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ABSTRAK

Morfologi spermatozoa merupakan salah satu parameter penting dalam
menentukan kualitas semen. Abnormalitas spermatozoa yang tinggi dapat
memengaruhi fertilitas. Tujuan penelitian ini adalah untuk membandingkan
morfologi spermatozoa pada berbagai breed babi dengan teknik pewarnaan eosin-
nigrosin dan carbofluchsin, serta mempelajari abnormalitas primer (kepala) pada
spermatozoa berbagai breed babi menggunakan pewarnaan carbofluchsin dan
abnormalitas sekunder (ekor) dengan preparat natif (formol-saline). Sumber
semen diperoleh dari enam breed babi. Hasil penelitian menunjukkan morfologi
spermatozoa babi yang diuji sangat baik dengan jumlah abnormalitas spermatozoa
hanya 8,80+0,06%. Abnormalitas spermatozoa primer (2,97+0,01%)lebih tinggi
(p<0,05) dibandingkan abnormalitas spermatozoa sekunder (2,23+0,01%).
Abnormalitas primer tertinggi terdapat pada breed Backshire sebanyak 4,1% dan
terendah pada breed Pietrain 1,8%. Abnormalitas sekunder tertinggi terdapat pada
breed Backshire sebanyak 4,7% dan terendah pada breed Landrace hanya 0,8%.
Hasil uji independent T-testmenunjukkan morfologi spermatozoa babi dengan
pewarna eosin-nigrosin tidak berbeda dengan pewarnaan carbofluchsin (p>0,05).

3)

Kata kunci: abnormalitas spermatozoa, eosin-nigrosin, carbofluchsin, formol-
saline, babi

ABSTRACT

Sperm morphology was one of theimportantparametersin determiningof semen
quality. Highspermabnormalitiesnumber ~ will ~ affectthe  fertility.  The

objectivesofthis research weretocompare themorphologyof boar
spermatozoainvariousbreedswitheosin-nigrosin andcarbolfuchsin
stainingtechnique, andto  evaluate sperm primary abnormality(head)
usingcarbolfuchsinstainingandsecondarysperm abnormalities(tail)

withnativepreparations(formol-saline). The results demonstratedall breeds had a
good sperm morphology, total sperm abnormality was only8.80+4.40%. Total
primary spermatozoa abnormality (2.97+0.34%) higher (p<0.05) than secondary
spermatozoa abnormalities (2.2340.57%).The highest primary abnormality (4.1%)
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found in Backshire breed, and the lowest (1.8%) demonstrated by Pietrain bresd.
Secondary spermatozoa abnormalities was highest in Backshire breed 4.7% and
the lowest demonstrated by Landrace breed (0.8%).Independent T-test showed
that there was no significant difference in sperm morphology between eosin-
nigrosin andcarbofluchsin stainingtechnique (p>5%).

Keywords:sperm abnormality, eosin-nigrosin, carbolfluchsin, formol-saline, boar

Keywords:sperm abnormality, eosin-nigrosin, carbofluchsin, formol-saline, boar

PENDAHULUAN

Teknologi reproduksi yang digunakan pada peternakan babi di Indonesia
saat ini masih terbatas dengan inseminasi buatan (IB). Salah satu faktor yang
memengaruhi  keberhasilan suatu IB terletak pada kualitas semen yang
diinseminasikan (Atiq e al 2011), yaitu unggul baik motilitas maupun
viabilitasnya. Morfologi spermatozoa merupakan salah satu parameter penting
dalam menentukan kualitas semen karena abnormalitas spermatozoa yang tinggi
dapat memengaruhi fertilitas. Klasifikasi abnormalitas spermatozoa berbeda-beda
antar peneliti dan antar laboratorium penguji. Menurut Ax et al (2000),
abnormalitas pada spermatozoa dapat diklasifikasikan dalam 3 kelompok:
abnormalitas primer (kepala dan akrosom spermatozoa), abnormalitas sekunder
(midpiece cytoplasmic droplet), dan abnormalitas tersier (kerusakan pada ekor).
Abnormalitas juga dapat bersifat genetik sehingga diturunkan ke generasi
berikutnya, seperti knobbed acrosome deffect. Abnormalitas dapat bersifat mayor
karena mengganggu fertilitas, atau bersifat minor karena tidak mengganggu
fertilitas (Chenoweth 2005). |

