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Daya Fertilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan
Ettawah Setelah Simpan Dingin
dan Simpan Beku

# Enny Yuliani!

Intisari

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui daya fertilitas mnm::.wSNow
berbagai metode pemisahan spermatozoa setelah simpan dingin m.»: simpan
beku. Metode pemisahan yang digunakan adalah Sentrifugasi gradien densitas
percoll, Sephadex, Swim up dan kombinasi Swim up + Aside Migration. Metode yang
digunakan untuk mengetahui daya fertilitas spermatozoa adalah pembuahan in
vifro. Ovarium dikoleksi dari rumah potong hewan dan oosit dimaturasi dalam
media TCM 199 dengan penambahan 10 % Estrous Cow Serum dalam inkubator
CO; selama 24 jam. Oosit kumulus kompleks yang telah dimatangkan secara in
vitro dilakukan fertilisasi in vitro dengan menggunakan semen cair dan beku.
Dua puluh empat jam setelah fertilisasi, presentase angka fertilisasi dapat
ditentukan. Berdasarkan hasil analisis menunjukkan bahwa persentase motilitas
spermatozoa tidak berbeda (P>0,05) sebelum pembekuan. Sesudah fthawing
persentase motilitas spermatozoa pada metode Swim up dan Sentrifugasi gradien
densitas percoll lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan dengan metode filtrasi dengan
Sephadex dan metode kombinasi Swim up + Aside Migration. Berdasarkan hasil
analisis Anova, menunjukkan bahwa persentase angka pembuahan, tidak
berbeda (P>0,05) pada saat sebelum pembekuan. Sesudah thawing persentase
angka pembuahan pada metode Swim up dan Senfrifugasi gradien densitas percoll
menghasilkan angka pembuahan lebih tinggi (P<0,05) dibandingkan dengan
metode Sephadex dan metode kombinasi Swim up + Aside Migration. Berdasar
hasil penelitian ini, maka sperma seksing setelah simpan dingin dan simpan beku
sangat mendukung peningkatan populasi kambing melalui Inseminasi Buatan.

Kata Kunci: Kambing, Sperma Seksing, Simpan Dingin dan Beku, Daya Fertilitas

Abstract

The objective of this study was to evaluate of fertilizing capacity of sexed sperm after
chilled or frozen storages. The kind of separation method used were Coulum percoll,

1 Staf Pengajar Fakultas Peternakan UNRAM, Mataram

158 Daya Feriilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan Eitawah Seielah Simpan Dingin
dan Simpan Beku



Jurnal limial
Akreditasi Nomor :

Hrmu-llmy Peternakan Agustus, 2006, Vol. IX. No.3.
IYDIKTYKep/2003, Tunggal, 10 ~ 0 - 2003.

Sephadex, Siwim u
used

P and Swim up +Aside Migration combination method. The method

Jor MONHoring spermatozon Jertilizin ili n i tilization (IVF).
: : ng ability was in vitro fertilizati
Owaries were Collected from a abbatoir and subsequently oocytes were matured in a TCM

199 media with o Supplement 10
hours. Follicullar bovine cumulus
fertilization (IVE) carried out
fertilization using the sperm
Jertilization rate 1pps determined.

% estrous cow serum in a 5 % CO» incubator Jor 24
oocyte complexes were matured in vitro and in vitro
with semen. ‘Twenty four hours after the in vitro
collected from separation methods the percentage of
The result of Anova analysis showed that the mean

percentage of motility was not diference (p>0,05) at pre-freezing, After freezing, the mean
percentage of motility in Syim up dan gradient densitas percoll method were higher
(P<0,05) than sephadex and Swim up + Aside migration combination method. The result

of Anova analysis showed that the mean

(P>0,05) at pre-freezing, After Jreezing,

percentage of fertilization rate was not diference
the mean percentage of fertilization rate in Swim

up and w.wa&wi densitas percoll were higher (P<0,05) than Sephadex and Swim up +
Aside migration combination method. Based on these results, it was therefore conclude

that, sexed sperm after chilled or frozen storages was very supported on increasing goat

