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RINGKASAN

RINA NUR SARI KURNIATI. Kualitas Semen dan Profil Metabolom Plasma
Semen Sapi Friesian Holstein Berdasarkan Umur. Dibimbing oleh BAMBANG
PURWANTARA, NI WAYAN KURNIANI KARIJA, dan JUDL

Produksi susu sapi FH di Indonesia saat ini baru mencukupi 22% dari
kKebutuhan nasional. Kondisi ini menuntut adanya upaya peningkatan populasi dan
Kinerja sapi perah melalui peningkatan efisiensi reproduksi. Peningkatan efisiensi
reproduksi dapat dicapai melalui inseminasi buatan (IB), namun angka konsepsi
hasil IB di Indonesia masih tergolong suboptimal. Salah satu sebabnya adalah
beberapa pejantan sapi FH sebagai sumber benih (spermatozoa) memiliki tingkat
fertilitas lapangan yang relatif lebih rendah. Salah satu faktor yang memengaruhi
fertilitas tersebut adalah umur pejantan. Proses penuaan reproduktif terjadi seiring
dengan penambahan umur berkontribusi pada penurunan fungsi reproduksi dan
fertilitas pejantan.

Evaluasi kualitas semen selama ini dilakukan secara konvensional melalui
evaluasi makroskopis dan mikroskopis. Metode tersebut tidak cukup akurat untuk
memprediksi kapasitas fertilitas spermatozoa. Penelitian terkait analisis struktur,
fungsi, dan profil molekul pada spermatozoa, oleh karena itu, diperlukan untuk
meningkatkan pemahaman mekanisme biologis dan fisiologis yang mendasari
berbagai proses seluler. Metabolomik merupakan salah satu cabang omik yang
mengukur secara komprehensif berbagai molekul metabolit. Interaksi berbagai
metabolom membantu mempertahankan fungsionalitas sel. Kajian terkait profil
metabolom plasma semen menjadi sangat menjanjikan karena plasma semen
berperan sebagai media proteksi dan regulator berbagai fungsi spermatozoa.

Penelitian ini terdiri atas empat tahap, yaitu klasifikasi umur pejantan,
kualitas semen sebelum dan setelah istirahat kawin, koleksi dan evaluasi semen,
serta ekstraksi dan analisis metabolom plasma semen. Enam ekor sapi FH yang
digunakan berasal dari Balai IB Lembang. Umur pejantan diklasifikasikan menjadi
<5 dan >5 tahun, dengan masing-masing kelompok terdiri atas tiga ekor sapi FH.
Kelompok umur <5 tahun terdiri atas pejantan dengan rentang umur 3 tahun 2 bulan
hingga 4 tahun 7 bulan, sedangkan kelompok umur >5 tahun terdiri atas pejantan
dengan rentang umur 5 tahun 2 bulan hingga 9 tahun. Sapi FH sebelumnya
mengalami istirahat kawin selama lebih dari enam bulan. Semen dikoleksi secara
berulang hingga memiliki karakteristik semen yang merepresentasikan kondisi
produksi pada pola koleksi rutin. Semen kemudian dikoleksi dan dievaluasi untuk
menganalisis kualitas semen serta metabolom plasma semen.

Semen dikoleksi dengan vagina buatan sebanyak empat kali ulangan,
kemudian dievaluasi secara makroskopik dan mikroskopik. Parameter makroskopik
yang diamati meliputi warna, volume, konsistensi, dan pH; sedangkan parameter
mikroskopis semen meliputi gerakan massa, konsentrasi, motilitas progresif,
viabilitas, abnormalitas morfologi, membran plasma utuh, dan tudung akrosom
utuh. Motilitas progresif spermatozoa dianalisis menggunakan Computer-Assisted
Sperm Analysis (CASA). Viabilitas dan abnormalitas spermatozoa dianalisis
imenggunakan pewarnaan eosin-nigrosin. Membran plasma utuh dianalisis dengan
hvpo-osmotic swelling test (HOST). Tudung akrosom utuh dianalisis dengan
pewarnaan Giemsa. Semen sebagian disentrifugasi untuk memisahkan plasma



semen dari spermatozoa. Metabolom plasma semen diekstraksi dan dianalisis
dengan liquid chromatography high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS).