Pengamatan morfologi adalah mengamati bentuk spermatozoa yang
normal dan abnormal. Pengujian abnormalitas spermatozoa dapat dilakukan
menggunakan preparat natif atau dengan teknik pewarnaan. Beberapa teknik
pewarnaan telah dilakukan untuk mempermudah dalam mengamati morfologi
spermatozoa. Menurut Barth dan Oko (1989) teknik fiksasi dan pewarnaan
spermatozoa dibedakan atas dua metode yaitu metode kering dan metode basah.
Pewarnaan dengan metode kering dapat menggunakan eosin-nigrosin, eosin-
aniline blue, Feulgen staining technique, giemsa solution, acid-fast stain dan
pewarnaan fluorescent. Metode pewarnaan basah dapat berupa fiksasi

spermatozoa di dalam larutan formol-saline.
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Mengingat banyak teknik pewarnaan yang dapat digunakan dan
abnormalitas dibedakan antara primer dan sekunder, maka penelitian ini bertujuan
untuk membandingkan morfologi spermatozoa pada beberapa breed babi dengan

teknik pewarnaan eosin-nigrosin dan carbofuchsin.
MATERI DAN METODE
Penampungan Semen

Semen ditampung dari 12 ekor babi jantan yang telah dewasa kelamin.
Dari breed Backshire, Duroc, Pietrain, Hampshire, Landrace dan Yorkshire
masing-masing 2 ekor, milik Unit Pelaksana Teknis Daerah (UPTD) Siborong-
borong dan “Allegrindo” di Sumatra Utara, serta “Ngalah” dan “PT. Fajar
Semesta Indah” di Kalimantan Barat, menggunakan teknik masase atau gloves
hand method pada bagian corpus penis dengan bantuan dummy sow (Arifiantini,
2012).

Pewarnaan Semen:
Preparat Natif (Formol-saline)

Preparat natif dibuat dengan cara meneteskan semen yang sudah
diencerkan dengan larutan formol-saline (6,19 g di-sodium hydrogen phosphate
dehydrate, 5,41 g sodium chloride, 2,54 g potassium dihydrogen phosphate, 125
ml formaldehyde solution (37%) dan 875 ml aquades) dengan perbandingan 1 :
100 (10 pul semen dengan 990 pl formol-saline).

Pewarnaan Eosin-nigrosin

Pembuatan preparat ulas dilakukan dengan cara mencampur semen segar
dan eosin-nigrosin (20 g nigrosin dan 1,5 g sodium sitrat dalam 300 ml distilated
water ditambah eosin yellow 3,3 g (Barth dan Oko 1989), dengan perbandingan
1:2 (Arifiantini, 2012). Selanjutnya dibuat preparat ulas tipis pada gelas objek dan
dikeringkan di atas meja pemanas (heating table).

Pewarna Carbofuchsin

Pewarnaan carbofuchsin (Williams stein) diawali dengan pembuatan
preparat ulas dengan menggunakan semen segar (fresh semen)kemudian
dikeringkan kemudian disimpan.Preparat kemudian difiksasi diatas api

bunsen.Preparat ulas yang sudah difiksasi, dicuci dengan larutan alkohol absolut
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selama 4 menit dan dikeringudarakan. Direndam dalam chloramin solution 0,5%
selama 1-2 menit kemudian dicuci dalam distilated water dan alkohol
95%.Preparat diwarnai dengan pewarnaan Williamsdengan cara direndam selama
8-10 menit.Hasil pewarnaan dibersihkan dengan cara dibilas dengan air mengalir
dan dikeringkan (Arifiantini ef al., 2006).
Pengamatan Morfologi Spermatozoa

Pengamatan morfologi spermatozoa dilakukan pada preparat yang telah
diwarnai dengan pewarnaan eosin-nigrosin dan pewarnaan carbofuchsin, serta
preparat natif. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya
Olympus CX21. Morfologi spermatozoa diamati pada 500 sel pada tiap preparat.
Prosedur Analisis Data

Tiap jenis abnormalitas dihitung jumlahnya, untuk mengetahui jumlah
abnormalitas baik primer maupun sekunder, dan dianalisis secara deskriptif. Data
disajikan dalam bentuk rerata dan simpangan baku. Hasil penghitungan
abnormalitas juga dibandingkan antara teknik pewarnaan eosin-nigrosin dengan
pewarnaan carbofuchsin. Analisis data dilakukan denganindependent T-test
menggunakan SPSS16.