Key Word: Goat, Sexing Sperm, Chilled or Frozen Storages, Fertilizing Capacity

Pendahuluan

Penerapan bioteknologi
reproduksi melalui  inseminasi
buatan dengan menggunakan pe-
jantan unggul merupakan upaya
untuk memacu pengembangan
peternakan secara efektif dan
efisien dalam meningkatkan pro-
duktivitas ternak, terutama
kambing lokal. Teknologi IB dapat
ditingkatkan  nilainya  dengan
menggunakan program anak yang
dihasilkan ~ mempunyai jenis
kelamin sesuai keinginan, karena
sangat mendukung  program
breeding dalam pemilihan bibit
unggul. Selain itu keuntungan
seksing  spermatozoa mampu
menunjang efisiensi pada peter-
nakan, karena dapat menghasilkan
anak dengan jenis kelamin tertentu

Secara masal sesuai dengan
pengembangan peternakannya.

Di dalam kepala sperma-
tozoa terdapat sepasang kromo-
Som  yang menentukan jenis
kelamin disebut kromsom seks,
sisanya disebut autosom
(Nalbandov, 1990). Saat pem-
belahan meiosis dalam proses
Spermatogenesis mamalia sebagian
jumlah spermatozoa mempunyai
kromosom X dan sebagian lagi
berkromosom Y, sedangkan pada
ovum semuanya berkromosom X
(Hafez, 1997). Oleh karena itu
jenis kelamin anak ditentukan oleh
kromosom seks spermatozoa.
Kemungkinan spermatozoa yang
mengandung kromosom X atau
kromosom Y untuk membuahi
ovum memiliki kemampuan yang

Daya Fertilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan Ettamah Setelah Simpan Dingin 150
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sama yaitu masing-masing 50%.
Spermatozoa yang mengandung
kromosom X (spermatozoa X) jika
terjadi  fertilisasi akan meng-
hasilkan embrio betina, sedangkan
spermatozoa yang mengandung
kromosom Y (spermatozoa Y) akan
menghasilkan  embrio  jantan,
karena pada kromosom Y terdapat
sex determining Region Y gen (SRY)
yang menentukan terbentuknya
testis pada hewan jantan (Windsor
dkk. 1992; Graves, 1994; Koopman,
1995). Dengan demikian peng-
aturan  jenis kelamin  anak
dilakukan dengan cara pemisahan
spermatozoa berkromosom X atau
Y sebelum inseminasi (Zavos,
1997).

Kualitas sperma  dapat
dipertahankan dengan dilakukan
pengenceran menggunakan bahan-
bahan yang dapat menjamin
kebutuhan fisik dan kimia
spermatozoa. Prinsip dasar
pengencer sperma harus mengan-
dung unsur-unsur yang menyeru-
pai sifat fisik dan kimia sperma,
tidak mengandung zat yang me-
racuni spermatozoa dan mem-
batasi kemampuan fertilisasi.
Selain bahan pengencer yang
dipakai, teknik penyimpanan
sperma juga merupakan faktor
penting dalam menentukan keber-
hasilan pelaksanaan IB. Tujuan
penyimpanan  sperma adalah
memperpanjang daya hidup dan
kapasitas pembuahan sperma-

tozoa, yaitu dengan  cara
mengurangi atau menghentikan
gerakan dan reaksi metabolik
(Evans dan Maxwell, 1987). .