Kualitas semen sapi FH setelah istirahat kawin menurun. Hal ini karena
spermatozoa yang tidak diejakulasikan akan mengalami senesens, kerusakan
struktural dan fungsional, kehilangan fertilitas, serta terdisintegrasi. Hasil analisis
menunjukkan tidak terdapat perbedaan signifikan secara statistik (P>0,05) pada
parameter volume, gerakan massa, konsentrasi, total spermatozoa, dan viabilitas
antarkelompok umur. Parameter motilitas, MPU, TAU, dan abnormalitas semen
sapi FH berbeda nyata antarkelompok umur (P<0,05), meskipun tidak ekstrem.
Temuan ini menunjukkan bahwa peningkatan umur dapat menyebabkan disfungsi
spermatozoa, salah satunya dipicu oleh peningkatan stres oksidatif.

Analisis metabolomik plasma semen mengidentifikasi kelas metabolit
berupa asil lemak, asam karboksilat dan derivatnya, gliserofosfolipid,
organonitrogen, nukleosida purin, organooksigen, indol dan derivatnya, asam sulfat
organik dan derivatnya, imidazopirimidin, benzena dan derivatnya, lipid prenol,
serta asam keto dan derivatnya. Jumlah total metabolit dan kelimpahan relatif pada
masing-masing kelas tidak berbeda nyata (P>0,05) antarkelompok umur. Temuan
ini menunjukkan bahwa pejantan umur >5 tahun masih mampu mempertahankan
aktivitas metabolisme yang mendukung fungsi spermatozoa. Analisis korelasi
menunjukkan bahwa asil lemak berkorelasi positif secara signifikan (P<0,05)
dengan membran plasma utuh, sedangkan imidazopirimidin berkorelasi positif
secara signifikan (P<0,05) dengan motilitas dan viabilitas spermatozoa.
Gliserofosfolipid menunjukkan korelasi negatif yang signifikan (P<0,05) dengan
umur, nukleosida purin dan imidazopirimidin menunjukkan korelasi negatif yang
signifikan (P<0,05) dengan abnormalitas spermatozoa, sedangkan asam sulfat
organik menunjukkan korelasi negatif yang signifikan dengan membran plasma
utuh (P<0,05). Beberapa kelas metabolit plasma semen memiliki hubungan yang
erat dengan kualitas spermatozoa.

Hasil penelitian menyimpulkan bahwa semen sapi FH pejantan
antarkelompok umur masih memenuhi Standar Nasional Indonesia untuk kualitas
semen segar. Kelompok umur tidak memengaruhi kualitas semen maupun profil
metabolom plasma semen pejantan. Sapi kelompok umur >5 tahun masih layak
digunakan sebagai sumber spermatozoa di Balai Inseminasi Buatan.

Kata kunci: Friesian Holstein, metabolom, plasma semen, spermatozoa, umur



SUMMARY

RINA NUR SARI KURNIATI. Semen Quality and Seminal Plasma Metabolomic
Profiles of Holstein Friesian Bulls at Different Ages. Supervised by BAMBANG
PURWANTARA, NI WAYAN KURNIANI KARIJA, and JUDI.

Milk production from Holstein Friesian (HF) cattle in Indonesia remains
relatively low, accounting for only approximately 22% of national demand. This
condition highlights the need to improve dairy cattle populations and productivity
through enhanced reproductive efficiency. One approach to increasing reproductive
efficiency is the application of artificial insemination (Al); however, conception
rates achieved through Al in Indonesia remain suboptimal. This is partly
attributable to the relatively low field fertility observed in some HF bulls used as
sperm donors. One of the factors influencing bull fertility is age. As bulls age,
reproductive aging occurs, contributing to declines in reproductive function and
fertility.

