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ABSTRACT

Plasma membrane integrity was very important for sperm fertility. The study was conducted to
determine the optimal time to test the integrity of plasma membrane of Limousin and Frisien Holstein
(FH) bull frozen semen sperm using hypoosmotic swelling (HOS) test. A total of 15 samples from each
bull were used. All samples were incubated in a hypoosmotic solution with osmolarity of 150 mOsm
Kg" for 60 minutes. Every 15 minutes the whole sample was evaluated the percentage of sperm that
reacts to the solution. Result showed that the optimal time was obtained at 30’ and 45’°, both on
Limousin and FH frozen semen. The mean percentage of reacted Limousin bull sperm at 30’ and 45’
respectively were 53.90+6.81 % and 52.47+8.00 %. Whereas the FH bull sperm was 44.52+6.26 %
and 44.46+8.42 %. Sperm from frozen semen needs time to react to hypoosmotic solution due to the
added of freezing diluent. This causes the sperm did not react immediately to the hypoosmotic
solution.
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PENDAHULUAN

Hypoosmotic Swelling (HOS) Test adalah salah satu teknik untuk mengevaluasi
! keutuhan membran plasma sperma. Pada awalnya HOS Test dirancang pada spermatozoa
* manusia untuk mengevaluasi aktivitas biokimia dari fisik membran plasma secara utuh
(Jeyendran et al. 1984). Saat ini HOS fest sudah dilakukan pada hewan domestik termasuk
sapi (Correa dan Zavos 1994), kuda (Neild et al. 1999), dan babi (Zou dan Yang 2000), tetapi
kebanyakan dilakukan pada semen segar. Semen beku adalah semen yang berasal dari
pejantan terpilih yang diencerkan sesuai prosedur, dibekukan dan disimpan pada suhu -196 °C.
Spermatozoa pada semen beku mengalami kondisi hipertonik selama pembekuan — pencairan,
dan kondisi isotonik selama pembersihan sperma in vitro atau ketika berada pada saluran
reproduksi betina selama inseminasi buatan (Ball and Peters 2004).

Keutuhan membran plasma bagi sperma mutlak diperlukan untuk memenuhi fungsinya
sebagai pelindung organel di dalam sel dan menyeleksi pertukaran zat intra dan ekstraseluler.
Demikian halnya dengan kondisi tudung akrosom yang harus tetap utuh untuk menjaga
keamanan enzim-enzim fertilisasi yang terdapat di dalam vesikel akrosom. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui waktu yang paling optimal untuk pengujian keutuhan membran
plasma spermatozoa semen beku sapi Limousin dan Frisien Holstein (FH) dengan
menggunakan metode HOS fest.
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MATERI DAN METODE

Semen beku di-thawing dalam water bath dengan suhu 37 °C selama 30 detik. Straw
dikeringkan dengan menggunakan tissue. Straw dipotong pada kedua sumbatnya dan isi straw
dikeluarkan seluruhnya, lalu 50 pl semen dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf yang berisi
400pl larutan hipoosmotik [1.351 g fruktosa dan 0.735 g Na-sitrat dalam 100 ml tekanan
osmotik 150 mOsm Kg' (Revell dan Mrode 1994)]. Larutan yang telah dicampur
dihomogenkan dengan cara membentuk angka delapan. Ambil satu tetes dengan pipet,
teteskan pada object glass, lalu tutup dengan cover glass dan lihat di bawah mikroskop
(Olympus CH20) dengan perbesaran 40x10, hitung spermatozoa yang normal dan yang telah
bereaksi dengan larutan hipoosmotik pada 10 lapang pandang, untuk mendapatkan data HOS
test pada menit ke-0.

