan
konsentrasi menggunakan photometer SDM 5 dan Neubauer chamber (Arifiantini,
2012).
Pengujian Integritas Membran Plasma

Pengujian integritas meinbran plasma dilakukan scbagai berikut: Semen
sebanyak 50 uL dimasukkan ke dalam mikrotub berisi 1 mL larutan hipoosmotik
(1.351 g fruktosadan 0.735 g Na sitrat dalam Aquabidest100 mL). Campuran
iarutan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dan dievaluasi menggunakan
mikroskop cahaya (Olympus CX21) dengan pembesaran 10 = 40 (400x).
~ Spermatozoa yang bereaksi terhadap larutan hipoosmotik (ekor melingkar) dan
spermatozoa yang tidak bereaksi (ekor lurus) dihitung hingga 200 sel. Pengujian
dilakukan setiap 15 menit dan dihentikan pada saat waktu inkubasi mencapai 90
’ menit. Data yang diperoleh merupakan persentase spermatozoa yang bereaksi
positif terhadap larutan HOS.

Analisis data

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan uji Anova dan uji lanjut
Duncan. Data antai breed diseragamkan dengan proporsi dan diuji dengan

menggunakan t-test menggunakan SPPS 16.0.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Kualitas Semen Segar

Hasil evaluasi semen segar merupakan tahap awal untuk menentukan kelayakan
semen yang akan diperoses lebik lanjut. Rata-rata volume semen per ejakulat yang
didapatkan dari penelitian ini adalah 326,67+141,33 mL, derajat keasaman (pH)
7,2 — 7,5 dengan rata-rata 7,32+0,12, konsistensi encer dan berwarna putih keruh.
Motilitas spermatozoa antara 60-75% (68,89 + 6,01%), spermatozoa hidup 79,49
+ 5,52% dengan konsentrasi spermatozoa 175,50 + 8214 x 10°sel/ml (Tabel 1).

Tabel 1 Nilai karakteristik semen segar babi

Karakteristik semen Nilai rerata
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Volume (mL). _ 326,67 + 141,33

Warna . Putih susu
Konsistensi £ Encer-
pH 7,32+0,12
Motilitas spermatozoa (%) 68,89 + 6,01
Spermatozoa hidup (%) 79,49 £5,52
Konsentrasi spermatozoa ( 108 sel/mL) 175,50 + 82,14

Integritas membran plasina spermatozoa pada babi

Membran plasma merupakan lapisan semipermeabel yang menyelimuti sel
spermatozoa. Menurut Curry dan Watson (1995). integritas membran plasma
‘'serta fungsinya penting untuk merjaga viabilitas sel. Bagian ini menjadi struktur
penting dari sel sebagai gerbang yang menghubungkan lingkungan ekstra seluler
dan intra seluler, dengan demikian keutuhan struktur dan fungsi membran plasma
sangat penting vntuk dievaluasi daiam pengujian kualitas spermatozoa. Membran
plasma memiliki kemampuan permeabilitas yang selektif untuk merngatur aktiviias
metabolik intrasel, pH, dan komposisi ion.

Sel spermatczoa akan bereaksi ketika dimasukkan kedalam larutan
hipoosmotik, hal ini terjadi karena larutan hipoosmotik akan masuk kedalam sel
melewati membran plasma. Akibat perbedaan tekanan osmotik dari laruian
tersebut dengan tekanan osmotik luar sel lebih tinggi, maka larutan tersebut akan
masuk ke dalam sel dan menyebabkan kebengkakan, fenomena inilah yang dapat
diamati dan diukur untuk menguji integritas membran plasma (Vaszqﬁez et al.,
1997). Fenomena ini lebih mudah diamati pada ekor spermatozoa (Gambar 1),
daripada kepala karena membran plasma yang mengelilingi ekor tampak lebih
longgar (Vazquez et al., 1957).