Semen quality has been evaluated using conventional macroscopic and
microscopic methods. However, these methods are not sufficiently accurate for
predicting the fertilizing capacity of spermatozoa. Therefore, studies investigating
the structure, function, and molecular profiles of spermatozoa are needed to
improve the understanding of the biological and physiological mechanisms
underlying various cellular processes. Metabolomics is one of the omics disciplines
that comprehensively measures a wide range of metabolite molecules. Interactions
among metabolites contribute to the maintenance of cellular functionality. The
investigation of seminal plasma metabolomic profiles has emerged as a promising
approach because seminal plasma serves as a protective medium and regulator of
various sperm functions.

This study consisted of four stages: bull classification; semen quality before
and after prolonged sexual rest; semen collection and evaluation; and metabolomic
extraction and analysis. Six HF bulls from the Lembang Artificial Insemination
Center were used in this study. The bulls were classified into two age groups: <5
years and >5 years, with three bulls in each group. The <5-year age group consisted
of bulls ranging from 3 years 2 months to 4 years 7 months, whereas the> 5-year
age group consisted of bulls ranging from 5 years 2 months to 9 years. Bulls were
rested from the breeding program for more than six months. Semen was collected
repeatedly until it was considered representative of semen production under a
routine collection regimen. Subsequently, semen was collected and evaluated to
determine semen quality and to analyze the seminal plasma metabolome.

Semen was collected using an artificial vagina in four replicates and
subsequently evaluated macroscopically and microscopically. The macroscopic
parameters included color, volume, consistency, and pH; while the microscopic
parameters included mass movement, concentration, progressive motility, viability,
plasma membrane integrity, acrosome integrity, and abnormality. Progressive
sperm motility was analyzed using Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA).
Sperm viability and morphological abnormalities were assessed using eosin—
nigrosin staining. Plasma membrane integrity was evaluated using the hypo-
osmotic swelling test (HOST), whereas acrosome integrity was assessed using



Giemsa staining. A portion of each semen sample was centrifuged to separate
seminal plasma from spermatozoa. The seminal plasma metabolome was then
extracted and analyzed using liquid chromatography—high-resolution mass
spectrometry (LC—HRMS).

The semen quality of HF bulls declined after a period of sexual rest. This
decline may be attributed to the senescence of spermatozoa that are not ejaculated,
leading to structural and functional damage, loss of fertilizing capacity, and
eventual disintegration. The results showed no statistically significant differences
(P>0.05) in volume, mass movement, concentration, total spermatozoa, and
viability between the age groups. In contrast, motility, morphology, plasma
membrane integrity, and intact acrosome differed significantly between the age
groups (P<0.05); however, the difference was not substantial. These findings
suggest that increasing age may lead to sperm dysfunction, which is partly driven
by increased oxidative stress.

Metabolomic analysis of seminal plasma identified several metabolite
classes, including fatty acyls, carboxylic acids and derivatives,
glycerophospholipids,  organonitrogen = compounds, purine nucleosides,
organooxygen compounds, indole and derivatives, organic sulfuric acid and
derivatives, imidazopyrimidines, benzene and derivatives, prenol lipids, and keto
acids and derivatives. The total of metabolites and relative abundances in each class
showed no significant differences (P>0.05) between age groups. This finding
revealed that bulls >5 years were still able to maintain metabolic activity that
supported spermatozoal function. Correlation analysis revealed that fatty acyls had
a significant positive correlation (P<0.05) with membrane integrity, whereas
imidazopyrimidine had a significant positive correlation (P<0.05) with sperm
motility and viability. Glycerophospholipid showed a significant negative
correlation with age; purine nucleosides and imidazopyrimidines showed a
significant negative correlation with sperm abnormality, whereas organic sulfuric
acids showed a significant negative correlation with membrane integrity (P<0.05).
Several metabolite classes were closely associated with sperm quality.

The results of this study indicated that fresh semen from HF bulls across age
groups met the requirements of the Indonesian National Standard. Age group had
no significant effect on either semen quality or the seminal plasma metabolomic
profile of the bulls. Therefore, bulls aged over 5 years remain suitable for use as
sperm donors in Artificial Insemination Centers.

Keywords: age, Holstein Friesian, metabolome, seminal plasma, sperm
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