Penyimpanan sperma cair
kambing dalam jangka waktu 24 -
48 jam pada suhu 5°C dapat
menghasilkan angka konsepsi 90%
(Palad dan Medina, 1991) dan
terdapat penurunan fertilitas pada
inseminasi di dalam servik men-
capai 10-30% per hari. Penyim-
panan sperma dalam kemasan
beku (temperatur -196 °C di dalam
N2 cair) mampu mempertahankan
daya hidup spermatozoa sampai
waktu yang tidak terbatas. Selama
prosesing sperma beku, mulai dari
penampungan, pengenceran, ekui-
librasi dan penyimpanan dalam
kontainer nitrogen cair sperma-
tozoa mengalami serangkaian
perubahan, yaitu perubahan suhu,
perubahan tekanan osmotik, dan
pembentukan serta pelarutan es
pada lingkungan ekstraseluler
(Watson 2000). Akibatya terjadi
kerusakan pada membran plasma
dan akrosom, kerusakan pem-
bungkus mitokondria dan akso-
nem, pelepasan berbagai enzim,
penurunan lipoprotein dan asam
amino, serta penurunan aktivitas
proteolitik akrosom (Salamon dan
Maxwell, 2000) yang dapat
menyebabkan penurunan integ-
ritas fungsional, viabilitas dan
kapasitas pembuahan sperma-
tozoa.

160 Daya Fertilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan Ettawah Seteiah Simpan Dingin

dan Simpan Beku




ara random yang
diambil darj Populasi spermatozg;
kambing yang berasal dari sperma

Segar, Qmﬂmﬁz kriteria motilitas
Spermatozoa  setelah penam-
pungan di atas 70 %. Komposisi
bahan di dalam pengencer adalah
sodium sitrat, glukosa, kuning
telur, aquadestilata, penisilin dan
Streptomisin. Pembuatan Sperma
beku dilengkapi dengan gliserol
7 %. Penambahan bahan pengencer
didasarkan  pada perhitungan
konsentrasi, progresif motilitas dan
volume sperma dan dosis IB (125 x

Dava Fertilitas Sperma mlnnm:m Kambing Peranak
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atau

ualitas Spermatozoa
setelah pPenyimpanan
hari ketig,

Proses pembekuan Sperma,

Pengamatan
Snrmamv k

dilakukan,

larutan Pengencer ditambahkan

sebanyak 79 Setelah
SPerma  yang sudah diseksing
dicampur dengan larutan
dimasukkan dalam
ekuilibrasi selama 1 5

Setelah ity Kanister dicelupkan ke
dalam nitrogen cair (-196°C) untuk
Penyimpanan_ Pengamatan motili-

tas spermatozoa dilakukan setelah
simpan dingin  dan

ke 7 setelah Penyimpanan,

Daya fertilitas Sperma diuji
melalui fertilisasi iy, vitro dalam
media EBSS (Early Balance Sgiy
Solution). Proges fertilisasi  dila-
kukan €hgan cara memasukkan
Spermatozoa pada
masing-masing perlakuan dalam
cawan petri steril. Observasj 00sit
yang telah dibuahj dilakukan
setelah 24 jam fertilisasi di dalam
inkubator CO, Pada suhu kisaran

an Ettawah Sefelah ,AN.S.QS D..:w? 161
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37°C - 38,5 °C dengan kelembaban
95-99C.

Uji Anova pada taraf nyata
5% digunakan untuk menganalisis
motilitas dan daya fertilitas
spermatozoa yaitu pada tingkat

pembuahan  setelah 24 jam
fertilisasi.

Hasil dan Pembahasan
Motilitas Spermatozoa Seksing
Setelah Penyimpanan

Pengaruh metode seksing
terhadap motilitas spermatozoa,
baik sesudah seksing maupun
sesudah simpan dingin (Tabel 1)
belum menunjukkan perbedaan
(P>0,05). Sesudah thawing terjadi
penurunan  persentase motilitas
spermatozoa pada metode filtrasi
dengan Sephadex dan kombinasi
Swim up dan Aside Migration lebih
tinggi  (P<0,05) dibandingkan
dengan metode Swim up dan
Sentrifugasi gradien densitas percoll.