Berdasarkan hasil penelitian, pada menit ke-15 sudah menunjukkan HOS
positif antara 36,27 sampai 63,50% dengan rata-rata 52,32+ 9,05. Pada 30 menit
inkubasi, sel yang positif terhadap larutan HOS semakin meningkat antara 47,44
sampai dengan 77,00% dengan rata-rata 60,13+9,56. Peningkatan rcaksi
spermatozoa yang positif terhadap larutan HOS terus terjadi dan puncéknya
terlihat pada menit ke-60 (Tabel 2).
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Gambar i. Hasi! pengnjian integritas membran plasma dengan HOS fest.
a spermatozoa HOS positif dan b Spermatozoa HOS negatif

Persentase HCS positif pada menit ike-60 berkisar antara 64,36 sampai
84,07% dengan rata-rata 74,65+7,03, reaksi ini lebih tinggi (p<0,01) dibandingkan
jumlah spermatozoa dengan HOS positif pada menit ke 45, 30 ataupun 15 menit.
Setelah melewati puncak reaksi pada menit ke-60 persentase spermatozoa yang
HOS positif mulai menurun. Spermatozoa yang mengalami HOS positif pada
menit ke-75 antara 50,70 sampai 82,50%. Penurunan terus terjadi dan akhirnya
pada menit ke-90 menunjukkan reaksi HOS positif hanya 49,50 sampai dengan
72,30% dan rata-rata 60,96+5,85 (Tabel 2). Penurunan ini disebabkan karena
paparan larutan hipoosmotik yang terlalu lama sehingga membran plasma
mengalami kerusakan dan tidak reaktif lagi terhadap larutan hipoosmotik.

Teknik hypo-osmotik swelling (HOS) test pada babi telah dilaporkan oleh
Vazquez et al. (1997), Perez-Llano et al. (2001) dan Yesteet al. (2010) namun
dalam penelitian tersebut belum ada yang menentukan secara spesifik waktu
optimal dalam pengujian integritas membran dengan menggunakan HOS
test.Selain itu cara penampungan semen di Indonesia masih belum bisa
memisahkan fraksi gelatin secara sempurna, dengan demikian akan memengaruhi
kecepatan masuknya larutan hipoosmotik ke dalam sel spermatozoa yang akan

berpengaruh terhadap waktu pengujian.

Tabel 2. Persentase jumlah spermatozoa yang bereaksi positif Zipo-osmoticswelling (HOS) test
selama masa inkubasi

Menit ke
Ulgngan 15 30 45 60 75 90
1 53,00 60,50 76,70 84,07 82,50 72.30
2 63,50 66,30 72,50 76,68 79,50 70,00
3 54,80 61,40 . 69,30 68,00 66,20 58,50
4 50,20 51,20 62,80 62,36 50,70 49,50
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5 62,50 77,00 87,00 83,70 78,90 65.00
6 36,27 47,44 60,00 64,36 56,52 55,00
7 6000 67,50 76,90 80,60 76,00 62,10
8 52,50 57,73 72,90 80,66 68,50 60,00
9 45,45 55,00 64,82 65,00 57,84 60,00
10 45,00 51,50 58,17 75,00 66,20 57,21
Rerata:tSD 52,32 60,13 76,10 74,65 68,28 60,96
+9,05° £9,56*  £912® +703° 1025 + 5,85

Huruf superscrip berbeda yang mengikuti angka pada baris yang sama menunjukkan beda sangat
nyata (p<0,01)

Membran plasma spermatozoa memiliki peran penting dalam proses fusi

dalam ovum pada saat fertilisasi. Peingujian membran plasma -dengan

menggunakan /ypo-osmotik swelling(HOS)festtclah banyak dilakukan pada

hewan domestik yaitu pada kerbau (Padrik ez al.,, 2012), kuda (Nie dan Wenzel,
2001), dan domba (Nalley dan Arifiantini, 2013). |