Campuran semen dalam larutan hipoosmotik disusun dalam rak pada water bath berisi
air dengan suhu 37 °C. Pengujian keutuhan membran plasma sperma semen beku dilakukan
pada menit ke 0, 15, 30, 45, dan 60. Pengujian dilakukan dengan cara mengambil satu tetes
dengan pipet tetes dan diletakkan pada object glass, lalu tutup dengan cover glass dan lihat
dibawah mikroskop dengan perbesaran 40 x 10, hitung sperma yang normal dan yang telah
bereaksi pada 10 lapang pandang.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Cara menilai kualitas semen berbeda-beda antar peneliti. Menurut Colenbrander et al.
(2003) kualitas semen dapat dinilai dari jumlah sperma, motilitas dan normalitas morfologi
sperma. Selain itu terdapat perameter tambahan, yaitu integritas membran dan integritas
kromatin (Graham 2001; Rodriguez-Martinez 2007). Menurut Morrell dan Rodriguez-
Martinez (2009) terdapat hubungan yang kuat antara fertilitas dan motilitas post-thawing,
jumlah akrosom normal, keutuhan membran plasma, serta abnormalitas sperma pada sejumlah
spesies seperti kerbau (Ahmed et al. 2003), sapi (Al-Makhzoomi et al. 2008), dan antara
morfologi, integritas kromatin dan pregnancy rates pada kuda (Morrell et al. 2008).

Untuk menjamin bahwa membran plasma sperma dari semen beku masih baik, maka
selain daripada indikator motilitas dan scoring individu, perlu ditambahkan satu indikator
pengujian seperti rasio sperma yang hidup dan mati atau keutuhan membran plasma dengan
teknik HOS test. Metode HOS test dapat memberikan informasi tentang integritas membran
sperma.Pada awal masa inkubasi, yakni menit ke-0 sperma sapi Limousin dan FH bereaksi
terhadap larutan hipoosmotik masih sedikit. Perbedaan yang signifikan (P<0.05) terjadi
antara persentase sperma yang bereaksi pada menit ke-15, baik pada semen beku sapi
Limousin maupun FH. Hasil menunjukkan 46.88+9.63 % untuk Limousin dan 35.97+6.14 %
untuk sapi FH. Puncak reaksi dari sperma terhadap larutan hipoosmotik terjadi pada menit ke-
30 dan ke-45, tidak terdapat perbedaan yang signifikan dari persentase diantara kedua masa
inkubasi tersebut. Semen beku sapi Limousin menunjukkan 53.90+6.81 % dan 52.47+8.00 %
sperma bereaksi. Sedangkan semen beku sapi FH menunjukkan 44.52+6.26 % dan
44.46+8.42 %. Penurunan terjadi pada masa inkubasi terakhir (menit ke-60), terjadi
penurunan yang signifikan dari menit ke-45 menuju menit ke-60. Semen beku sapi Limousin
menurun hingga 42.46 +9.43%, sedangakan semen beku FH menjadi 33.17+9.63%.

Keutuhan membran plasma sperma dapat ditentukan berdasarkan persentase keutuhan
membran plasma sperma yang diuji dengan metode HOS test dan diamati dibawah mikroskop
dengan perbesaran 40 x 10. Sperma yang mempunyai integritas membran utuh ditandai
dengan pembengkakan bagian kepala dan ekor yang berputar (Jeyendran et al. 1984).
Membran plasma yang meyelubungi sebuah sel berfungsi membatasi keberadaan sebuah sel
dan memelihara perbedaan pokok antara bagian intrasel dan bagian ekstrasel. Membran
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plasma tersebut merupakan sebuah sekat atau sebagai filter yang mempunyai kemampuan
memilih bahan yang masuk dan keluar sel sehingga tetap dapat memelihara perbedaan kadar
ion di luar dan di dalam sel (Nawang 2005).