Berdasarkan  pengamatan
motilitas spermatozoa pada semen
kambing yang disimpan dingin
dan beku membuktikan bahwa
metode seksing dan  bahan
pengencer yang digunakan dapat
melindungi  spermatozoa  dari
kerusakan akibat pengaruh pe-
rubahan suhu, perubahan tekanan
osmotik dan pembentukan kristal-
kristal es dalam lingkungan sel
spermatozoa. Pengencer semen
yang digunakan dalam penelitian
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ini adalah sitrat kuning telur,
Komponen  dasar  pengencer
tersebut mengandung mﬁ@mg.f
ion-ion untuk mempertahankan
osmolaritas  dan  memproteksj
medium, sumber lipoprotein untuk
mencegah kejutan dingin, kom-
ponen krioprotektan untuk
meminimalkan kerusakan akibat
pembentukan kristal-kristal e,
sumber energi dan bahan tam-
bahan lainnya. Keunggulan sitrat
ialah berkapasitas penyangga yang
baik untuk mempertahankan
osmolaritas karena mengandung
garam dan asam amino. Fruktosa
berperan menghasilkan  energi
berupa ATP (mengandung fosfat
an organik) untuk kontraksi fibril-
fibril yang dapat menghasilkan
gerak spermatozoa. Penambahan
gliserol dalam pengencer dimak-
sudkan untuk  meminimalkan
kerusakan akibat pembentukan
kristal es intraselular.

Efek negatif yang ditim-
bulkan bila terjadi perubahan
tekanan osmotik pengencer kearah
hipertonik atau hipotonik, yaitu
merusak membran plasma sel
spermatozoa  sehingga  proses
metabolisma  spermatozoa ter-
ganggu, akibatnya dapat me-
nurunkan motilitas. Adanya per-
bedaan tekanan osmotik di dalam
dan di luar sel spermatozoa




Penampgn 2
Sesudah mmMmM_:AmmobM»o.wmxv 80,65+1,25.
mmm..amr m::vw: n::N.:

ekor melingkar, menurunnya
viabilitas dan integritas membran
Plasma spermatozoa (Correa dkk,
1997). Hal inilah yang menyebab-
kan setelah simpan beku terjadi
penurunan kualitas pada seluruh
perlakuan. Namun dengan metode
seksing, pemilihan bahan peng-

Daya  Fertilitas  Spermatozoa
Seksing Setelah Penyimpanan
Daya fertilitas spermatozoa
perlakuan dicerminkan dari keber-
hasilan tingkat  pembuahan

e e Sl e Lo b
L Tl Zoz:n...m ;Aax.u!.!-...xs

e ey o,

Percoll Sephadex 50U + ASM

80,3442,354 67,24 10,35« 69,36+1,37¢

79,2313,34 65,3240,56¢  68,5642,45¢
50,2342 45 30,36+0,52¢ 32,2342 914

30,10+2,33> 36,884 364 37,13+1,344

embrio. Kriteria oosit yang
berhasil dibuahi secara in vitro
ditandai dengan terbentuknya
polar bodi II, pronukleus jantan
dan betina dalam sitoplasma oosit.
Tingkat pembuahan setelah 24 jam
fertilisasi antar kelompok per-
lakuan dipaparkan pada Tabel 2.

Hasil analisis menunjuk-
kan bahwa pengaruh  metode
seksing terhadap daya fertilitas
Spermatozoa, baik sesudah seksing
Maupun sesudah simpan dingin
tidak menunjukkan perbedaan
(P>0,05). Sesudah thawing, persen-
tase pembuahan in vitro kambing
setelah fertilisasi mengpgunakan
Sperma seksing (kemasan beku)
menunjukkan  perbedaan yang
bermakna (P<0,05). Presentase
pembuahan setelah 24 jam fertili-
sasi pada metode Swim up dan
Sentrifugasi gradien densitas percoll
menghasilkan angka pembuahan
lebih tinggi dibandingkan Sephadex
dan kombinasi Swim up dan Aside
Migration.