Waktu yang paling tepat untuk melakukan pengujian integritas membran
pada babi berdasarkan hasil penelitian ini adalah pada menit ke-60 inkubasi
(Gambar 2). Ketepatan Waktu> pengujian HOS sangat penting dilakukan, bila
waktu pengujian terlalu cepat, maka spermatozoa beium bereaksi secara optimnal.
Sebaliknya jika dilakukan terlalu lama sejak inkubasi kemungkinan waktu optimal
bereaksi sudah hilang, Menurut-Lang et al. (1998) mekanisme regulasi volume
selmerupakan  faktor  pentingsel.  Selharusvolume  berlebihan yang
dapatmembahayakanintegritas struciural dankestabilanlingkunganintraselular.
Stabilitas volume selmerupakan proses lanjutdarimekanismeregulasi volume,
akumulasiataupelepasanosmolitdanmetabolit ~ organic  sertatiansportasi  ion
melaluimembran  plasma. Fungsiselharusdipertahakandalammenghadapi
perubahan tekanan osmotik. Spermatozoa beberapamamalia (babi, tikus,
bantengdanmanusia) telahditemukanmemilikikemampuanregulasi volume,
dibagimenjadiduayaituregulatory volume decrease (RVD)
merupakanrespontcrhadaptekananhipoosmotikdanregulatory - volume  increase
(RV]) yaituselmampumengembalikanvolumenya setelah mengalami pengerutan

karena lingkungan hipertonis (Petrukinaet al., 2007).
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Gambar 2. Grafik reaksi spermatozoa positif terhadap larutan HOS

Tabel 3. Persentase jumlah spermatozoa yang bereaksi positif Hipo-osmotic swelling
(HOS) testantar breed selama masa inkubasi

Menit ke
Breed 15 30 45 60 75 90
Lantiace 5338 60,64 7138 73020 69,05 61.72
B 52,65 60,00 71,54 7540 6745 60.76
Vorkeltire 51,50 51,50 5817 7500 6620 5721

Pada penelitian ini reaksi HOS positif aniar breed pada setiap waktu
pengamatan disajikan pada Tabel 3. Data tersebut diyji dengan uji t-test dan
menunjukan hasil yang tidak berbeda (p >0,05) hal ini sesuai dengan pernyataan
Amorim et al. (2009) bahwa reaksi spermatozoa pada larutan HOS dipengaruhi
oleh spesies hewan, jenis larutan, osmolalitas, dan waktu inkubasi. Fungsi
membran plasma spermatozoa sangat fundamental dalam mengatur volume sel,
karena akan menentukan kelangsungan hidup spermatozoa.

Optimalnya pengujian pada menit ke-60 dalam penelitian ini juga
dilaporkan oleh Padrik et al. (2012) pada sapi Estonian Holstein dengan
menggunakan tekanan hipoosmotik yang sama (150 mOsm kg™). Fonseca et al.
(2005) melaporkan pengujian integritas membran pada semen kambing dengan
larutan HOS 125 mOsm kg™ pada 37°C dalam waktu 60 menit. Pada spermatozoa
kuda Niedan Wanzel (2001) menyatakan, inkubasi selama 60 menit dengan
larutan hipoosmotik 100 mOsm kg menunjukkan persentase HOS reaktif yang

lebih tinggi dibandingkan dengan larutan hipoosmotik lainnya.
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Tekanan osmotik yang berbeda akan memberikan hasil yang berbeda. Pada
penelitian ini spermatozoa babi bereaksizdengan larutan HOS (150 mOsm kg™),
optimal pada menit ke-60 inkubasi. Pengujian yang dilakukan lebih cepat atau

lambat akan mendapatkan hasi! yang kurang akurat.
SIMPULAN

Waktu optimal untuk melakukan pemeriksaan integritas membran plasma
adalah pada menit ke-60 dengan larutan hipoosmotik 150 mOsm Kg™. Tiduk ada
perbedazn yang nyata antara breed dan waktu pemeriksaan integritas membran

rlasma spermatozoa babi dengan hypo-osmotic swelling (HOS) ftesi.
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