Tabel 1. Persentase jumlah spermatozoa bereaksi terhadap larutan hipoosmotik selama masa

inkubasi
) Masa Inkubasi (menit)
Sapi
0 15 30 45 60
Limousin 33.16£10.55¢  46.88+9.63" 53.89+6.81° 52.47+8.00® 42.46+9.43°
FH 27.19+6.14° 35.97+6.26" 44.52+8.42° 44 46" 33.17+9.63°

Superskrip dengan notasi yang berbeda menyatakan perbedaan yang nyata (p<0,05).
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Gambar 1. Grafik laju reaksi sperma sapi Limousin dan FH terhadap larutan hipoosmotik
selama masa inkubasi.

Seperti sel lainnya, sperma dapat mengontrol volume ketika berada dalam keadaan
hipotonis dengan membuka channel K™ dan CI'. Saat air masuk ke dalam sel untuk mencapai
keseimbangan antara tonisitas internal dan eksternal sel, channel terbuka untuk pengeluaran
K" untuk menurunkan gradien konsentrasi (konsentrasi K* intraselular secara normal lebih
tinggi dibandingkan dengan ekstraselular). Untuk mempertahankan netralitas elektris, CI
keluar bersamaan. Keseluruhan pengeluaran ion menurunkan tonisitas intraselular dan
konsekuensinya adalah air masuk ke dalam sel, sehingga pembengkakan menurun atau
bahkan kembali ke keadaan semula (Petrunkina et al. 2007).

Pada sel somatik, aktivasi dari channel K* dan CI' sangat sensitif terhadap
pembengkakan sel, seperti pada saluran osmolit. Aktivasi tersebut diketahui melibatkan arus
sinyal yang diperantarai oleh protein phosphorylation dan dephosphorylation (Petrunkina et
al. 2007). Aktivasi dari mekanisme transport untuk mengatur volume sel diperantarai oleh
protein kinase C (PKC) dan protein phosphatase (PP). Dengan memelihara serine dan
threonin sisa dari tahap phosphorilasi, aktivitas PKC berfungsi untuk menjaga channel ion
tertutup, sementara itu penghambatan PKC atau peningkatan aktivitas PP menyebabkan
channel terbuka dan mengawali proses RVD (Regulatory Volume Decrease).

Penggunaan metode HOS test untuk menguji fertilitas sperma telah dilakukan sejak
lama. Ekor sperma sapi akan membengkok dan melingkar seperti spiral bila sperma tersebut

Prasiding Seminar Nasional Asosiasi Reproduksi Hewan Indonesia 107



berada dalam cairan hipoosmotik. Pembengkokan ini adalah akibat gangguan kontraksi
relaksasi ekor oleh karena adanya aliran ion atau bahan yang berat molekulnya dari ekor ke
medium hipoosmotik tersebut. Menurut Fonseca et al. (2005) ekor melingkar dimulai dari
pada ujung distal ekor dan berlanjut menuju bagian tengah dan kepala saat tekanan osmotik
pada media pembeku menurun. Pengujian keutuhan membran plasma ini dianggap penting
karena hal tersebut sangat berperan dalam proses fertilisasi untuk keberhasilan IB.

Rusaknya memban plasma utuh biasanya disertai dengan rusaknya tudung akrosom,
sehingga menyebabkan keluarnya enzim-enzim yang diperlukan dalam proses fertilisasi. Jadi
pengujian keutuhan membran plasma sperma sangat penting dilakukan untuk menguji daya
fertilitas sperma. Pada semen segar, tidak terdapat faktor yang mempengaruhi reaksi antara
sperma dan larutan hipoosmotik. Sedangkan pada semen beku terdapat bahan pengencer yang
didalamnya ada krioprotektan yang dapat menghambat reaksi antara sperma dan larutan
hipoosmotik. Oleh karena itu perlu dilakukan pengujian untuk mengetahui waktu optimal
tehadap keutuhan membran plasma sperma semen beku.

SIMPULAN

Waktu optimal untuk melakukan HOS test pada semen beku sapi Limousin dan FH
adalah pada menit ke-30 sampai ke-45 masa inkubasi pada 37°C dalam larutan dengan
osmolaritas 150 mOsm Kg''.
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