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Penggunaan Plasma Semen Domba Lokal Sebagai
Pengganti Plasma Semen Kambing Peranakan Ftawah
yang Dibekukan dengan Menggunakan
Tiga Macam Pengencer

Teguh Sumarsono! dan Bayu Rosyadi!

Intisari

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengevaluasi beberapa aspek
kualitas spermatozoa pasca thawing sebagai pengaruh dari penggantian plasma
semen kambing dengan plasma semen domba. Rancangan percobaan yang
digunakan adalah faktoriai dalam rancangan acak kelompok (RAK). Sebagai
faktor pertama adalah penggantian plasma sedangkan faktor kedua adalah
Mmacam pengencer semen. sebagai kelompok adalah delapan ejaculat. Bahan
pengencer semen beku yang digunakan dalam percobaan ini adalah tris sitrat
Kuning telur, sitrat kuning teiur dan Susu skim fosfat. Kriopreservasi dilakukan
dengan metode gliserolisasi dua tahap. Aspek kualitas spermatozoa yang
dievaluasi meliputi persentase sepermatozoa motil, daya hidup dan persentase
membran plasma sepermatozoa utuh pasca thawing. Hasil penelitian ini
mengindikasikan bahwa macam pengencer semen beku dan penggantian plasma
sangat menentukan kualitas spermatozoa pasca thawing (persentase spermatozoa
motil, daya hidup dan persentase membran plasama spermatozoa utuh) (P<0.01).
Semen kambing yang diganti plasmanya dengan plasma semen domba lalu
diencerkan dengan pengencer tris sitrat kuning telur dan sitrat kuning telur
menghasilkan persentase spermatozoa motil, daya hidup dan persentase
membran plasma spermatozoa utuh yang lebih baik dari perlakuan lainnya
(P<0.01).Dapat disimpulkan bahwa penggantian plasama semen kambing dengan
plasma semen domba dan macam pengencer semen beku dapat
menekan/memperkecil penurunan kualitas spermatozoa hingga pasca thawing.

Kata Kunci : Plasma Semen, Kambing Peranakan Etawah, Domba

Abstract

The objective of this research was to evaluate some aspects of post thawing
sperinatozoa quality as the effect of goat plasma semen replacing by ram plasma semen.
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Twe sxverimental design used for this research was factorial in completely randomized
wock design. The first treatment factor was plasma semen replacement, and kind of semen
ewtemder was the second. Eight ejaculates were stated as experimental block. There were
S kands of frozen semen extenders used in experiment ; Tris egg —yolk citrate, egg-yolk
gt and phosphate skim-milk. Cryopreservasion was done by two steps glycerolization
weshod The aspects of spermatozoa quality that evaluated in this experiment were post
swmewe  motil sperm percentage, viability and plasma membrane intact percentage. The
<t of this experiment indicated that interaction between extender and plasma replacing
were determined post thawing spermatozoa motility, viability and plama membrane intact
S<0.01). Goat semien with plasma semen removed then replaced by ram plasma semer
i diluted by tris egg-yolk and egg-yolk citrate gave a better percentage of motile sperm,
ity and percentage of plasma membrane intact than other treatments (P<0.01). In
wwclusion, until post thawing, replacing of goat plasma semen by ram plasma semen and
wmmds of frozen semen extender could depress of spermatozoa quality decreasing.

2

Key Words : Plasma semen, PE Goat, ram

Pendahuluan

Masalah utama yang di-
nadapi dalam kriopreservasi dan
oroduksi semen beku kambing
adalah rendahnya fertilitas hasil
mseminasi buatan akibat penu-
~unan kualitas spermatozoa setelah
hawing seperti persentase hidup,
motilitas dan keutuhan membran
plasma.  Kecenderungan penu-
-unan fertilitas sperma sperma
kambing akibat kriopreservasi
disebabkan adanya enzim Egg Yolk
“oagulating (EYC) dalam plasma
semen kambing, dimana enzim
tersebut tidak terdapat dalam
plasma semen ternak lain seperti
sapi, kerbau, domba dan babi dan
kelinci. Diduga Aktivitas enzim
EYC mengakibatkan tidak dapat
berfungsinya  pelindung  kejut
dingin dalam plasma semen
(lesitin dan fosfolipida). Aktivitas

enzim EYC juga menghasilkan
senyawa lisolesitin yang bersifat
sangat toksik bagi spermatozoa
(Cortel, 1992).

