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ABSTRAK

Pengawetan semen dapat dilakukan dengan cara pembekuan maupun penyimpanan dingin
(chilling). Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh jenis pengencer semen
terhadap kualitas spermatozoa ayam Bangkok, dan untuk mengetahui jenis pengencer yang
paling baik digunakan untuk spermatozoa ayam Bangkok. Penelitian ini menggunakan
Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan enam taraf perlakuan (P1, P2, P3, P4, P5, P6)
dengan empat kali ulangan. Taraf perlakuan yang digunakan yaitu: P1= Air Kelapa, P2= Air,
Kelapa + Kuning Telur, P3= Air Kelapa + Kuning Telur + Glukosa, P4= Ringer Laktat, P5 =
Ringer Laktat + Kuning Telur, P6= Ringer Laktat + Kuning Telur + Glukosa. Parameter yang
diamati yaitu, motilitas, viabilitas, dan abnormalitas. Hasil penelitian menunjukan bahwa
perlakuan jenis pengencer berpengaruh sangat nyata (P<0,01) terhadap motilitas spermatozoa,
viabilitas spermatozoa, dan abnormalitas spermatozoa. Kesimpulan penelitian ini yaitu pengaruh
jenis pengencer semen terhadap kualitas spermatozoa ayam bangkok sangat signifikan
terutama dengan penambahan komponen kuning telur. Jenis pengencer yang paling baik
digunakan adalah pengencer air kelapa dengan tambahan kuning telur.

Kata kunci: Ayam Bangkok, Glukosa, Ringer Laktat, Semen

ABSTRACT

Semen preservation can be done by freezing or cold storage (chilling). The purpose of this
study was to determine the effect of the type of semen extender on the quality of Bangkok
chicken spermatozoa, and to determine the best type of extender used for Bangkok chicken
spermatozoa. This study used a completely randomized design (CRD) with six treatment levels
(P1, P2, P3, P4, P5, P6) with four replications. The treatment level used was: P1 = Coconut
Water, P2 = Coconut water + Egg Yolk, P3 = Coconut Water + Egg Yolk + Glucose, P4 = Ringer
Lactate, P5 = Ringer Lactate + Egg Yolk, P6 = Ringer Lactate + Egg Yolk + Glucose.
Parameters observed were motility, viability, and abnormality. The results showed that the type
of extender treatment had a very significant effect (P<0.01) on spermatozoa motility,
spermatozoa viability, and spermatozoa abnormalities. The conclusion of this study is that the
effect of the type of semen extender on the quality of spermatozoa in Bangkok chickens is very
significant, especially with the addition of egg yolk components. The best type of extender to
use is coconut water extender with the addition of egg yolk.

Keywords: Bangkok Chicken, Glucose, Lactated Ringer's, Semen

PENDAHULUAN
Indonesia kaya akan plasma nutfah ayam lokal yang perlu dilestarikan. Ayam Bangkok
merupakan salah satu jenis ayam lokal yang populer sebagai ayam petarung dan tersebar di
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beberapa wilayah Indonesia (Nataamijaya dkk, 2010). Diperlukan teknologi yang dapat
mempertahankan keberadaan ayam lokal dari masa ke masa. Teknologi pengawetan
(preservasi) semen dapat menjadi alternatif dalam konservasi dan penyebarluasan plasma
nutfah di Indonesia. Pengawetan semen dapat dilakukan dengan cara pembekuan maupun
penyimpanan dingin (chilling). Pembekuan dapat menyebabkan spermatozoa awet hingga
bertahun-tahun sedangkan pada chilling hanya bertahan beberapa jam atau hari. Salah satu
syarat suatu semen dapat disimpan adalah adanya media pengencer yang sesuai. Menurut
Siudzinska & tukaszewicz (2008), prosedur yang paling umum untuk penyimpanan semen
unggas jangka pendek (berjam-jam hingga berhari-hari pada suhu refrigerator) adalah
membutuhkan bahan pengencer yang mampu mengawetkan spermatozoa.