HASIL DAN PEMBAHASAN

AbnormalitasPrimer Spermatozoapada Beberapa Breed Babi

Abnormalitas spermatozoa pada penelitian ini diklasifikasikan menjadi
dua, yaitu abnormalitas primer (pada bagian kppala) dan abnormalitas sekunder
(pada bagian ekor). Persentase abnormalitas primer spermatozoa terbanyak adalah
knobbed acrosome defect (1,10£0,01%) dan abnormal contour (0,92+0,01%).
Knobbed acrosome defect merupakan bentuk abnormalitas yang ada pada kepala
spermatozoa, berupa adanya dark-staining area atau penebalan keluar pada ujung
kepala (Barth dan Oko 1989). Pada babi, abnormalitas ini dapat terjadi selama
proses spermatogenesis. Abnormal contour(Gambar 1, (1)) merupakan
abnormalitas berupa kelainan bentuk pada kepala spermatozoa (Arifiantini et al,
2010).

Persentase abnormalitas primer spermatozoa terendah yaitu double head
(0,02+0,00%) dan abaxial (0,02+0,00%) (Tabel 1). Abnormalitas pada bagian

kepala ini dapat menyebabkan kegagalan spermatozoa untuk membuahi sel telur.
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Menurut Sutkeviciené dan Zilinskas (2004), faktor-faktor yang berpengaruh

terhadap terjadinya abnormalitas spermatozoa adalah umur, breed, status

kesehatan dan nutrisi, serta faktor genetik dari ternak.

Gambar 1Abnormalitas primer spermatozoa:pearshaped (a ),
macrocephalus (c), microcephalus (d dan f), narrow at the base (e),
round head (g dan h), abnormal contour (1)

Tabel 1 Hasil pengujian abnormalitas primer spermatozoa babi dari beberapa breed dengan teknik
pewarnaan carbolfuchsin

Jenis abnormalitas Rata-rata (sel) Persentase (%)
Pear shape 0,92+0,15 0,18+0,03
Narrow at the base 1,42+0,60 0,28+0,12
Tappered head 0,33+0,33 0,07+0,07
Abnormal contour _ 4.58+1,15 0.92+0,23
Round head 0,67+0,40 0,13+0,08
Macrocephalus 0,67£0,17 0,13=0,03
Microcephalus 0,42+0,2 0,08+0,04
Double head 0,08+0,08 0,02+0,01
Abaxial 0,08+0,08 0,02+0,01
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Knobbed acrosome deffect 5,50+1,67 1,10+0,34

Detached head 0,17+0,17 0,03£0.03
Total abnormalitas 14,83+1,67 2,97+0,34
Normal 485,17+1,67 97,03+0,34

Abnormalitas Sekunder Spermatozoa pada Beberapa Breed Babi
Abnormalitas sekunder (Tabel 2) pada ekor dengan jumlah terbanyak
adalah bent tail (1,17+0,01%). Bent tail (Gambar 2, a dan b) merupakan
abnormalitas spermatozoa dengan ekor yang melipat. Abnormalitas sekunder
spermatozoa terbanyak kedua adalah coiled fail (0,60+0,01%) (Tabel
2).Spermatozoa dengan abnormalitas coiled tail disebabkan karena udara yang
dingin serta kondisi lingkungan yang hipoosmotik(Mekasha et al, 2007).
Abnormalitas coiled tailmengalami gangguan motilitas, dan akan menyebabkan
spermatozoa tidak dapat mencapai tempat fertilisasi sehingga gagal untuk
membuahi sel telur. Namunmenurut Kawakami ez al. (2005), kelainan coiled tail

denganbentuk double folded masih dapat melakukan fertilisasi secara in-vitro.

Tabel 2 Abnormalitas sekunder spermatozoa babi dari beberapa breed denganformol-saline

Jenis Abnormalitas Rata-rata (sel) Persentase (%)
Bent tail 5,83£2,91 1,17+0,58
Coiled tail 3,00+1,09 0,60+0,22
Ekor patah 2,33+0,68 0,47+0.14
Total Abnormalitas 11.17+2.87 2,23+0,57
Normal 488,83+2,87 97,77+0,57

Persentase total abnormalitas primer spermatozoa (2,97+0,34%) pada
beberapa breed babi menunjukkan hasil yang lebih tinggi dibandingkan
persentase total abnormalitas sekunder spermatozoa (2,23+0,57%) (Tabel 1 dan
2). Abnormalitas primer spermatozoa umumnya disebabkan gangguan langsung
pada epitel tubulus seminiferus, namun tidak dapat diasumsikan bahwa
abnormalitas primer lebih berpengaruh terhadap fertilitas dibandingkan dengan
abnormalitas sekunder (Chenoweth 2005).