Daya Ferfilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan Ettawah Setelah Sirmpan Dingin 163
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Tabel 2. Rataan Persentase Pembuahan in vitro

pada Kambing Se
Fertilisasi dengan Menggunakan S

perma Seksing (Sim
Dingin dan Kemasan Beku)

; Metode Seksing ,
Penyimpanan Swim up Percoll Sephadex g
Sesudah Seksing 65,56 +2,35* 68,32 +2 37a S‘Nwﬂrww;o/.g
Sesudah Simpan dingin 64,34+3,65*  66,33+3,782 58,36+2,39¢ 59,56+323c
Sesudahpencairan kembali 1

(Thawing kemasan beku) 57,65+4,52> 552342 54b 50,27+3,864 51,3413 564

Keterangan : mnilai dengan huruf yan

nyata (P< 0,05)

Kapasitasi  dan  reaksi
akrosom merupakan tahap yang
paling penting dalam proses
fertilisasi baik in vivo maupun in
vitro. Spermatozoa h

anya dapat
mengadakan  reaksi akrosom,

apabila telah menyelesaikan ka-
Ppasitasi (Tournaye, 1994),
Kapasitasi  merupakan  suaty
proses perubahan fisiologis dan
kimiawi pada bagian akrosom
Spermatozoa di dalam saluran
reproduksi betina untuk mem-
pertinggi daya fertilisasi dan
mencegah aktivasi prematur dari
akrosom sebelum sperma men-
capai daerah untuk fertilisasi
(Hafez, 1997). Kapasitasi sper-
matozoa dalam proses fertilisasi in
vitro  diperlukan untuk mem-
persiapkan  sperma mengawali
fungsi reaksi akrosom dan terjadi
peningkatan  frekuensi  untuk
mendapatkan pola motilitas yang
lebih cepat (hiperaktivasi). Pening-
katan kualitas spermatozoa ter-
masuk di dalamnya terjadinya

164 Daya Fertilitas Sperma Seksin
dan Simpan Beku

g berbeda pada baris yan

§ Kambing Peranakan Ettawah Seteiah Simpan Dingin

proses kapasitasi, sehingga meng- |

akibatkan angka fertilisasi menjadi
lebih tinggi secara bermakna
(Yavetz dkk, 1997, Correa dkk.,
1997).  Motilitas Spermatozoa
sangat penting untuk keberhasilan _
penetrasi  zona, yang diikuti
dengan  gerakan memotong,
gerakan maju dan mundur dag
kepala spermatozoa. Selama proses
penembusan  zona pellusida,
kepala spermatozoa menerobos
ruang  perivitelline menuju ke
vitellus kemudian secara bertahap
keduanya bergabung,

Hasil penelitian ini menun-
jukkan bahwa, spermatozoa yang
diseksing dengan metode Swimp-
up,  percoll  density  gradient
centrifugation,  Sephadex filtration
dan kombinasi Swim up dengan
Aside migration dapat menginduksi
induksi kapasitasi secara in vifro
(Yuliani,  2003). Peningkatan
kappasitasi berkaitan dengan pe-
ningkatan motilitas yang disebab-
kan oleh adanya mekanisme media




bebas
Yang d .
motilitas mm.m.mwﬂn_mmm“wo”mgmxﬂrg
Hasil e
Jecuan Rttt bt bl o oan
dilakukan e R
oleh peneliti terd
Gmrim metode Swim :2. et
signifikan dapat m v
fortilican: s oo w:@?mw&ﬁﬁ
Lol g tnggi. Mening-
ya potensi fertilisasi diakibat-
kan  spermatozoa mem: i
moilitas yeng lebih baik, mor
mo~0®- normal, mengeluarkan
permatozoa rusak dan debris.
Tanpa adanya sel nonspermatik
dalam sperma dapat menghasilkan
suatu .suspensi  spermatozoa
dengan potensi fertilisasi tinggi
(Correa dan Zavos, 1996; Yavetz
dkk., 1997; Correa, dkk., 1997).
Pengenalan antara sperma-
tozoa dengan ovum (sperm-egg
recognition) melibatkan perlekatan
membran spermatozoa dengan
permukaan luar zona pelusida
ovum. Diikuti oleh terjadinya
perubahan sifat membran
vﬁgm Bmsmmgm
peranan penting pada reaksi
terjadinya fusi