Uji coba berbagai bahan pengencer semen ayam telah dikaji hingga bertahun-tahun
yang lalu namun tidak sepopuler pengencer semen sapi. Di Indonesia beberapa peneliti
mencoba pengencer sederhana dan murah sehingga aplikatif digunakan di lapangan. Cairan
infus ringer laktat yang mudah didapatkan di apotik-apotik terdekat telah terbukti efektif sebagai
pengencer semen ayam lokal Indonesia (Telnoni dkk, 2017; Kusumawati dkk., 2018;
Khaeruddin dkk, 2020b; Triadi dkk, 2022). Selain itu, bahan pengencer alami seperti air kelapa
juga telah dibuktikan efektif sebagai pengencer semen ayam (Khaeruddin dkk, 2019).

Penyimpanan semen pada suhu rendah menyebabkan terjadinya cold shock yang dapat
berakibat kematian pada spermatozoa, sehingga diperlukan bahan tambahan pengencer yang
mampu melindungi membran sel dari efek cold shock. Menurut Santiago-Moreno dkk. (2012)
kuning telur mampu melindungi spermatozoa ayam dari cold shock. Sehingga penambahan
kuning telur dalam pengencer ringer laktat ataupun air kelapa berpotensi mampu menambah
kemampuan pengencer dalam mempertahankan daya hidup spermatozoa selama cooled
storage.

Spermatozoa memanfaatkan energi untuk motilitas, yang terutama dalam bentuk ATP
intraseluler yang dihasilkan oleh oksidasi substrat, fruktosa, glukosa, sorbitol, laktat, atau
piruvat (Misro & Ramya, 2012). Glukosa dimetabolisme melalui jalur glikolisis dan fosforilasi
oksidatif pada bagian tengah spermatozoa untuk menghasilkan adenosin triposfat (ATP) sebagai
sumber energi untuk pergerakan ekor spermatozoa (Setiawan dkk, 2020). Seminal plasma
unggas mengandung glukosa yang sangat rendah bahkan kadang-kadang tidak terdeteksi sama
sekali (Lake & Wishart, 1984). Penelitian sebelumnya telah membuktikan efektifitas glukosa
dalam mempertahankan kualitas spermatozoa ayam pada penyimpanan 5 °C (Khaeruddin dkk.,
2016) dan penyimpanan beku (Khaeruddin & Kurniawan, 2020). Untuk itu, penambahan glukosa
sebagai sumber energi kemungkinan diperlukan dalam proses preservasi semen ayam lokal.
Berdasarkan hal tersebut sehingga penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui
pengaruh jenis bahan pengencer semen terhadap kualitas spermatozoa ayam Bangkok.

METODE PENELITIAN

Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan enam taraf
perlakuan pengencer dan empat kali ulangan. Taraf perlakuan yang digunakan yaitu:
P1: pengencer air kelapa
P2: pengencer air kelapa + kuning telur
P3: pengencer air kelapa + kuning telur + glukosa
P4: pengencer ringer laktat
P5: pengencer ringer laktat + kuning telur
P6: pengencer ringer laktat + kuning telur + glukosa
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Prosedur penelitian

Penyiapan Pengencer

Bahan pengencer yang digunakan adalah air kelapa muda, ringer laktat (PT. Widatra
Bakti), kuning telur ayam ras dan glukosa (Merck, Jerman). Persentase kuning telur yang
digunakan dalam pengencer adalah 10% (Khairuddin dkk, 2019). Masing-masing pengencer
dibuat dengan mengikuti formula yang telah dirancang. Setelah pencampuran kuning telur
dengan 90% ringer laktat atau air kelapa maka dilakukan pemisahan partikel menggunakan
centrifuge sentrifius dengan kecepatan 2000 rpm selama 20 menit, kemudian supernatan
diambil dan endapan dibuang. Khusus glukosa ditambahkan sebanyak 0.9% pada supernatan
setelah dilakukan sentrifugasi.