Kendaia tersebut sudah
dicoba diatasi dengan cara
membuang plasma semen kam-
bing yang akan dibekukan Akan
tetapi, teknik tersebut juga belum
memberikan hasil yang maksimal,
sehingga perlu dicari teknik
alternatif dalam proses pembekuan
semen kambing.  Pirohit dkk,
(1992) menyatakan bahwa pe-
ngenceran langsung dan me-
lakukan pencucian semer. terlebih
dahulu memberikan hasil yang
tidak jauh berbeda. Fakta ini
diduga disebabkan karena dengan
melakukan pencucian kandungan-
kandungan lain seperti anion dan
kation vang dibutuhkan oleh
spermatozoa tidak tergantikan
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dengan penambahan pengencer
semen, meskipun pencucian semen
dapat menghilangkan enzim EYC.

Upaya lain vyang telah
dilakukan untuk mengatasi ken-
dala dalam kriopreservasi semen
kambing adalah mencobakan
pengencer yang tidak mengguna-
kan kuning telur dan memo-
difikasi pengencer yang mengan-
dung kuning telur sehingga dapat
meminimalisasi aktivitas enzim
EYC. Penggunaan pengencer lain
seperti susu skim ternyata lebih
baik dibandingkan dengan meng-
gunakan pengencer kuning telur
(Leboeuf, 1992). Sahni (1987)
merekomendasikan  penggunaan
citrat, oksalat dan fosfat untuk
dapat menghambat aktivitas enzim
EYC pada penggunaan 10 - 20%
kuning telur. Pengencer yang baik
digunakan sebagai pengencer
semen kambing adalah kuning
telur yang kombinasikan dengan
tris, asam sitrat, fruktosa dan
gliserol (Cortel, 1992). Singh dkk.
(1995) merekombinasikan bahwa
penggunaan laktosa dapat mem-
bantu dalam pembekuan semen
kambing.

Allternatif yang mungkin
dilakukan adalah dengan meng-
gantikan plasma semen kambing
dengan plasma semen dari ternak
lain yang telah diketahui tidak
bermasalah sewaktu proses pem-
bekuan. Plasma semen yang

mungkin dapat digunakan peng-
ganti plasma semen kambing
adalah plasma semen domba,
karena komposisi plasmanya tidak
jauh berbeda.

Materi dan Metode
Materi

Penelitian ~ menggunakan
semen kambing dan semen domba
yang diperoleh dari 2 (dua) ekor
kambing jantan dan 2 (dua) ekor
domba jantan dewasa.

Pengencer yang digunakan
sebanyak tiga macam yaitu susu
skim fosfat (SSF), tris sitrat kuning
telur (TSK) dan sitrat kuning telur
(SKT). Masing-masing pengencer
dibagi menjadi dua bagian,
pertama (A) kandungan gliserol-
nya 2%, sedangkan bagian kedua
(B) kandungan gliserolnya 12%.
Susunan bahan pengencer perla-
kuan yang digunakan dalam
penelitian  ini adalah seperti
tercantum pada Tabel 2.

Penampungan semen dila-
kukan 2 kali seminggu dengan
menggunakan vagina buatan.
Segera  setelah  penampungan,
semen dievaluasi, meliputi peni-
laian makroskopis (volume, warna,
kekentalan dan pH) serta penilaian
mikroskopis (motilitas, gerakan
masa, persentase motilitas, persen-
tase hidup, dan konsentrasi). Bila
volume semen tidak mencukupi,
maka dilakukan pencampuran
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lebih dari satu ejakulat. Semen
domba ditampung dengan meng-
gunakan vagina buatan. Semen
disentrifus dengan 3000 rpm
selama 20 menit pada suhu kamar,

kemudian  diambil plasmanya
dengan pipet dan disimpan
sementara dalam freezer sebelum
digunakan.