Seksing Kambing

o Perana

mengakibatkan kagagalan fertili-
sasi. Integritas fungsional mem-
bran spermatozoa yang, baik, harus
ditunjang oleh integritas struktural
membran spermatozoa yang baik
pula. Hal ini diakibatkan karena
adanya peroksida yang merupa-
kan produk metabolik dari enzim
oksidase yang dilepaskan dari
spermatozoa mati, akan ber-
pengaruh toksik pada spermatozoa
yang hidup. Spermatozoa merupa-
kan sel yang sangat peka terhadap
oksidasi, sehingga ROS akan
menyebabkan penurunan viabi-
litas, motilitas dan morfologi
spermatozoa normal. Perubahan
kualitas spermatozoa tersebut akan
mengurangi kemampuan fusi
antara spermatozoa dan ovum.
dengan kelompok kontrol.

Suatu indikasi spermatozoa
fertil adalah spermatozoa yang
memiliki kemampuan berpenetrasi
ke dalam oosit dan membentuk
pronuklei  jantan. Selanjutnya
kromosom pada jantan dapat
bergabung dengan kromosom dari
pronukleus betina untuk meng-
hasilkan embrio dengan kemung-
kinan hidup yang maksimal.
Mekanisme potensi spermatozoa
dalam perkembangan awal embrio
pelum banyak terungkap. Ke-
mungkinan yang dapat diterang-
kan berkaitan dengan kemam-
puan spermatozoa setelah
perlakuan dalam meningkatkan
angka cleavage embrio i vitro pada

kan Eftawah Setelah Sintpan Dingin 165
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kambing adalah sebagai berikut.
Pembentukan kromosom paternal
dan  maternal pada  spindel
pembelahan  cleavage  pertama
dapat menjadi lebih sempurna dan
peran aktivitas sitoskeleton dalam
mengatur  perpindahan  kedua
pronukleus jantan dan betina
menjadi lebih baik. Begitu pula
terhadap kemampuan duplikasi
Komplemen kromatin paternal dan
maternal mengalami kondensasi
yang sempurna, sampai pada
akhirnya kedua kromosom
tersebut  membentuk  sebuah
nukleus yang diploid. Selanjutnya
akan membelah sesuai dengan
tahap perkembangannya,

Kesimpulan

Metode seksing berpengaruh
terhadap motilitas spermatozoa
dalam simpan beku, namun tidak
menunjukkan  perbedaan yang
bermakna pada simpan dingin.
Sesudah thawing persentase mo-
tilitas spermatozoa pada metode
Swim up dan Sentrifugasi gradien
densitas  percoll  lebih tinggi
dibandingkan dengan metode
filtrasi dengan Sephadex dan
metode kombinasi Swim up + Aside
Migration. Daya fertilitas sper-
matozoa tidak berbeda, baik
sesudah seksing maupun sesudah
simpan dingin namun perbedaan
akan nampak pada saat thawing
setelah sperma di simpan dalam
kemasan beku. Presentase pem-

166 Daya Fertilitas Sperma Seksing Kambing Peranakan Ettawah Setelah Stmpan Dingin
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buahan setelah 24 jam fertiligg

pada metode  Swim up dan

Sentrifugast gradien densitas uaﬂnozw

menghasilkan angka pembuahay,

lebih tinggi dibandingkan dibap. 3

dingkan dengan metode Sephadey

dan kombinasi Swim up dan Asige

Migration. :
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