Koleksi Semen

Ayam Bangkok dewasa digunakan sebagai sumber semen yang dikoleksi 3 kali
seminggu. Koleksi semen digunakan teknik pemijatan yaitu perangsangan pejantan dengan
memijat bagian abdominal (Burrows & Quinn, 1937). Ayam yang terangsang ditandai dengan
terangkatnya ekor, segera setelah terangkatnya ekor dilakukan pemerahan pada bagian kloaka
hingga keluar cairan berwarna putih susu (semen). Semen ditampung menggunakan tabung
kecil kemudian dibawa ke laboratorium untuk diencerkan.

Pengenceran dan Penyimpanan Semen

Semen dibagi kedalam enam tabung dan diencerkan dengan perbandingan lima bagian
pengencer dan satu bagian semen. Semen yang telah diencerkan (semen cair) disimpan dalam
wadah berisi air kemudian dimasukkan dalam kulkas dengan suhu 5° C selama 48 jam.
Parameter Penelitian

Motilitas Spermatozoa

Prosedur pengamatan motilitas spermatozoa dilakukan secara subjektif berdasarkan
Arifiantini (2012) yaitu setetes semen cair diletakkan di atas kaca preparat kemudian ditutup
dengan kaca penutup. Selanjutnya diamati pergerakannya di bawah mikroskop cahaya dengan
perbesaran 40 kali.

Viabilitas Spermatozoa

Prosedur pengamatan viabilitas spermatozoa dilakukan secara objektif berdasarkan
Arifiantini (2012) yaitu setetes semen cair diletakkan diatas kaca perparat kemudian diteteskan
eosin-nigrosin dan dihomogenkan. Selanjutnya campuran tersebut diapus pada kaca preparat
lainnya. Preparat diamati di bawah mikroskop perbesaran 40 kali pada 10 lapang pandang.
Dihitung jumlah sperma yang menyerap warna (mati) dan jumlah spermatozoa yang tidak
menyerap warna (hidup). Rumus yang digunakan adalah:

o Jumlah spermatozoa hidup
Viabilitas (%) = x 100
Total spermatozoa

Abnormalitas Spermatozoa

Prosedur staining untuk pengamatan abnormalitas spermatozoa dilakukan seperti pada
pengamatan viabilitas spermatozoa, pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop cahaya
perbesaran 40x. Menghitung jumlah spermatozoa yang normal dengan sperma yang tidak
normal dan dimasukkan dalam rumus:

Jumlah spermatozoa abnormal

Abnormalitas (%) = x 100
Total spermatozoa

Analisis Data

Analisis statistik yang digunakan adalah analysis of variance (ANOVA) jika ditemukan
pengaruh perlakuan yang signifikan akan dilanjutkan dengan uji Jarak Berganda Duncan. Analisis
data menggunakan software SPSS 16.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Motilitas Spermatozoa

Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan jenis bahan pengencer bepengaruh sangat
nyata (P<0.01) terhadap motilitas spermatozoa ayam Bangkok yang disimpan pada suhu 5 °C
selama 48 jam (Tabel 1). Penambahan kuning telur dalam pengencer ringer laktat maupun air
kelapa mampu meningkatkan motilitas spermatozoa. Sedangkan penambahan glukosa dalam
pengencer yang mengandung kuning telur tidak menghasilkan perbedaan motilitas yang nyata
baik pada ringer laktat maupun air kelapa.

Tabel 1. Hasil pengamatan motilitas setelah penyimpanan 5 °C selama 48 jam

Perlakuan Motilitas spermatozoa (%)
Ringer laktat 11.25+3.142
Ringer laktat + kuning telur 65.00+3.53P
Ringer laktat + kuning telur + glukosa 61.25+4.56°
Air kelapa 22.50+6.292
Air kelapa + kuning telur 50.00+10.60P
Air kelapa + kuning telur + glukosa 65.00+2.39b

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P<0.01).