Abnormalitas sekunder spermatozoa juga berpengaruh terhadap
keberhasilan fertilisasi. Spermatozoa dengan abnormalitas pada ekor seperti coiled
tail dan bent tail, akan menunjukkan pergerakan yang tidak progresif (Purwantara

et al., 2010), sehingga menyebabkan kegagalan untuk mencapai tempat fertilisasi.
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Perbandingan Pengujian Abnormalitas Spermatozoa dengan Pewarnaan
Eosin-nigrosin dan Carbofuchsin

Pewarnaan spermatozoa berfungsi untuk membantu proses pengamatan
morfologi dan morfometri spermatozoa. Pewarnaan eosin-nigrosin merupakan
double staining untuk memberikan efek kontras sehingga memberi batas yang
jelas pada sel. Pewarnaan eosin-nigrosin selain untuk mengamati morfologi, dapat
juga untuk menghitung jumlah spermatozoa yang hidup dan mati. Spermatozoa
hidup tidak berwarna éedangkan spermatozoa mati akan berwarna merah
(Ermayanti dan Suarni 2010). Pewarnaan carbolfuchsin merupakan pewarnaan
dengan zat warna eosin dan zat warna dasar basic fichsin golongan trifenil
methan yang umum digunakan untuk mewarnai sitoplasma. Kelebihan dari teknik
pewarnaan carbolfuchsin yaitu sangat praktis karena pewarnaan dan evaluasi
dapat dilakukan pada waktu yang berbeda. Selain itu, larutan chloramin yang
digunakan akan membuat preparat lebih bersih, sehingga mempermudah dalam
pengamatan morfologi spermatozoa (Arifiantini 2012).

Abnormalitas jenis pearshaped, abnormal contour, dan knobbed acrosome
defect menunjukkan hasil yang berbeda nyata, sedangkan untuk jenis abnormalitas
lainnya tidak menunjukkan hasil yang berbeda nyata (Tabel 3).Secara
keseluruhan, hasil uji menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan antara pewarnaan
eosin-nigrosin dan carbolfuchsin pada taraf nyata (o)) 5%. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa antara pewarnaan eosin-nigrosin dengan carbolfuchsin,
keduanya memiliki kualitas yang sama baiknya dalam pengujian abnormalitas

spermatozoa babi.
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Tabel 3 Nilai abnormalitas beberapa breed babi untuk pewarnaan eosin-nigrosindan carbolfaches

Jenis abnormalitis Eosin-nigrosin Carbolfuchsin
Rata-ratat+SE Range Rata-rata+SE Range
Pear shaped (%) 0,40+0,16° 0,0-1,2 0,18+0,03° 0002
Narrow at the base (%) 0,13+0,05 0,0-0,6 0,28+0,12 0,00%
Tappered head (%) 0,07+0,03 0,0-0,4 0,07=0,06 0.0-0.4
Abnormal contour (%) 0,33+0,14° 0,0-1,2 0,92+0,23° 0.2-2.0
Undeveloped (%) 0,02+0,01 0.0-0,2 0,00+0,00 0.0-00
Round head (%) 0,22+0,06 0,0-0,4 0,13+0,08 0.0-0.8
Macrocephalus (%) 0,23+0,04 0,0-0.6 0,13+0,03 0.0-02
Microcephalus (%) 0,17+0,09 0,0-1,0 0,08+0,04 0.0-02
Double head (%) 0,02+0,01 0,0-0,2 0,02+0,01 0.0-02
Abaxial (%) 0,02+0,01 0,0-0,2 0,0240,01 0,002
‘(E/’:;’bbed GerOERd 3,23+0,38" 1,05,6 1,10£0,33° 0,036
Detached head (%) 0,0240,01 0,0-0,2 0,03+0,03 0,0-0.4
Bent tail (%) 2,07+£1,15 0,0-14,6 2,53+0,99 0,2-13.8
Coiled tail (%) 0,03+0,03 0,0-0,4 0,48+0,21 0,0-2.6
Total (%) 6,95+1,10 2,6-18.8 5,98+1,31 1,6-18.8
Normal (%) 93,05%1,10 81,5-974 04,02+1,31 81.6-984

Keterangan: angka yang diikuti oleh huruf yang berbeda pada baris yang sama menunjukkan nila:
berbeda nyata (P>0.05) berdasarkan independent T-Test

Pemilihan teknik pewarnaan dalam pengujian morfologi spermatozoa
dapat disesuaikan dengan kebutuhan. Jika dalam pengujian morfologi sekaligus
ingin dilakukan penghitungan jumlah spermatozoa hidup dan mati, maka teknik
yang dapat dipilih yaitu pewarnaan eosin-nigrosin. Pewarnaan carbolfuchsin dapat
dipilih jika pewarnaan tidak bisa langsung dilakukan di lapangan setelah
penampungan semen. Semen yang telah ditampung, dapat dibuat preparat ulas dan
diwarnai dengan teknik carbolfuchsin pada waktu yang berbeda.