Tabel 2. Komposisi Pengencer Periakuan (dalam 100 m1l)

Bahan SSF TSK SKT
Iris  (hydroxymethyl amino 0 3,049 0
methane)
Asam sitrat pa., g 0 1.70 0
Natrium Sitrat p.a., g 0 0 29
Fruktosa anhydrat, g 1,24 1,25 1,00
f“:a:}{PO4.12H20 2 0 0
KHPO4.2H0 0,2 0 0
Susu Skim 8 0 0
Kuning telur, mi 0 20 20
Gliserol p.a., ml 7 7 7
Penisilin, IU/ml 1000 1000 1000
Streptomicin, mg/ml 1,0 10 1,0

Ejakulat kambing yang baik
muinimal persentase moti-litasnya
persentase  hidup 75%,
xonsentrasi 800 juta/ml dan
persentase abnormal kurang dari
=J %), secepatnya dibagi ke dalam
dua tabung reaksi, masing-masing
sepertiga dan duapertiga bagian,
xemudian disetrifus dengan 3000
rpm selama 10 menit. Tabung yang
‘ sepertiga bagian semen

SO
s L
o,

DeTisi
dibagi ke dalam tiga buah tabung
reaksi, dan masing-masing di-
encerkan dengan pengencer SSF,
ISK dan SKT (sebagai kontrol).
Tabung vyang berisi duapertiga
bagian semen disedot plasmanya

Penggunaan Plasma Semen Domba Lokal Sebagai Pengganti Plasma Semen

dengan pipet. Spermatozoa (sedi-
men) kambing dicampur dengan
plasma semen domba sebanyak
plasma semen kambing yang
dibuang.

Masing-masing semen di-
bagi ke dalam tiga tabung reaksi
dan diencerkan dengan pengencer
SSF, TSK dan SKT. Pada suhu
kamar, masing-masing sampel se-
men ditambahkan larutan pe-
ngencer A, kemudian bersama-
sama dengan larutan pengencer B
didinginkan dengan mesin
pendingin selama dua jam sampai
mencapai suhu 5°C. Setelah suhu
mencapai 5°C, pengenceran te-
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rakhir dilakukan dengan menam-
bahkan larutan pengencer B.
Kandungan spermatozoa motil
adalah 60 juta/ml semen cair.
Setelah semen diencerkan dan
didinginkan pada suhu 5°C,
contoh sampel masing-masing
perlakuan  dievaluasi  kualitas
spermatozoanya.

Kriopreservasi

Sampel dimasukkan ke
dalam ruangan pendingin bersuhu
50¢C. Setelah 2 jam, sampel
dimasukkan ke dalam straw
ukuran mini (0,25 ml) dan disusun
pada rak, straw tersebut diper-
tahankan selama 2 jam sebelum
kriopreservasi. Kriopreservasi di-
lakukan dengan meletakkan rak
yang berisi straw 8 c¢cm di atas
permukaan nitrogen cair selama 10
menit, sebelum rak berikut straw
dimasukkan ke dalam nitrogen
cair, masing-masing sampel straw
dari setiap perlakuan diencerkan
kembali untuk dievaluasi kualitas
spermatozoanya. Pencairan kem-
bali semen dilakukan dengan cara
memasukkan straw ke dalam air
hangat bersuhu 37°C selama 15
detik.

Data yang dihimpun dalam
penelitian ini adalah : Kuantitas
dan kualitas semen segar (volume,
warna, kekentalan, pH, motilitas,
persentase  motilitas,  gerakan
massa, konsentrasi, persentase
hidup, dan morfologi sperma)

Kualitas sperma setelah
kriopreservasi meliputi : persen-

tase motilitas dan  persentase
hidup.
Metode

Penelitian  ini  menggu-

nakan rancangan acak kelompok
(RAK) pola faktorial 2 x 3.
Sebanyak 8 ejakulat dijadikan
sebagai kelompok. Faktor pertama
adalah penggantian plasma semen
kambing yakni : Po=tidak dila-
kukan penggantian plasma semen
dan Pi=dilakukan penggantian
plasma semen kambing dengan
plasma semen domba. Faktor
kedua adalah jenis pengencer,
vakni: susu skim fosfat (SSF), Tris
Sitrat Kunign telur (TSK) dan Sitrat
Kuning Telur (SKT), dengan
demikian terdapat enam
kombinasi perlakuan, yakni: PoSSF,
PoTSK, PoSKT, PiSSF, PiTSK,
P:SKT. Untuk mengetahui
pengaruh  penggantian plasma
semen, diuji dengan analisis
ragam. Untuk menguji perbedaan
hasil antar perlakuan dilakukan
Uji Jarak Wilayah Berganda
Duncan (Steel dan Torrie, 1993).