Tingginya motilitas spermatozoa dengan penambahan kuning telur pada pengencer
menunjukkan bahwa kuning telur mengandung zat yang berperan aktif melindungi spermatozoa
selama penyimpanan. Hal ini sesuai dengan pendapat Santiago-Moreno dkk. (2012) bahwa
kuning telur dapat melindungi spermatozoa ayam dari cold shock. Sejalan dengan pendapat
Bustani & Baiee (2021) bahwa kuning telur adalah zat non-penetrasi utama yang digunakan untuk
mengencerkan semen dan melindungi spermatozoa dari cold shock selama proses pendinginan.
Kandungan Low density lipoprotein (LDL) dalam kuning telur diketahui mampu melindungi
spermatozoa selama penyimpanan (Manjunath, 2012). Kuning telur berfungsi sebagai reservoir
kolesterol dan fosfolipid yang membantu melindungi membran sel dan akrosom spermatozoa
terhadap cedera kriogenik (Bustani & Baiee, 2021).

Efek menguntungkan kuning telur pada spermatozoa ayam dalam penelitian ini sejalan
dengan penelitian sebelumnya. Penambahan kuning telur dalam pengencer ringer dekstrosa
lebih baik dalam mempertahankan motilitas spermatozoa ayam Kampung yang disimpan pada
suhu 5°C selama 10 jam (Azzam dkk., 2022). Penambahan kuning telur dalam pengencer susu
skim yang disimpan pada suhu 5°C selama 1 jam mampu mempertahankan motilitas
spermatozoa ayam Kampung lebih baik dari pada tanpa kuning telur (Jatra dkk, 2022).

Berdasarkan hasil penelitian ini, penggunaan pengencer air kelapa atau ringer laktat yang
mengandung kuning telur, baik ada atau tidaknya glukosa mampu menghasilkan motilitas
spermatozoa yang terbaik. Hasil penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Khaeruddin dkk, (2019) dimana motilitas spermatozoa ayam tertinggi didapat dari penambahan
komponen pelarut air kelapa, kuning telur, dan glukosa. Motilitas spermatozoa pada penelitian ini
bahkan lebih tinggi dari beberapa penelitian sebelumnya. Khaeruddin dkk. (2020a) melaporkan
motilitas spermatozoa ayam Kampung yang disimpan 48 jam hanya 10.2%. Sedangkan
Khaeruddin & Amir (2019) melaporkan penggunaan pengencer ringer laktat-kuning telur-glukosa
hanya mampu mempertahankan motilitas spermatozoa ayam kampung sebesar 6.67% selama
penyimpanan 48 jam.

Viabilitas Spermatozoa

Viabilitas spermatozoa merupakan persentase hidup spermatozoa yang dapat dibedakan

reaksinya terhadap pewarna tertentu. Spermatozoa yang mati menghisap warna sedangkan
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spermatozoa hidup tidak berwarna (Susilawati, 2011). Hasil pengamatan spermatozoa ayam
Bangkok yang telah diwarnai dapat dilihat pada Tabel 2 dan Gambar 1.

Tabel 2. Hasil pengamatan viabilitas setelah penyimpanan 5 °C selama 48 jam.

Perlakuan Viabilitas spermatozoa (%)
Ringer laktat 46.80+5.18%
Ringer laktat + kuning telur 93.56+0.63¢
Ringer laktat + kuning telur + glukosa 90.25+3.11°¢
Air kelapa 69.91+3.82P
Air kelapa + kuning telur 90.50+4.26¢
Air kelapa + kuning telur + glukosa 93.92+1.22¢

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P<0,01).

Gambar 1. Hasil pengamatan viabilitas spermatozoa ayam Bangkok dalam pengencer air kelapa
(perbesaran mikroskop 40x). Lingkaran merah menunjukkan spermatozoa mati
(menyerap warna), dan lingkaran putih menunjukkan spermatozoa hidup (tidak
menyerap warna).