Perbandingan Abnormalitas Primer dan Sekunder Spermatozoa pada
BeberapaBreed Babi

Hasil penghitungan abnormalitas primer dan sekunder spermatozoa pada
beberapabreed babi dianalisis secara deskriptif, hasilnya
menunjukkanabnormalitas primer spermatozoa tertinggi terdapat pada
breedBackshire sebanyak 20.50+0.50 (4.1%) dan terendah pada breed Pietrain
9.00+£0.00 (1.8%) (Tabel 4). Abnormalitas sekunder spermatozoa tertinggi
terdapat pada breed Backshire sebanyak 23.50+£21.50 (4.7%) dan terendah pada
breed Landrace hanya 4.00£1.00 (0.8%) (Tabel 4). Tanpa melihat jenis

abnormalitas spermatozoa, abnormalitas spermatozoa terendah terdapat pada
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breed Landrace danHampshire dengan persentase abnormalitas terendah,
yaitu3,70+£2,10% dan 3,80+0,00%,Morfologi abnormalitas spermatozoa yang
paling tinggi terdapat pada breed Backshire yaitu 8,80+4,40% (Tabel 4),

Tabel 4 Abnormalitas primer dan sekunder spermatozoa pada berberapa breed babi

Abnormalitas
Sperma-tozoa Total Persentase

Breed n Normal = Spera o 7o Abnormalitas abnormalitas
Primer  Sekunder 5
(sel) (sel) (%)

(sel) (sel)
20,50+ 23,50+

Backshire 2 456,00+£22,00 44.00+22.00 8.80+4,40

050 2150

Puite 2 476,00£3,00 1383: 95?005 24005300  4,80£0,60
Hampshire 2 481,0040,00 1(2]334: 7005); 19.00:0,00  3,8040,00
Landrace 2 481.50+10,50 1;1,;81 41’?(?; 18,50510,50  3,70+2,10
Pictrain 2 476,00+0,00 96?005 Igzgg* 24.00:000  4,80+0,00
Yorkshire 2 473.50+0.50 12133'1 85:550; 26.50+0.50 5.3020,10

Abnormalitas primer diuji menggunakan teknik pewarnaan carbolfuchsin, abnormalitas sekunder
diuji dengan formol-saline

Hasil penelitian dari seluruh babi yang diuji menunjukkan morfologi
spermatozoa yang baik dengan abnormalitas tertinggi hanya 8,80+4,40%,Menurut
AX et al. (2000), abnormalitas spermatozoa yang melebihi 20% dapat menurunkan
fertilitas. Rendahnya abnormalitas spermatozoa babi-babi tersebut dapat dipahami
mengingat babi-babi yang digunakan adalah pada umur produktif dan dipelihara
pada peternakan babi yang telah menerapkan manajemen pemeliharaan yang baik.

SIMPULAN DAN SARAN
Simpulan

Abnormalitas primer lebih tinggi dibandingkan abnormalitas sekunder
pada spermatozoa babi. Pewarnaan eosin-nigrosin dan carbolfuchsin memiliki
kualitas yang sama baiknya, sehingga dapat digunakan untuk pengamatan
morfologi spermatozoa babi.

Saran

Penelitian lanjutan perlu dilakukan pada sampel yang lebih banyak untuk

mengetahui perbedaan antara pewarnaan eosin-nigrosin dan carbolfuchsin dalam

pengamatan morfologi spermatozoa babi.
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KATA PENGANTAR

Pupn syukur kami panjatkan kehadirat Tuhan Yang Maha Esz karen:
SerkatrahmatNya Prosiding Seminar dan Lokakarya Nasional Ternak Babi 2014
Sengan tema “Peran Peternakan Babi dalam Konstelasi Penyediaan Pangan
Nasional” dapat diselesaikan dengan baik. Seminar dan Lokakarya Nasional
Temak Babi dilaksanakan pada tanggal 5 Agustus 2014 oleh Fakultas Peternakan
Universitas Udayana dalam rangka Dies Natalis Universitas Udayana dan Hari
Ulang Tahun Fakultas Peternakan Universitas Udayana yang ke-52.

Prosiding Seminar dan Lokakarya Nasional ini merangkum rumusan
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Denpasar, Nopember 2014
Ketua Panitia

Dr. Ir. I Nvoman Tirta Ariana, MS.
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