Hasil dan Pembahasan
Kualitas Semen Awal

Semen kambing yang dija-
dikan sampel penelitian ini
umumnyva mempunyai kualitas
spermatozoa yang sedang dan
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wavak unfuk diawetkan. Kualitas
semen awal dari semen sampel

penelitian ini tertera pada Tabel 3.

Tabel 3. Kualitas awal spermatozoa semen kambing sampel penelitian

Tolok ukur kualitas semen Rataan
Volume (ml) 0.5840.16
Xonsentrasi (10%/ml) 3.94+0.27
Modtilitas (%) 76.25+3.54
Persentase Spermatozoa Hidup (%) 79.1343.64
Persentase membran plasma utuh (%) 70.3113.41
Berdasarkan Tabel 3 ter- spermatozoa hidup setelah

fhat bahwa volume semen,
wonsentrasi spermatozoa, motilitas,
persentase hidup dan persentase
membran plasma spermatozoa
utuh masih dalam kisaran yang
normal. Menurut Deka dan Rao
1987) volume semen kambing
perejakulat berkisar antara 0.5 - 1
ml, dengan konsentrasi 3 sampai 5
milvar /ml, motilitas 70 - 90% dan
persentase  membran  plasma
sepermatozoa utuh 60 - 80%.

Persentase Spermatozoa Motil
dan Persentase Permatozoa
Hidup Pasca Thawing

Hasil sidik ragam me-
numjukkan bahwa penggantian
plasma semen dan macam pengen-
cer memberikan pengaruh inter-
aksi terhadap persentase sperma-
tozoa motil dan  persentase
spermatozoa hidup pasca thawing
(P<0.01). Hasil tersebut menun-
jukkan bahwa persentase sper-
matozoa motil dan persentase

thawing ditentukan oleh peng-
gantian plasma semen dan macam
pengencer. Kondisi tersebut juga
menunjukkan  bahwa  plasma
semen akan menentukan dapat
atau tidaknya suatu macam
pengencer  digunakan sebagai
pengencer semen beku kambing
yang plasma semennya diganti.
Kenyataan ini diduga disebabkan
karena pengaruh komplementer
antara kandungan plasma semen
dengan kandungan pengencer
semen. Persentase spermatozoa
motil dan persentase spermatozoa
hidup tertinggi diperoleh dari
perlakuan PI1SKT dan PI1TKT,
sedangkan yang terendah dipe-
roleh dari perlakuan POSKT.
Urutan hasil perlakuan untuk
persentase spermatozoa motil ada-
lah P1SKT dan P1TKT>P1SSF dan
POSSF>POTKT dan POSKT (Tabel
4), sedangkan untuk persentase
spermatozoa hidup adalah P1SKT
dan PITKT > PISSF > POSSF >-
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POTKT dan POSKT (Tabel 5). Fakta
ini menunjukkan bahwa dengan
digantikannya plasma  semen
kambing dengan plasma semen
domba pengaruh enzim egg yolk
coagulating (EYQ) dapat
dieliminir. Terbukti, bahwa semen
kambing yang diganti plasmanya
kemudian  diencerkan  dengan
pengencer yang mengandung

kuning telur (tris dan sitrat kuning
telur) dan susu skim, persentase
spermatozoa motil dan persentase
spermatozoa hidupnya lebih baik
dibandingkan dengan semen yang
tidak diganti plasmanya, baik
yang diencerkan dengan pe-
ngencer susu skim maupun
dengan pengencer yang
mengandung kuning telur.

Tabel4.  Persentase spermatozoa motil pasca thawing dari masing-
masing kombinasi perlakuan (dalam %)

Plasma Pengencer
S5F TKT SKT
PO 26.78¢ 19,530 19.38P
P1 28.668<b 30.814Ba 31.754

Keterangan : PO = tanpa penggantian plasma semen, P1 = diganti dengan plasma semen
domba, SSF = susu skim fosfat, TKT = tris kuning telur, SKT = sitrat kuning

telur

Superskrip huruf besar yan
(P<0.01),Superskrip huruf kecil

(P<0.05)

8§ berbeda menunjukkan sangat nyata berbeda
yang berbeda menunjukkan nyata berbedn