Hasil penelitian menunjukan bahwa perlakuan jenis pengencer berpengaruh sangat nyata
(P<0,01) terhadap viabilitas spermatozoa. Penggunaan pengencer air kelapa menghasilkan
viabilitas spermatozoa lebih tinggi jika dibandingkan ringer laktat, namun dengan penambahan
kuning telur tidak menghasilkan perbedaan di antara keduanya. Penambahan kuning telur
mampu mempertahankan viabilitas spermatozoa lebih baik jika dibandingkan tanpa kuning telur.
Berdasarkan hasil penelitian ini, penggunaan pengencer air kelapa atau ringer laktat yang
mengandung kuning telur, baik ada atau tidaknya glukosa mampu menghasilkan motilitas
spermatozoa yang terbaik.

Air kelapa lebih baik jika dibandingkan ringer laktat sebagai pengencer semen ayam
karena mengandung komponen yang bermanfaat bagi spermatozoa. Menurut Reddy dan
Lakhsmi (2014), air kelapa mengandung 95% air, 5% gula yang terdiri dari glukosa, fruktosa, dan
sukrosa. Glukosa dimetabolisme dan selanjutnya fosforilasi oksidatif pada bagian tengah
spermatozoa menghasilkan adenosin triposfat (ATP) sebagai sumber energi (Setiawan dkk,
2020). Energi yang langsung digunakan untuk pergerakan spermatozoa dihasilkan oleh serabut
ekor yang berasal dari penguraian ATP (Susilawati, 2011). Santos dkk, (2013) menyatakan
bahwa air kelapa juga mengandung antioksidan seperti fenol dan asam askorbat (vitamin C).
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Senyawa fenolik yang bearasal dari buah, efektif mengikat radikal hidroksil, superoksida dan
peroksil secara in vitro sehingga dapat mengurangi spesies oksigen reaktif (Rice-Evans, 2004).

Penelitian-penelitian sebelumnya menghasilkan viabilitas spermatozoa yang lebih rendah
dari penelitian ini dengan waktu penyimpanan yang sama (48 jam). Hidayat dkk, (2021)
menemukan viabilitas 74,63% pada spermatozoa ayam Pelung dengan pengencer ringer laktat
kuning telur yang ditambahkan sodium dodecyl sulphate dan vitamin E. Demikian juga dengan
Ulus dkk, (2019) yang mendapatkan viabilitas spermatozoa pada ayam Kampung sebesar
70,96% menggunakan pengencer NaCl dan tris kuning telur. Fitriyah dkk, (2019) juga
menemukan viabilitas yang rendah pada spermatozoa ayam Magon menggunakan pengencer
ringer laktat. Demikian juga dengan Khaeruddin dan Srimaharani (2019) yang menemukan
bahwa spermatozoa ayam Kampung yang diencerkan dengan air kelapa menghasilkan viabilitas
0% (semua spermatozoa mati).

Viabilitas spermatozoa yang dihasilkan selama penyimpanan suhu 5 °C pada penelitian ini
jauh lebih tinggi dari motilitas. Hal ini sesuai dengan pendapat Sarkar (2020) bahwa viabilitas
spermatozoa yang tinggi biasanya ditemukan pada suhu rendah (sekitar 4 °C) karena mungkin
terjadi penurunan aktivitas metabolisme sehingga memperpanjang daya hidup spermatozoa
selama penyimpanan in vitro. Didukung oleh Gibb & Aitken (2016) pendinginan spermatozoa
pada suhu antara 4-10 °C bertujuan untuk membatasi laju metabolism selama penyimpanan.
Sedangkan kisaran motilitas spermatozoa yang tinggi terjadi pada suhu 20-37 °C, jika suhu
penyimpanan lebih rendah atau tinggi dari suhu tersebut akan menurunkan motilitas spermatozoa
(Sarkar, 2020).

Abnormalitas Spermatozoa

Abnormalitas spermatozoa merupakan kelainan yang terjadi pada morfologi spermatozoa.
Presentase abnormalitas yang tinggi pada spermatozoa dapat menyebabkan infertilitas, karena
spermatozoa yang memiliki struktur sel abnormal dapat menjadi salah satu faktor penghambat
dalam proses fertilitas (Rahayu dkk, 2020). Pengamatan abnormalitas dapat dilihat pada Tabel
3.

Tabel 3. Hasil pengamatan abnormalitas setelah penyimpanan 5 °C (48 jam).

Perlakuan Abnormalitas spermatozoa (%)
Ringer laktat 44.03+5.642
Ringer laktat + kuning telur 28.71+6.49b
Ringer laktat + kuning telur + glukosa 15.79+2.40¢
Air kelapa 29.09+3.69°
Air kelapa + kuning telur 16.39+1.31¢
Air kelapa + kuning telur + glukosa 15.55+2.04¢

Keterangan: Superskrip yang berbeda pada kolom yang sama menunjukkan perbedaan yang
sangat nyata (P<0,01)

Hasil penelitian menunjukan bahwa perlakuan jenis pengencer berpengaruh sangat nyata
(P<0,01) terhadap abnormalitas spermatozoa ayam Bangkok (Tabel 3). Penggunaan pengencer
ringer laktat kuning telur glukosa, air kelapa kuning telur dan air kelapa kuning telur glukosa
menghasilkan abnormalitas terendah di antara perlakuan. Penambahan kuning telur dalam
pengencer ringer laktat atau air kelapa mampu mencegah peningkatan jumlah spermatozoa
abnormal. Penambahan glukosa dalam pengencer ringer laktat kuning telur lebih mampu
mencegah peningkatan jumlah spermatozoa abnormal jika dibandingkan tanpa glukosa.
Sedangkan pengencer air kelapa atau air kelapa kuning telur lebih baik dalam menekan
peningkatan spermatozoa abnormal jika dibandingkan pengencer ringer laktat atau ringer laktat
kuning telur.
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Abnormalitas yang diperoleh pada penelitian ini yaitu abnormalitas sekunder yang
umumnya berupa pembengkokan (tekukan) pada bagian tengah. Menurut Suyadi dan
Wahjuningsih (2021), bagian tengah spermatozoa ayam jauh lebih panjang dibandingkan spesies
lain yang membuatnya memiliki lebih banyak tekukan di bagian tengah daripada spesies lain.
Feyisa dkk, (2018) menyatakan bahwa bengkok, patah, dan menyimpul adalah kelainan bagian
tengah yang paling umum diamati pada beberapa breed ayam.

Peneliti sebelumnya menunjukkan abnormalitas spermatozoa ayam yang bervariasi.
Penelitian Siudzinska & tukaszewicz (2008) menunjukkan abnormalitas spermatozoa 33,15%
pada black Minorca menggunakan pengencer Lake. Sedangkan Nugroho & Saleh (2016)
menemukan abnormalitas spermatozoa di bawah 12% pada spermatozoa ayam kampung
menggunakan pengencer ringer laktat putih telur. Abnormalitas spermatozoa 15,79-16,39% pada
penelitian ini masih layak untuk digunakan dalam inseminasi buatan. Hal ini sesuai dengan
pernyataan Nugroho & Saleh (2016) bahwa abnormalitas spermatozoa di bawah 20% masih
memenuhi persyaratan spermatozoa yang akan digunakan untuk inseminasi buatan.

KESIMPULAN
Jenis pengencer semen berpengaruh terhadap moatilitas, viabilitas dan abnormalitas
spermatozoa ayam Bangkok selama penyimpanan 48 jam pada suhu 5 °C. Perlakuan terbaik
berdasarkan data kualitas spermatozoa dan pertimbangan efisiensi bahan pengencer adalah
penggunaan pengencer air kelapa kuning telur.
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