Tabel 5. Persentase spermatozoa hidup pasca thawing dari masing-

___ masing kombinasi perlakuan (dalam % )

e PO o Pengencer

L iasuic SSF TK‘I’ SKT
PO 29.63¢€ 25.25D 24.44D
Pl 32.568 35.194 35.314

Keterangan : PO = tanpa penggantian plasma semen, P1 = diganti dengan plasma semen
domba, SSF = susu skim fosfat, TKT = tris kuning telur, SKT = sitrat kuning

telur

Superskrip huruf besar yang sama menunjukkan tidak nyata berbeda (P>0.05),
Superskrip huruf besar yang berbeda menunjukkan sangat nyata berbeda

(P<0.01)

Berdasarkan Tabel 4 dan 5
juga  terlihat bahwa tanpa

penggantian plasma semen,
persentase spermatozoa motil dan
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persentase spermatozoa hidup dari
semen yang diencerkan dengan
pengencer susu skim lebih baik
dibandingkan dengan semen yang
diencerkan  dengan pengencer
vang mengandung kuning telur
(POSSF>POTKT dan  PGSKT)
(P<0.01). Keadaan tersebut diduga
disebabkan karena  perbedaan
kandungan fosfolipid dan lesitin
dari susu skim dan telur, dimana
kandungan fosfolipid dan lesitin
pada kuning telur lebih tinggi
dibandingkan dengan pada susu
skim, sehingga jumlah Ilisolesitin
dan asam lemak yang dihasilkan
dari kuning telur akan lebih tinggi
dibandingkan dengan yang di-
hasilkan dari susu skim. Diduga
dengan lebih tingginya produksi
lisolesitin dan asam lemak akan
lebih  menekan respirasi seper-
matozoa dan lebih mempercepat
penurunan pH semen yang akan
menyebabkan berkurangnya mo-
tilitas spermatozoa dan daya tahan
hidup. Akan tetapi, dengan
digantinya plasma semen kambing
dengan plasma semen domba,
diduga produksi lisolesitin dan
asam lemak sebagai hasil dari
aktifitas enzim EYC tidak terjadi
lagi, karena diketahui plasma
semen domba tidak mengandung
enzim EYC. Pengenceran dan
pembekuan semen kambing meng-
gunakan buffer kuning telur
kurang begitu berhasil dalam

Penggunaan Plasma Semen Domba Lokal
Kambing Peranakan Etawak yang Dibekukan
Pengencer

mempertahankan kualitas semen
setelah  dibekukan, hal ini
disebabkan karena dari kelenjar
cowper kambing dihasilkan enzim
EYC (Egg Yolk Coagulating),
dimana dengan adanya kalsium
enzim tersebui akan menghidro-
lisis lesitin dari kuning telur
menjadi asam lemak dan lisolesitin
yang bersifat sangat beracun bagi
Spermatozoa (Amoah dan Gayale,
1995). Enzim EYC tidak terdapat
dalam plasma semen sapi, kerbau,
domba, babi dan kelinci, enzim ini
melakukan  aktivitasnya pada
ikatan ester dan grup asil dari
fosfolipida kuning telur yang
berakibat terbentuknya asam Ile-
mak jenuh (palmitat dan stearat),
juga asam lemak tidak jenuh (oleat
dan linoleat), selain itu juga
mengakibatkan penurunan pH
serta menekan respirasi sper-
matozoa (Cortel, 1992).

Pada semen kambing yang
diganti plasma semennya, per-
sentase spermatozoa motil dan
persentase  spermatozoa  hidup
yang diperoleh lebih baik pada
semen yang diencerkan dengan
pengencer yang mengandung ku-
ning telur dibandingkan dengan
susu skim. Kenyataan ini diduga
disebabkan karena kandungan
sumber energi dalam pengencer
Tris dan sitrat kuning telur lebih
tinggi  dibandingkan dengan
dengan susu skim, sehingga lebih
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menunjang motilitas dan daya
hidup spermatozoa.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil pene-
litian ini dapat disimpulkan bahwa
penggantian plasma semen dengan
plasma semen domba dapat mem-
pertahankan kualitas semen kam-
bing hingga pasca thawing.
Terdapat  keterkaitan  antara
macam bahan pengencer semen
beku dengan kualitas spermatozoa
pasca thawing semen kambing
yang digantikan plasmanya.
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